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Zusammenfassung

In dieser Arbeit stelle ich die Entwicklung einer neuen Bewertungsfunktion fiir
FLEXX vor, genannt AISCORE. AISCORE erweitert die urspriingliche Bewer-
tungsfunktion um einen chemisch diversen Satz von Wechselwirkungsgeometrien
und entsprechenden Wechselwirkungsenergien, die von aufwendigen quantenche-
mischen ab initio-Rechnungen abgeleitet wurden.

Die Wechselwirkungsenergien sind an die quantenchemischen ab initio-Wechsel-
wirkungsenergien auf Niveau der Mgller-Plesset-Storungstheorie zweiter Ordnung
(MP2) von 81 kleinen wasserstoffverbriickten Komplexen angepasst worden. Die
Komplexe wurden so gewéhlt, dass die wichtigsten Arten von Donor—Akzeptor-
Paaren, wie sie in biologischen Systemen gefunden werden, représentiert sind.
Durch die Beriicksichtigung von CH-aziden H-Donoren konnte eine lineare Kor-
relation zwischen den MP2-Energien und dem Inkrementmodell mit einem Kor-
relationskoeffizienten von r? = 0,994 erreicht werden.

Die ab initio-Inkremente wurden dann durch einen einzigen Faktor skaliert, um
die Erniedrigung der Wechselwirkungsenergie in Losung zu modellieren. Geladene
und resonanzassistierte Wechselwirkungsenergien wurden an experimentelle Da-
ten angepasst. Dafiir habe ich einen Satz von 100 Protein—Ligand-Komplexen mit
bekannter experimenteller Bindungsaffinitét aus der Protein Database (PDB) zu-
sammengestellt. Dabei galt das Hauptaugenmerk der chemisch korrekten Zuwei-
sung der Atomtypen und die Beriicksichtigung von gebundenen Wassermolekiilen
in der Bindetasche. Des weiteren habe ich einen Algorithmus zur Behandlung von
mehrfach verbriickten Wasserstoftbriicken entwickelt.

Fiir den Komplexsatz korrelieren die mit AISCORE vorhergesagten freien Bin-
dungsenergien mit den experimentellen Werten mit einem 2 = 0, 76. Eine zehn-
fache Kreuzvalidierung erreichte ein ¢ = 0,59. Verglichen mit der originalen
Bewertungsfunktion von FLEXX wurde eine signifikante Verbesserung der Vor-
hersage der freien Bindungsenergien von Kristallstrukturen erreicht.

AIScORE wurde dariiber hinaus auf das Docken von flexiblen Liganden in
flexible artifizielle Rezeptoren angewendet. Fiir den Koffeinrezeptor von WALD-
VOGEL et al. konnten mit Hilfe von AISCORE nativ-dhnliche Strukturen von
einer Reihe von Oxypurin-Komplexen generiert werden. Auflerdem korrelierten
die vorhergesagten Energien gut mit den experimentellen Werten.



VIII

Das letzte Kapitel beschreibt die Parametrisierung von Kraftfeldparametern
fiir die Eisen—Stickstoff-Bindung in Cytochromen durch die Anpassung an quan-
tenchemische Potentialflichen.



Abstract

In this work I present the development of a novel scoring function for FLEXX
named AISCORE. AISCORE extends the original scoring function by means of
a chemically diverse set of interaction geometries and corresponding interaction
energies that are derived from extensive quantum chemical ab initio calculations.

The interaction energies have been fitted to quantum chemical ab initio inter-
action energies of 81 small hydrogen-bonded complexes determined at the level
of second-order Mgller-Plesset perturbation theory (MP2). The complexes have
been chosen such that the most important types of donor—acceptor pairs found
in biological systems are represented. By taking CH acidic H donors into ac-
count, a linear correlation between MP2 energies and the increment model with
a coefficient of correlation of 72 = 0.994 has been accomplished.

The ab initio increments were scaled by a single factor in order to model the
loss of interaction energy in solution. Charged and resonance assisted interaction
energies were fitted to experimental data. Therefore I assembled a set of 100
protein—ligand complexes with known experimental binding affinities from the
protein database (PDB). A chemically correct atom type assignment and the
incorporation of tightly bound water molecules in the active site was a main
focus while processing the complexes. Furthermore I developed an algorithmical
extension to the scoring function that introduces a way to treat multifurcated
hydrogen bonds.

For this set the predicted binding free energies of AISCORE correlate with an
r? = 0.76 to the experimental energies. In ten-fold cross validation I achieved a ¢?
value of 0.59. Compared to the original scoring function of FLEXX a significant
improvement was obtained with respect to the prediction of binding free energies
of the crystal structure.

ATISCORE has also been applied to score the dockings of flexible ligands in-
to flexible synthetic receptors. For the caffeine receptor by WALDVOGEL et al.
ATSCORE has helped to generate near-native structures of a series of oxypurine
complexes. Furthermore the predicted energies correlate well with the experimen-
tal values.

The last chapter describes the parameterisation of force field parameters for the
iron—nitrogen-bond in cytochromes by fitting them to quantumchemical potential
surfaces.
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1

Einleitung

Die Entwicklung eines neuen Wirkstoffes fiir ein Medikament kann je nach Kom-
plexitéit des Projektes bis zu 15 Jahre dauern. In dieser Zeit entstehen Kosten
von bis zu einer Milliarde Euro. [3, 4, 5]

In vielen Fillen sind die Wirkstoffe kleine Molekiile, die fiir einen Krankheits-
verlauf relevante Proteine gezielt an- oder ausschalten und so den gewiinschten
therapeutischen Effekt erzielen. Man spricht in diesem Zusammenhang von den
Molekiilen auch als Effektoren oder Liganden der Proteins.

Am Anfang der Entwicklung eines neuen Wirkstoffes steht deshalb meistens
die Suche nach einer neuen Leitstruktur. Gemeint ist damit ein Molekiil, das zu

einem gegeben Protein eine nachweisbare Affinitdt besitzt. [6] Diese Leitstruktur

wird anschliefend in vielen Schritten optimiert, z.B. um die Affinitdt zu dem

Abbildung 1.1. Beim experimentellen High-Throughput Screening werden hochautomatisierte Ro-

botersysteme eingesetzt.
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Rezeptor zu erhéhen oder um rein pharmakokinetische Eigenschaften, wie die
Aufnahme des Wirkstoffes, die Verteilung im Korper oder Ausscheidung und
Toxizitdt zu verbessern. [7, 8, 9]

Aufgrund der hohen Kosten und der Zeit, die eine Entwicklung eines neuen
Wirkstoffes benotigt, ist es elementar wichtig, in einer sehr frithen Phase eines
Projektes vielversprechende Leitstrukturen zu identifizieren und ungeeignete so
frith wie moglich auszuschlieen, um die ohnehin beschrankten Ressourcen nicht
unnoétig zu binden.

In der traditionellen Wirkstoffforschung beginnt die Suche nach neuen Leit-
strukturen mit dem sog. ,,Screening“. Dabei werden ganze Bibliotheken von syn-
thetischen und natiirlichen Molekiilen auf eine mogliche Aktivitét beziiglich eines
Proteins experimentell getestet. [10, 11]. Diese Methoden sind in den letzten Jah-
ren ausgiebig verbessert worden. Beim High-Throughput Screening werden z.B.
Synthese- und Analyse-Robotersysteme [12] (Abbildung 1.1) eingesetzt, um au-
tomatisiert die experimentelle Suche nach aktiven Leitstrukturen durchzufiihren.
Doch trotz dieser Fortschritte bleibt der experimentelle Ansatz sehr kosteninten-
siv. Alle zu testenden Stoffe miissen synthetisiert und dann experimentell gegen
ein entsprechendes Protein, das isoliert und aufgereinigt werden muss, auf Akti-
vitat getestet werden.

Um noch vor den ersten experimentellen Tests die Anzahl der Kandidaten
gezielt und sinnvoll einzuschrénken, werden heute immer mehr Computermetho-
den genutzt. [13, 14] In den spéaten 90ern wurde der Begriff ,, Virtual Screening“
geprigt. Virtual Screening orientiert sich in seiner Vorgehensweise am traditio-
nellen Screening: eine Vielzahl von Stoffen wird auf ihre Aktivitdt gegeniiber
einem gegeben Zielprotein getestet. [15] Dabei werden hochentwickelte Algorith-
men verwendet, um aus der Menge der Kandidaten geeignete Leitstrukturen
herauszufiltern. Da eine stéindig wachsende Zahl von dreidimensionalen Protein-
strukturen durch Rontgenstrukturanalyse, NMR-Spektroskopie und Homologie-
Modeling verfiigbar ist, sind Softwaretools, die diese Informationen nutzen, in der
Wirkstoffentwicklung immer wichtiger geworden. [16, 17]

Grundsétzlich gibt es zwei Arten von Virtual Screening. Beim dhnlichkeits-
basierten Ansatz werden neue Molekiile gesucht, die charakteristische Merkmale
(z.B. Ladung, Form oder bestimmte funktionelle Gruppen) mit einem bereits be-
kannten Wirkstoff gleich haben. Dagegen wird bei einer strukturbasierten Suche
die mogliche Aktivitidt eines Kandidaten nur aus der rdumlichen Struktur des

Molekiils im Komplex mit dem Zielprotein bestimmt.
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Zu diesem Zweck braucht Virtual Screening ein Verstdndnis davon, welche
Wechselwirkungen dafiir verantwortlich sind, dass ein bestimmtes Molekiil an
einen bestimmten Rezeptor bindet. [14] Somit ist Virtual Screening ein wissens-
basierter Ansatz und der Erfolg héngt stark von Qualitat und Quantitiat der In-
formationen ab, die iiber das zu untersuchende System bekannt sind. Dies steht
im klaren Gegensatz zum experimentellen Screening, welches rein phénomenolo-
gisch ist.

Trotz dieser Voraussetzungen hat sich Virtual Screening zur Entdeckung neu-
er Leitstrukturen etabliert. [18, 19, 20] Die Vorteile des Virtual Screenings liegen
auf der Hand: Die zu untersuchenden Substanzen miissen nicht notwendigerweise
existieren und zudem verbraucht der Test auf ihre Aktivitit keine materiellen Res-
sourcen. Wéhrend die experimentelle Bestimmung der Aktivitdt durch schlechte
Loslichkeit, Stabilitdt oder welche Faktoren auch immer gestort werden kann, hat
dies keinen Einfluss auf das Virtual Screening.

Durch Virtual Screening-Methoden wurden bereits erfolgreich Leitstrukturen
fiir Thrombin [21, 22|, Thymidylatsynthase [23, 24], DHFR-Enzyme [25] und fiir
die HIV-Protease [26, 27] gefunden.

Eine Schliisseltechnologie fiir Virtual Screening ist das Docking — die algo-
rithmische Vorhersage der dreidimensionalen Struktur des Komplexes aus einem
Protein und einem Liganden. Von mafigeblicher Bedeutung ist dabei eine schnelle
Berechnung der freien Bindungsenergie des Komplexes aus Ligand und Rezep-
tor. Nur wenn diese Energie hinreichend genau und verlésslich berechnet werden
kann, kénnen durch Computermethoden neue Leitstrukturen in der Masse der
Verbindungen einer Komponentenbibliothek heraus entdeckt werden. [6]

Da Wasserstoffbriicken (H-Briicken) einen signifikanten Einfluss auf chemi-
sche und biologische Systeme haben, wird jeder Ansatz, die Wechselwirkungs-
energie solcher Systeme vorherzusagen, misslingen, wenn die Vielfiltigkeit von
H—Briicken nicht hinreichend beriicksichtigt wird.

FLEXX [28, 29, 30] ist ein Programm, welches mittels Docking-Methoden
die geometrische Struktur und die freie Bindungsenergie von Protein-Ligand-
Komplexen vorhersagt. In einer groflen, vergleichenden Studie von 11 Docking-
Programmen, konnte es die Geometrie von 90% der getesteten Protein-Ligand-
Komplexe richtig berechnen. [31] Doch fehlt FLEXX eine differenzierte Behand-
lung von H-Briicken, so dass es trotz richtiger Komplexgeometrie nicht in der

Lage ist, die freie Bindungsenergie der Komplexe richtig vorherzusagen. [32, 33]
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Eine chemisch diverse Behandlung von Wasserstoffbriicken erscheint deshalb
ein vielversprechender Ansatz, die Berechnung der freien Bindungsenergie in

FLEXX zu verbessern.

1.1 Aufbau und Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, eine chemisch diverse Bewertungsfunktion fiir Rezeptor—
Ligand-Komplexe zu entwickeln — AISCORE. Fokus war dabei eine differenzierte
Behandlung von Wasserstoffbriicken, die den chemischen Kontext beriicksichtigt.

Als erstes werden deshalb die Eigenschaften von Wasserstoffbriicken zusam-
mengefasst (Kapitel 2.1). In Kapitel 2.2 werden quantenchemische Methoden vor-
gestellt, die geeignet sind, Wechselwirkungsenergien wasserstoffverbriickter Kom-
plexe zu berechnen. Ein Satz von 81 wasserstoffverbriickten Komplexen kleiner
Molekiile wurde erstellt, um die Wechselwirkungsenergien verschiedener Wasser-
stoffbriicken in unterschiedlichen chemischen Umgebungen zu untersuchen (Ka-
pitel 2.3.1). In einem anschlieffenden Schritt, wurde aus diesen Energien ein ad-
ditives Inkrementsystem fiir Wasserstoffbriicken abgeleitet (Kapitel 2.4.2.2), das
HBINC genannt wurde.

Die Inkremente von HBINC wurden dann fiir die Parametrisierung von Al-
SCORE benutzt (Kapitel 3.4.2). AISCORE basiert auf dem Lubpi-Modell von
Hans-JoAacHIM BOHM [34, 35, 36, 37|, das in Kapitel 3.3.1 vorgestellt wird.
Das urspriingliche LuD1-Konzept wurde um einen Algorithmus zur Behandlung
mehrfach gegabelter H-Briicken erweitert (XFURCATE, Kapitel 3.4.3).

Fiir Optimierung und Validierung von AISCORE wurde ein Satz von 100
Protein—Ligand-Komplexen, fiir die experimentelle freie Bindungsenergien ver-
fiighar waren, zusammengesellt (Kapitel 3.4.4).

AIScORE und XFURCATE wurden in das Docking-Programm FLEXX im-
plementiert und fiir die Vorhersage der freien Bindungsenergie dieser Protein—
Ligand-Komplexe verwendet (Kapitel 3.5).

Am Beispiel eines synthetischen Rezeptors fiir Koffein mit unterschiedlichen
alkylierten Oxypurinen, wurde AISCORE auch in dem Tool FLEXR getestet (Ka-
pitel 3.6).



2

Quantenchemische Rechnungen an

Wasserstoffbriicken

Hydride sind die Verbindungen des Wasserstoffs mit anderen Elementen. Betrach-
tet man die Siedepunkte der Hydride mit Elementen der vierten Hauptgruppe,
so findet man, dass sich mit steigender Periode die Siedepunkte durch die Zu-
nahme der VAN-DER- WAALS-Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen erhéhen
(Abbildung 2.1a).

Ein vollig anderes Verhalten der Siedepunkte zeigen die Hydride der Elemente
der Gruppen 5, 6 und 7 (Abbildung 2.1b). Bei diesen Hydriden sind die Schmelz-
punkte der Hydride der jeweils ersten Elemente einer Gruppe abnormal hoch.
Hier muss also eine zusétzliche Kraft zwischen den Molekiilen wirken, die deut-

lich mehr Energie n6tig macht, um die Anziehungskréfte zwischen den Molekiilen

a) b)
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Abbildung 2.1. Siedepunkte in Abhéngigkeit von der Molmasse a) fiir Hydride der Elemente der
Gruppe 4 und b) fiir Elemente der Gruppen 5, 6 und 7.
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BCP
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Abbildung 2.2. Modell einer Wasserstoffbriickenbindung zwischen einem Donor X — H und einem
Akzeptor B mit dem Bindungskritischen Punkt BCP.

im Verlauf des Siedens zu brechen. Bei dieser zusétzlichen Kraft handelt es sich
um Wasserstoffbriicken.

Die Wasserstoftbriicke gilt auch heute noch, viele Jahre nachdem sie in den
Laboren von G. N. LEWIS in den 20er Jahren des 20. Jahrhunderts das erste
Mal vorgeschlagen wurde [38], als eine der auBergewohnlichsten Bindungen, de-
ren physikalische Natur immer noch Gegenstand aktueller Forschung ist. [39] Mit
einer typischen Bindungslinge von 1.97 A ist sie deutliche langer als eine kova-
lente Bindung. Ferner weist sie nur bis zu etwa einem Zehntel der Bindungsener-
gie einer kovalenten Wechselwirkung auf. Tatséchlich werden H-Briicken oft als
langreichweitige VAN-DER-WAALS-Wechselwirkungen gesehen. Jedoch sind Was-
serstoffbriicken gerichtet und viel stéirker als reine elektrostatische Wechselwir-

kungen. Die interatomaren Abstéinde der an der H-Briicke beteiligten Atome

Cytosin - Guanin

Abbildung 2.3. Schematischer Aufbau der DNA und Wasserstoffbriicken der Basenpaare.
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Abbildung 2.4. Phasendiagramm von Wasser.

sind kiirzer als die Summe der VAN-DER-WAALS-Radien (der sog. “penetration
effect,, [40, 41]). Dariiber hinaus sind fiir gewohnlich immer nur eine begrenzte
Anzahl an Wechselwirkungspartnern involviert, was man als eine Art von Valenz
ansehen kann. All dies sind Eigenschaften, die man eher kovalenten Bindungen
zuschreiben wiirde.

Wasserstoftbriicken spielen eine grofle Rolle in den meisten chemischen und bio-
logischen Systemen. [42] Rein phénomenologisch ist eine Wasserstoffbriicke eine
attraktive Wechselwirkung zwischen einem Protonendonor X — H und einem Pro-
tonenakzeptor B im selben oder in verschiedenen Molekiilen (Abbildung 2.2). [43]

H-Briicken sind hoch spezifisch und hinsichtlich ihrer Geometrie hochgradig
restriktiv, wodurch sie eine signifikante Rolle bei der Stabilisierung von Makro-
molekiilen einnehmen. [44]

Die DNA verdankt ihre aufergewohnliche Struktur [45] den verschiedenen
Wasserstoffbriicken zwischen den vier Nukleinbasen Adenin, Cytosin, Guanin und
Thymin (Abbildung 2.3). Die DNA-Replikation ist nur deswegen derart genau,
weil diese Wasserstoftbriicken so hoch spezifisch sind. [46, 47, 48, 49]

Wasser zeigt ein ungewohnliches Verhalten beim Schmelzen: das Volumen
nimmt ab (Abbildung 2.4). Das hat zur Folge, dass bei Druckerhthung Wasser
die fliissige Form bevorzugt. Grund fiir die Volumenabnahme ist die recht lockere
Packung der Wassermolekiile im Eis, fiir die Wasserstoftbriicken verantwortlich

zeichnen. [50]



2 Quantenchemische Rechnungen an Wasserstoffbriicken 8

H-Briicken sind auch fiir die molekulare Erkennung in artifiziellen Systemen
auBerhalb des Korpers die wichtigsten Wechselwirkungen. Ein vollstdndiges Wis-
sen iiber die optimalen H-Briicken zwischen dem Rezeptor und dem Liganden
(oder Gastmolekiil) ist eine entscheidende Voraussetzung fiir eine gezielte Ent-
wicklung solcher Systeme. [51]

Sauerstoff, Stickstoff und Fluor sind die Elemente mit der héchsten Elektro-
negativitit. Mit wenigen Ausnahmen sind mehrheitlich diese Elemente an Was-
serstoftfbriicken beteiligt. Nach diesem klassischen Bild kommt es zu einer Was-
serstoftfbriicke durch die Wechselwirkung eines elektronegativen Atoms, welches
mindestens ein freies Elektronenpaar (lone pair) besitzt, und einem Proton, das
an ein weiteres elektronegatives Atom gebunden ist. [52, 53, 54, 55] Doch auch
sog. schwache H-Briicken, die weniger elektronegative Elemente enthalten, sind
fiir die Struktur und die Funktion von biologischen Makromolekiilen wichtig. CH-
azide Protonen konnen H-Briicken ausbilden, welche auch eine wichtige Rolle bei
der Proteinfaltung spielen. [56, 57] Schwefel wird von dem Docking-Programm
FLEXX nicht als H-Briickenpartner behandelt. Es ist aber schon allein deswegen
von Interesse, weil es im Korper reichlich vorhanden ist — immerhin enthalten
zwel unserer Aminosduren Schwefel. [42]

Durch die Bildung der Wasserstoftbriicke X — H- - - B erhoht sich die Polaritét
der X — H-Bindung. Das wiederum kann zu einer signifikanten Erhéhung der

Bindungsstéirke von weiteren Wasserstoftbriicken fithren (Kooperativer Effekt).
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2.1 Der Ursprung der Wasserstoftbriicke

Ein H-Atom kann als Wasserstoftbriicken- Donor fungieren, wenn es an ein Atom
gebunden ist, welches eine hohere Elektronegativitiat als das H-Atom selber be-
sitzt. Das elektronegativere Atom zieht dabei Elektronendichte vom Wasserstoff
an, dezentralisiert sie je nach seiner Elektronegativitdt (Abbilding 2.5). Dadurch
bleibt am Wasserstoff eine leicht positive Ladung zuriick, die durch die geringe
GroBe des Wasserstoffs zu einer hohen Ladungsdichte am Wasserstoffatom fiihrt.
Das positive Wasserstoffatom bindet dann an eine elektronenreiche Region des
Wasserstoffbriicken- Akzeptors.

Eine Beschreibung der Wasserstoftbriicke als reine Dipol-Dipol-Wechselwirkung

wire aber zu kurz gegriffen, da sich gezeigt hat, dass es nur geringe oder gar

NH3 CH4

Abbildung 2.5. Isoflichen der Elektronendichte verschiedener Molekiile. Die Farbe der Fliche ent-
spricht dem elektrischen Potential an dieser Stelle (rot entspricht dabei einer negativen Ladung, blau

einer positiven). Die Zahlen in den Atomen entsprechen der jeweiligen Elektronegativitit.
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keine Korrelation zwischen der H-Briicken-Stérke und dem Dipolmoment des H-
Akzeptors B gibt. [43] Vielmehr spielen die Beitrige mehrerer Wechselwirkungen

zusaminen.
Elektrostatische Wechselwirkungen

Elektrostatische Wechselwirkungen ergeben sich durch permanente Punktladun-
gen, Dipole, Quadrupole und héhere Multipole, die iiber ein Molekiil verteilt
sind. Die elektrostatische Wechselwirkung von zwei nicht-kovalent gebundenen
Molekiilen oder Molekiilteilen ist dann die Summe {iber Wechselwirkungen zwi-
schen Paaren dieser Multipole. (Abbildung 2.6).

Die Topologie des intermolekularen Potentials fiir wasserstoffverbriickte Mo-
lekiile wird von den elektrostatischen Wechselwirkungen dominiert. [58] Diese
Wechselwirkungen héngen stark von der Orientierung ab. Aus diesem Grund
sind sie mafigeblich dafiir verantwortlich, dass Wasserstoffbriicken bestimmte Re-
gionen am Akzeptor bevorzugen und bestimmen somit die geometrische Struktur

wasserstofverbriickter Molekiile.
Induktion

In einem externen Feld, was z.B. durch benachbarte Molekiile erzeugt werden

kann, richtet sich die Verteilung der Elektronen in einem Molekiil geméafl dieses

s = Sl S AP

Ladung - Dipol Ladung - Quadrupol Quadrupol - Quadrupol

—_— —_—  — o—I—4
e }

Dipol - Quadrupol
Dipol - Dipol

Abbildung 2.6. Die jeweils giinstigsten Orientierungen fiir verschiedene Multipole (in Anlehnung
an [1]).
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Feldes aus. Dadurch entsteht in diesem Molekiil ein zusétzlicher Dipol. Die Grofie
des induzierten Dipols ist proportional zum elektrischen Feld. Durch diese indu-
zierten Dipole kommt es, zusétzlich zu eventuellen permanenten elektrostatischen
Wechselwirkungen, zu Wechselwirkungen mit dem externen Feld.

Natiirlich beeinflusst ein erzeugter Dipol in einem Molekiil die Ladungsvertei-
lung in einem anderen Molekiil, welche im Gegenzug wieder die Ladungsverteilung
im ersten Molekiil beeinflusst.

Die Induktionsenergie ist ein sehr wichtiger Bestandteil der Wechselwirkung in
Wasserstoftbriicken, obwohl sie die Wechselwirkungsenergie nicht dominiert. [58,
59]

Dispersion

Dispersionskrifte ergeben sich durch spontane Dipole in Molekiilen oder Ato-
men, die durch Fluktuationen in der Elektronendichte entstehen. Selbst in einem
sphérisch-symmetrischen Atom ist die Elektronendichte nur im zeitlichen Mit-
tel gleichformig verteilt. In Wirklichkeit sind die Elektronen hoch mobil und es
kann jederzeit zu einer temporéiren lokalen Anhdufung von Elektronen kommen.
Dadurch entsteht eine temporéire negative Ladung. Gleichzeitig ist eine ande-
re Region im Atom um eben diese Elektronen &rmer und weist temporir eine
entsprechend positive Ladung auf. Durch diese Fluktuationen in der Elektronen-
dichte entstehen temporare Dipole.

Diese temporéaren Dipole konnen ihrerseits wieder Dipole in benachbarten Ato-
men oder Molekiilen induzieren.

Bei schwachen Wasserstoffbriicken und bei H-Donoren und —Akzeptoren mit
gut polarisierbaren Elementen (z.B. Schwefel) kénnen die dispersiven Wechsel-
wirkungen der bestimmende Faktor fiir die Bindungsstérke werden. [42, 60] Auch
in DNA-Basenpaaren, die sogar besonders starke Wasserstoffbriicken aufweisen,
wurde bereits ein groflerer Einfluss dispersiver Effekte auf die H-Briickenldnge

gefunden, als man urspriinglich gedacht hatte. [61]
Repulsion

Die Repulsion kann als Effekt des Pauli-Prinzips verstanden werden, und wird
durch Elektronen gleichen Spins verursacht, weswegen man auch von Austausch-
wechselwirkung spricht. [62]

Durch den Austausch wird es jedem beliebigen Paar von Elektronen verboten,

dieselbe intermolekulare Raumregion einzunehmen. Dadurch wird Elektronen-
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dichte aus den Regionen zwischen den Molekiilen abgezogen. Als Folge werden
die Atomkerne nur noch unvollstindig abgeschirmt und stoflen sich ab.

Die Repulsion ist in guter Néherung proportional zum Uberlapp der Ladungs-
dichten der beteiligten Molekiile oder Atome. [63]

Ladungstransfer

Die Ladungstransfer-Energie beschreibt die Stabilisierung durch den Elektronen-
transfer von einem Elektronendonor zu einem Akzeptor, wie er auch in Wasser-
stoffbriicken vorkommt. [58]. In den Watson—Crick-Komplexen der DNA-Basen
ist der Ladungstransfer (charge transfer, CT') zwischen den einsamen Elektronen-
paaren am Sauerstoff oder Stickstoff der einen Base zu der N — H-Bindung der
jeweils anderen Base von vergleichbarer Stéarke wie die elektrostatischen Wech-
selwirkungen. [64, 65, 66] Neuere Untersuchungen beziffern den Anteil der C'T-
Stabilisierung an der Gesamtwechselwirkungsenergie der DNA-Basenpaare auf
25-30%. [2]

Resonanz

Eine moderne Sicht auf Wasserstoftbriicken schreibt diesen auch einen kovalenten
Charakter zu, nicht zuletzt deswegen, weil Wasserstoftbriicken gerichtet sind. [67]
GILLI et al. haben dafiir den Begrift , resonanzunterstiitzte Wasserstoffbriicke
(RAHB = resonance-assisted hydrogen bond) gepragt. [68, 69, 70, 71, 72] Nach
diesem Modell ist der eine Grenzfall der extrem schwachen Wasserstoftbriicke
eine rein elektrostatische Wechselwirkung und tatsdchlich sind schwache Was-
serstoffbriicken fast gar nicht von puren VAN-DER- WAALS-Wechselwirkungen zu
unterscheiden. [73]. Doch je stirker die H-Briicke wird, desto groBer wird ihr ko-
valenter Charakter, bis im anderen Grenzfall eine sehr starke Wasserstoffbriicke
letztlich eine Dreizentren—Vierelektronen-Bindung ist.

Obwohl GILLI et al. urspriinglich das Konzept der RAHBs nur fiir intramo-
lekulare Wasserstoffbriicken in 3-Diketonen und S-Dienaminonen formuliert ha-
ben, kann es auch auf intermolekulare Wechselwirkungen zwischen Carbonséuren,
DNA-Paaren und Proteinen angewendet werden. [61, 2]

Im intra- wie im intermolekularen Fall wird durch die Existenz von verschie-
denen Resonanzstrukturen des Protonendonors dessen Séurekonstante geéndert.
Am Protonenakzeptor kommt es durch unterschiedliche Resonanzstrukturen dort
zu einer Anderung der Protonenaffinitét. Beides zusammen fithrt zu einer Ver-

starkung der Wasserstoftbriicke.
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Eine alternative Sicht auf RAHBs ist, dass es, unterstiitzt durch die Deloka-
lisierung der beteiligten m-Elektronen, zu zusétzlichen, giinstigen Dipolen in den
Molekiilen kommt. Danach wiirde es sich bei den RAHBs um eine rein elektro-

statische Wechselwirkung handeln. [67]
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2.2 Quantenchemische Grundlagen

Im Folgenden sollen die Grundlagen der quantenchemischen Methoden kurz
erlautert werden, die ich fiir meine Rechnungen an wasserstoffverbriickten Kom-
plexen benutzt habe. Dabei steht im Vordergrund, die Konzepte der einzelnen
Methoden zu erldutern, so dass deren Eigenheiten erkennbar werden. Dies ist
spater wichtig, wenn es darum geht, welche der Methoden fiir die jeweiligen An-
wendungen geeignet ist. Aus diesem Grund wird auf komplette Herleitungen ver-
zichtet und nur wesentliche Formeln, an denen die Grundstrukturen erkennbar
sind, werden gezeigt.

Es wird das in der Quantenchemie iibliche atomare Einheitensystem verwen-
det:

1
=1
47req
B =
me. =1
e =

Soweit moglich werden die Ausdriicke durch die Diracsche ., bra-ket“-Nomen-

klatur verkiirzt; fiir die Notation der atomaren und molekularen Integrale siehe
die iibliche Literatur (z.B. Referenz [74]).

2.2.1 Die Schroédingergleichung

In der Quantenmechanik beschreibt man den Zustand eines Systems durch seine
Wellenfunktion W. Im Falle eines molekularen Systems mit N Elektronen und M
Atomkernen héngt die Wellenfunktion von den Koordinaten r aller Elektronen
(r =ry,ry,...,ry) und den Koordinaten R aller Kerne (R = R4, Rs,...,Ry)
ab.

Der Wellenfunktion eines Systems kommt in der Quantenmechanik eine zen-
trale Bedeutung zu, da eines der wesentlichen Postulate der Quantenmechanik
besagt, dass alle messbaren Eigenschaften eines Systems berechenbar sind, wenn
nur die Wellenfunktion bekannt ist.

Die Wellenfunktion ¥ (r, R) eines molekularen Systems, dessen Eigenschaften
zeitunabhéngig sind, ist eine Eigenfunktion der zeitunabhingigen Schrodinger-
gleichung: [75, 76, 77, 78]
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HY (r,R) =&, % (r,R). (2.1)

Dabei sind &,, die Energieeigenwerte des Systems und H der nicht-relativistische
Hamiltonoperator. Letzterer ist der Operator der Wechselwirkungen von Elektro-
nen und Kernen in dem System und setzt sich aus der kinetischen Energie T und

der potenziellen Energie V der Elektronen und Kerne zusammen:
H=T+V (2.2)

Der Operator 1" fiir die kinetische Energie besteht seinerseits wieder aus der

kinetischen Energie der Elektronen 7. und der kinetischen Energie der Kerne T

~

T="T, +

T,
52 Vi zAj \% (2.3)

1y
ma
o2 o2
2 PR —_—
Vi = ((9 o972 —|— ) (2.4)

l\')\r—\
l\')\r—\

Hier ist m 4 die Masse des Atoms A.

Die potentielle Energie aller Coulomb-Wechselwirkungen besteht aus der An-
ziehung der Elektronen und der Kerne f/en, der Elektronen—Elektron-Abstoffung
V.. und der Kern—Kern-Abstolung Vi

~

V:Vne+‘7ee+vne

N M
Za
—-yy &
i A LA

NN ZaZ5

5553

i j>ilid A B>a TAB

(2.5)

wobei Z4 die Kernladungszahl des Atoms A, r; 4 der Abstand zwischen Atom
A und Elektron ¢, r; ; der Abstand zwischen den beiden Elektronen 7 und j und

ra p der Abstand zwischen den Atomen A und B ist.
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Systeme, die chemisch interessant sind, haben so viele Elektronen und Kerne,
dass Gleichung (2.1) nicht mehr exakt losbar ist. In der Born—-Oppenheimer-Ndihe-
rung lassen sich Kern- und Elektronenbewegung naherungsweise separieren, da
die Elektronen ungleich leichter sind als die Kerne. Die kleinere Masse erlaubt
es den Elektronen, auf jede (langsame) Kernbewegung fast instantan zu reagie-
ren. Man beschreibt dann die Elektronenbewegung im entsprechenden Feld einer
ruhenden Kernkonfiguration. Die Gesamtwellenfunktion W (r, R) wird angesetzt
als Produkt einer elektronischen Wellenfunktion ¥ und einer Kernwellenfunktion
Uy

¥ (r,R) = Uy(r) - Uy(R) (2.6)

Fiir die Energie der Elektronen im ruhenden Feld der Kerne ergibt sich der elek-

tronische Hamiltonoperator

ﬂE: Ai+‘7ee
N 1 Moz N N 4
(e Ayt o
i A Ti,A i i 6]

der nur noch parametrisch von den Kernkoordinaten R abhéngt. In die Gesam-
tenergie des Molekiils bei ruhender Kernkonfiguration geht auflerdem noch die

Kern—Kern-Abstolung Vm mit ein.

2.2.2 Slater-Determinanten

Fiir die Losung der elektronischen Schrédingergleichung hat sich eine Separation
der Vielelektronenwellenfunktion ¥ (ry, 1o, . .., ry) in einzelne Einelektronenwel-
lenfunktionen als sinnvoll erwiesen. Diese Einelektronenwellenfunktionen sind die
Molekiilorbitale (MO). Ein Raumorbital ¢(r) beschreibt die rdumliche Verteilung
eines Elektrons, die Spinfunktion o(s) gibt den Spinfreiheitsgrad des Elektrons
an. Das Spinorbital x(x) eines Elektrons beschreibt seinen gesamten Zustand und

ist das Produkt aus:

X(x) = o(r) - o(s) (2.8)
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mit

1
o=« : Spin —
P9

3 : Spi 1

o=p0 : in — =

P

Fiir ¥g (ry,re,...,ry) setzt man jetzt eine Determinante aus orthonormalen

Spinorbitalen x; (x;) an:

1| x1(x2) x2(x2) -+ xwv (%2)

7XN):W

@(Xl,XQ,...

(2.9)

X1 (xn) X2 (Xn) - Xn (Xn)
= |X1X2---XN> (2-10)

Diese Slater-Determinante ist antisymmetrisch beziiglich der Vertauschung
zweier Spalten oder zweier Zeilen. Da beide Operationen jeweils die Vertauschung
zweier Elektronen darstellen, erfiillt die Slater-Determinante die nach dem Pauli-
Prinzip [79] geforderte Antisymmetrie der Gesamtwellenfunktion bei Permutation
der Elektronen.

Dieser Ansatz beschreibt ein System nicht-wechselwirkender Elektronen, beriick-

sichtigt aber die Austauschkorrelation von Elektronen mit parallelem Spin.

2.2.3 HF — Die Hartree—Fock-Methode

Die HARTREE-FOCK-Methode dient der ndherungsweisen Losung der Schrédin-
gergleichung. Dafiir wird zunéchst die Wellenfunktion als Slater-Determinante

des Grundzustandes angesetzt:
W't = [xixz - XN) (2.11)

Durch Optimierung des Erwartungswertes E [WS{F] des elektronischen Hamil-
tonoperators iiber Variation der Spinorbitale y; wird die optimale Funktion @i

bestimmt. Es ist
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(™ [Hsl %)

HF] _
E o] = G (2.12)
Entsprechend den Slater-Condon-Regeln [80, 81, 82] ist
N | NN
Byt =2 it 5223 (i — Ky) (2.13)
i i g
N | NN
= Slhl + 5 303 (Filig) — gl (214
) i g

Dabei sind hy; = [x;||x;] die Einelektronenintegrale. .J;; beschreibt die Coulomb-
Wechselwirkungen und K; die Austausch-Wechselwirkungen.
Durch Lagrange-Multiplikation mit €;; variiert man y; unter der Nebenbedin-

gung des Erhalts der Orthonormalitéit der Spinorbitale:

J/HF H WHF N N
L = < <Lpé|{F’wg{F ZZE Xl‘Xh ) (2'15)

v

Minimierung und Diagonalisierung der Matrix der Lagrange-Multiplikatoren lie-

fern die sog. kanonische HARTREE-FOCK-Gleichung
F (x1) xi (x1) = €ixi (x1) 5 (2.16)

mit der sich nun die Spinorbitale y; bestimmen lassen. Fist der Fockoperator

= h+ ivj( K;), (2.17)

oHF

wobei h die kinetische Energie des Elektrons in einem Spinorbital und die Wech-

selwirkung mit den positiven Atomkernen beschreibt.
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M ZA

~ 1
h=—-V2— .
2 A | )

(2.18)

OHF beschreibt die gemittelte Wechselwirkung eines Elektrons mit allen anderen
Elektronen. Der Coulomb-Operator J; hat die Form

A 1
Jix; = <Xz - Xi> Xj» (2.19)
der Austausch-Operator K; ist
A 1
Kix; = <x — xj>xzu (2.20)
T12

Die Eigenwerte ¢; in Gleichung (2.16) sind die Orbitalenergien der entspre-

chenden Spinorbitale.
N
e = hi +Y_ ([id]5] — [ig]77]) (2.21)
J

Spinsummation nach (o | 7) = d,, liefert uns fiir den geschlossenschaligen Fall

L N2 .
+3 (2JZ-]- + Kij) (2.22)
J

Die Grundzustandsenergie und die Orbitalenergien der spinfreien Raumorbitale
1; sind dann

N/2 N/2 N/2

ERIF —Qthz+ZZ (#4]77) — (i5]71)) (2.23)

N/2
= h;; + Z (1i|77) — (ij|79)) . (2.24)
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Der LCAO-Ansatz (linear combination of atomic orbitals) ist die Néherung
der Raumorbitale des Molekiils als Linearkombination einer endlichen Anzahl von

Basisfunktionen.
Ui(r) =D cpicdy () (2.25)
J

In der Praxis werden als Basisfunktionen Atomorbitale verwendet.
Einsetzen der LCAO-Entwicklung (2.25) in (2.22) fithrt zu den ROOTHAAN—
HALL-Gleichungen [83, 84]

Fc = Sce (2.26)

mit der Fock-Matrix Fj;

Fij = <¢z

Flé;) (2.27)
und der Uberlappungsmatrix der nicht orthogonalen Atomorbitale Sij
Sij = (b ] ) - (2.28)

c ist die Matrix der MO-Koeffizienten, e die Diagonalmatrix der Orbitalenergien.

Der explizite Ausdruck fiir Fock-Matrixelemente ist
K K 1
Fy = H™ + 3P, ((z’j [7s) = 5 (ir| sj)) (2.29)
mit P,; der Dichtematrix fiir den geschlossenschaligen Fall

N
*
P = Z CriCg;
%
N/2

=2 ¢ (2.30)
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und Hf;’re der Hamilton-Matrix des Einelektronenanteils

Hy = (o

h|6;). (2.31)

Damit ist die Fock-Matrix vollstdndig durch AO-Integrale und MO-Koeffizienten
bestimmt.

Fiir die Aufstellung der Fock-Matrix (2.29) muss zuvor die Dichtematrix (2.30)
bekannt sein. Die ROOTHAAN—HALL-Gleichungen werden deshalb iterativ bis zur
Selbstkonsistenz gelost (SCF = | self-consistent field*).

In der HARTREE-FOCK-Theorie wird die Elektron—Elektron-Abstofung im-
mer nur gemittelt beriicksichtigt. Doch in Realitdt sind die Bewegungen der
Elektronen iiber die Fermikorrelation (zwischen Elektronen gleichen Spins) und
der Coulombkorrelation (zwischen Elektronen ungleichen Spins) korreliert. Da-
von wird die Coulombkorrelation in der HARTREE-FOCK-Methode nicht mit
einbezogen. Die Differenz zwischen der HARTREE-FOCK-Energie mit gemittelter
Elektron-Elektron-Wechselwirkung und der wahren nichtrelativistischen Energie

wird Korrelationsenergie genannt.

2.2.4 MP2 — Mgller—Plesset-Storungstheorie zweiter Ordnung

Die Storungstheorie auf Grundlage der HARTREE-FOCK-Methode geht auf Ar-
beiten von Mpgller und Plesset zuriick. [85] Bei Storungsrechnungen wird der
Hamilton-Operator in einen ungestorten Teil ’Fl(o), von dem man die Losung
kennt, und dem Operator einer kleinen Stérung 7:{(1), deren Stérke durch einen

Storparameter 0 < A < 1 bestimmt wird, zerlegt.

~

H=H 4+ AHW (2.32)

Die Idee dahinter ist, ein System durch einen vereinfachten, aber losbaren
Hamilton-Operator zu beschreiben. Den Fehler, den man durch die vereinfachte
Beschreibung macht, fasst man dann als die Stérung der vereinfachten Beschrei-
bung auf.

In der M@LLER-PLESSET-Variante der Storungstheorie wird der ungestorte

Operator H® als Summe der Einteilchen-Fock-Operatoren f angesetzt
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RO =Y f, (2.33)

Also ist die HARTREE—FOCK-Wellenfunktion Eigenfunktion des ungestorten Sys-
tems. Die Elektronenkorrelation wird in der HARTREE-FOCK-Methode nur ge-
mittelt durch den Operator o1 beschrieben. Die Stérung ist damit die Differenz
zwischen der exakten Elektronenwechselwirkung und der gemittelten Wechselwir-

kung aus dem HARTREE-FOCK-Verfahren.

7:[(1) B N N 4 - N . -
= ZZT Zvi (2.34)
i og>i 12 i

Entwicklung von Wellenfunktion und Energie nach A ergibt

=y L @ 4 2@ (2.35)
E=FE9  \EW + \2E®) ... (2.36)

Hier sind ™ und E™ die Beitrige n-ter Ordnung; beim sog. MP2-Verfahren
z.B. erfolgt die Stérungsentwicklung bis n = 2.

Setzt man die Gleichungen (2.32), (2.35) und (2.36) in die elektronische
Schrodingergleichung ein, ordnet nach Potenzen von A und normiert intermediér

die Wellenfunktion nach
WOy L \@ Oy L N2 O gy 4=, (2.37)
so erhalt man <LP(0) | Ll7(”)> = 0p, und damit
() ‘¢(0)> — gO ‘¢(0)> (2.38)

HO [0 4 HO[g©) = O g} 1 50|50 (2.39)
70 ’¢(2)> + RO ‘gy(l)> — g “47(2)> + EM ‘@(1)> + E® ’Q/(O)> (2.40)
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Multiplikation mit <LP(0)‘ ergibt

E© = (w0 || g®) (2.41)
EW = (v [HW| wO)) (2.42)
E® = (w0 [0 g ) (2.43)

Zur Berechnung der Storung erster Ordnung ist also die Korrekturwellenfunktion
(=1 nicht notwendig, sondern erst bei Energien hoherer Ordnung miissen auch
die Korrekturwellenfunktionen bekannt sein.

Im Falle der M@LLER-PLESSET-Storungstheorie, in der die Elektronenkorre-
lation als Storung der HARTREE-FOCK-Wellenfunktion beschrieben wird, ergibt

sich fiir die Energiekorrektur erster Ordnung

B = (o [0 (2.44)
N N 1 N
= <q7HF ZZT wHF> — <wHF > 0" wHF> (2.45)
i og>i 12 i
1 XL X 1] | ~HF| -
QZXJ: <<ZJ - > - <Z.7 - ]Z>> — Z<z o) (2.46)
1 XX 1
-5 SN <<2] > — <z’j — jl>> (2.47)
P 12
Es ist also
EW = EQ 4+ BV, (2.48)

was bedeutet, dass die Energiekorrektur erster Ordnung lediglich die Dop-
pelzidhlung der Elektron—Elektron-Wechselwirkung, die man bei der Aufsummie-
rung der Orbitalenergien erhélt, beseitigt, aber noch keine Verbesserung der Be-
schreibung des Systems gegeniiber HARTREE-FOCK bringt. Dafiir sind hohere
Korrekturen der Energie notig. Fiir deren Berechnung miissen aber aufer Wéo)

noch Wellenfunktionen angeregter Zustédnde bekannt sein. Tatséchlich tragen nur
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zweifach angeregte Zusténde bei, da Einfachanregungen als Folge von Brillouins
Theorem wegfallen und hohere als Zweifachanregungen wegen des Zweikorper-

Charakters der Storung gar keinen Beitrag liefern. So erhilt man

2
Noce Noce Nvirt Nvirt | { Z Z - s
; § 22 < Oeaﬂb;f_ Esb> (2.49)
SRRl G,

a boa T s>r €q T € — € — €

Die Energiekorrekturen dritter Ordnung und hoher lassen sich dhnlich bestimmen.

Eine wichtige Eigenschaft der M@LLER—PLESSET-Storungstheorie ist ihre
Grafienkonsistenz. Das bedeutet, dass die Energie, die sich bei der Berechnung
eines Supersystems von zwei nicht-miteinander wechselwirkenden gleichen Mo-
lekiilen ergibt, gleich sein muss mit der doppelten berechneten Energie eines ein-
zelnen Molekiils. Jedoch sind M@LLER—PLESSET-Energien keine oberen Schran-
ken der wahren Werte, wie dies bei variationellen Verfahren der Fall ist. Die Kon-

vergenz der Storungsentwicklung mit der Ordnung ist vielfach oszillatorisch. [86]

2.2.5 DFT — Dichte-Funktional-Theorie

1964 konnten HOHENBERG und KOHN zeigen, dass das externe Potential v(r)

eines Systems eindeutig ein Funktional der Elektronendichte p(r) ist.
:N/--~/|\Il(x)|2dx1dX2---de (2.51)

Damit ist auch der Hamilton-Operator ein Funktional der Dichte. Diese funda-
mentale Erkenntnis ist das erste Hohenberg—Kohn-Theorem. [87] Die elektronische

Energie kann man somit auch als Funktional der Dichte schreiben:

EP"p] = Telp] + Vaelp] + Veelp] (2.52)

Nach dem zweiten Hohenberg—Kohn-Theorem [87] kann das Variationsprinzip

in der Form EP*T[p] > EPYT[py] fiir den Grundzustand angewendet werden.
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Damit hatten HOHENBERG und KOHN bewiesen, dass es moglich ist, die Grund-
zustandsenergie eines Systems {iber die Elektronendichte zu berechnen. Jedoch
sind aus den Theoremen keine Aussagen iiber die Form der Funktionale abzulei-
ten. Erst die Arbeiten und KOHN und SHAM [88] ein Jahr spéter ermdglichten
die Anwendung der DF'T-Methode fiir chemische Systeme.

KoHN und SHAM setzen an dem Problem an, dass die kinetische Energie
bislang nur unzureichend behandelt werden konnte, da eben exakte Funktiona-
le unbekannt waren. Sie formulierten die kinetische Energie als Funktional der
Dichte T[p] unter der Annahme von nicht-wechselwirkenden Elektronen (die es
natiirlich nicht gibt) in den Orbitalen ;(r).

Tl =33 (v

)

V2| ) (2.53)

Die Dichte p(r) ist in diesem Fall

p(r) =3 [ei(r)[* (2.54)

Das Funktional der Gesamtenergie E°[p] fiir dieses hypothetische System aus
nicht-wechselwirkenden Elektronen ist die Summe aus der kinetischen Energie
Tilp], der Elektron—Kern-Wechselwirkung Ep.[p] und der Coulomb-Abstofiung

Eeelp):

E3lp] = _;Z <w@-

)

r

vz’wi>+§:/_ZapA(r)dr+;//p(rlglz(r?)drldrz

Ts[p] Enelp] Eee[p]

(2.55)

Fiir das hypothetische System nicht-wechselwirkender Elektronen ist das ex-
akt. KOHN und SHAM wendeten diese Gleichung aber auf reale Systeme mit
Elektronen an, die sehr wohl miteinander in Wechselwirkung sind, fithrten dafiir
aber einen Term F,.[p] ein, der die Abweichung von ihrem Modellsystem ohne

Wechselwirkung zu dem realen System mit Wechselwirkung beschreibt.
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Eg™ [p] = T[p] + Buelp] + Eeelp] + Bxelp] (2.56)

Alle nicht-klassischen Effekte sind in dem Austausch—Korrelations-Energiefunk-
tional Ey.[p] enthalten: die Austausch-Energie als Folge des Pauli-Prinzips und
die Elektronenkorrelationsenergie aufgrund der elektrostatischen AbstofSung der
Elektronen untereinander. Das Austausch—Korrelations-Potential erhélt man durch

Funktionalableitung von Ey.[p]:

(2.57)

Die Kohn—Sham-Orbitale ; erhdlt man durch Losen des Variationsproblems,
dhnlich wie in der HARTREE-FOCK-Theorie (siche Kapitel 2.2.3):

(<57 00+ [ B0 b)) i) =) (258)

Sie werden wie in den ROOTHAAN—HALL-Gleichungen (2.26) in einem Basissatz

entwickelt und die Einteilchengleichungen bis zur Selbstkonsistenz in p(r) und ¢;

iteriert.

2.2.5.1 Austausch—Korrelations-Energiefunktionale

Die Dichtefunktionaltheorie ist — einen vollstéindigen Basissatz vorausgesetzt —
eigentlich ezakt. Nur kennt man das exakte Austausch—Korrelations-Energiefunk-
tional nicht. Im Laufe der Zeit sind eine Reihe von Ansétzen fiir dieses Funktional
gemacht worden.

Die einfachsten Funktionale sind local density approximations (LDA) oder local

spin density approzimations (LSDA)
ESP W] = [ f (p(x)) dr. (2:59)

wobei fiir f(p(r)) gut bekannte Werte eines gleichverteilten Elektronengas ent-
sprechender Dichte bzw. entsprechender Spindichte eingesetzt werden. Dahin-

ter steckt die Annahme, dass sich die Elektronendichte nur langsam beziiglich
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des Raumes édndert und deshalb als homogenes Elektronengas behandelt werden
kann. Das Korrelationsfunktional von Vosko, WILK und NUSAIR EYWN [89] ist
ein Vertreter dieser Funktionalklasse.

Genauer sind die generalized gradient approximations (GGA)
ESSA ] = [ 1 (p(x), V(x)), (2.60)

die durch die Abhéngigkeit vom Dichtegradienten auch einen Teil der Inho-
mogenitit der Elektronendichte beriicksichtigen. Das Austauschfunktional von
BECKE EP [90] gehort genauso zu dieser Klasse von Funktionalen wie das
Korrelationsfunktional von LEE, YANG und PARR EYYF. [91] Das BECKE-
Austauschfunktional ist von einem empirischen Parameter abhéngig, der an Da-
ten von HARTREE-FOCK-Rechnungen an sechs Edelgasatomen angepasst ist.
Durch die HARTREE-FOCK-Theorie kann die nichtlokale Austauschenergie
exakt berechnet werden. Diesen Umstand nutzte BECKE [92] fiir ein Hybrid-
funktional aus, in welchem exakter HARTREE-FOCK-Austausch und Austausch—

Korrelations-Funktionale kombiniert werden:
EZMY = i B° 4+ (1 — an) BT + aa EY + (1 — a3) EYYN + a3 EP (2.61)

wobei a1, as und a3 an experimentelle Daten angepasst sind. Hier wird deutlich,
dass das B3LYP—Funktional semiempirischen Charakter hat.

2.2.6 AIM — Atome in Molekiilen

Ein Grofiteil heutiger ab initio QM-Rechnungen gilt der (immer besser werden-
den) néherungsweisen Losung der Schrodinger-Gleichung. Obwohl man damit
gute Ergebnisse fiir Energien und Wellenfunktionen erhilt, ist der breite chemi-
sche Erfahrungsschatz in quantenchemischen Ergebnissen nicht direkt wiederzu-
finden. Im Verlaufe der Entwicklungen in der Chemie erkannte man, dass sich die
Eigenschaften vieler Molekiile in erster Ndherung aus charakteristischen atoma-
ren Eigenschaften sowie Bindungseigenschaften zusammensetzen lassen — wobei
die angesprochenen atomaren Eigenschaften allerdings in zweiter Ndherung wie-

derum von der molekularen Umgebung abhéngen.
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Die Theorie der Atome in Molekiilen (AIM) [93, 94, 95, 96] ist das geistige
Kind von RICHARD F. W. BADER und soll die Liicke zwischen anerkannten und
niitzlichen Begriffen wie Atome und Bindungen auf der einen und den Losungen
der Schrodinger-Gleichung auf der anderen Seite schlieBen. [97].

Wenn isolierte Atome sich zu einem Molekiil verbinden, so gehen die meisten
Chemiker implizit davon aus, dass diese individuellen Atome mehr oder weni-
ger als solche existent bleiben und durch Wechselwirkungen untereinander einen
Verbund bilden — das Molekiil. Aber ist das wirklich so? Genauso gut kénnte es
sein, dass die entsprechenden Atome zu einem homogenen Objekt namens Mo-
lekiil zusammenflieen und damit vollstéandig ihre individuelle Identitét verlieren.
Die Wellenfunktion eines Molekiil ,,wei3“ a priori nichts von Untereinheiten, also
Atomen.

(AIM) benutzt die Einelektronendichte p(r) um das Molekiil durch mathema-
tische Methoden in mehrere Subrédume zu zerlegen. BADER definiert anhand von
Eigenschaften der Elektronendichte zwei wichtige Eckpunkte der anschaulichen
Chemie: Atome und Bindungen.

Die Topologie von p(r) wird typischerweise durch die Atomkerne bestimmt
(Abbildung 2.7), wodurch der Schluss nahe liegt, dass die Eigenschaften eines
Molekiils vollstdndig von den Eigenschaften der Atome, aus denen es besteht,
dominiert werden. In Abbildung 2.7 kann man gut den Peak des Sauerstoffatoms
erkennen. Die Peaks der Wasserstoffatome sind etwas flacher, da ihr einziges
Elektron an der OH-Bindung beteiligt ist.

Jede topologische Eigenschaft in p(r) ist verbunden mit einem kritischen Punkt

an der Stelle r.,, so dass gilt

Vp(re) =0 (2.62)

Da die Atomkerne echte Maxima in p(r) darstellen, muss sich auf der Verbin-
dungslinien zwischen jeweils zwei benachbarten Maxima ein Sattelpunkt befinden
(Abbildung 2.7). Bader betrachtet zwei Kerne als chemisch verbunden, wenn sie
durch ein Paar von Trajektorien verbunden sind, welches in einem Sattelpunkt
zwischen diesen Kerne ihren Ursprung hat und dann entlang eines Pfades maxi-
maler Dichte verlduft und in den Dichtemaxima der Kerne endet. Folglich nennt
man diese Sattelpunkte Bindungskritische Punkte (BCPs). Sie liegen zwischen

kovalent gebunden Kernen, aber auch zwischen wasserstoffverbriickten Zentren.
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Abbildung 2.7. Logarithmische Elektronendichte von Wasser (Schnitt durch die Molekiilebene) mit
den bindungskritischen Punkten (BCPs) und den interatomaren Separatrizes (IASs).

In der AIM ist ein atomares Bassin die Menge aller Punkte auf allen Gra-
dientenpfaden in p(r), die im selben Maximum (dem Atom des Bassins) enden.
Zwei Bassins 2, und (2, sind durch interatomare Separatrizes (IAS) S”, getrennt
(Abbildung 2.7). Das sind die Flichen, die niemals von einem Gradientenpfad
geschnitten werden:

Vp(r) -nf (r)=0 VreS? (2.63)

mit n?,(r) dem Normalenvektor senkrecht zur Ebene S%, an der Stelle r.
Der R? wird durch die TASs also in klar von einander abgegrenzte disjunkte

Gebiete unterteilt, die man als die Atome in dem Molekiil identifiziert. Somit



2.2 Quantenchemische Grundlagen 30

) aug-cc-pVDZ o
= 0.6 6-311G(d,p) @ aug-ce-pVTZ

aQ
6-311G -

0.4 a

0 T T T
0 50 100 150 200
Basisfunktionen

Abbildung 2.8. AIM- und MULLIKEN-Partialladungen fiir ein nicht-komplexiertes Wasserstoffatom

im Wasserdimer fiir verschiedene atomare Basisséitze.

sind jedem Atom ein definierter Raum und ein definierter Anteil an der Elektro-
nendichte zugeteilt.
Die Integration von p(r) innerhalb eines Bassins liefert die mittlere Elektro-

nenpopulation dieses Bassins. Allgemein ist sie gegeben als

N, = N(2,) = /Q plx)dr. (2.64)

Verglichen mit der Anzahl der Elektronen des ungebundenen Atoms ergibt sich
die formale Ladung als Differenz der beiden Gréfien.

So erlaubt AIM eine verldssliche Zuweisung von atomaren Partialladun-
gen. Werden fiir die Berechnung der AIM-Partialladungen Einelektronendichten
aus quantenchemischen Programmen verwendet, so zeigt sich, dass die AIM-
Partialladungen erheblich unabhéngiger vom gewéhlten atomaren Basissatz sind
als die Ergebnisse einer MULLIKEN-Populationsanalyse (Abbildung 2.8). [98] Im
Gegensatz zu MULLIKEN-Ladungen reproduzieren AIM-Partialladungen dariiber
hinaus andere, genauer definierte molekulare Eigenschaften wie Dipole oder Qua-
drupole. [99]
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Alternativ konnen atomare Partialladungen auch durch ESP-Fitting (electro-
static potential fitting) zugewiesen werden. Dabei werden an einer Reihe von
Punkten um die Atome herum das elektrische Potential in Abhéngigkeit der ato-
maren Partialladungen berechnet und durch Variation der Partialladungen die
Differenz zum elektrischen Potential der Wellenfunktion minimiert. [99] Auch
diese atomaren Partialladungen konnen molekulare Eigenschaften reproduzie-
ren. [100]
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2.3 Quantenchemische Rechnungen

Trotz erheblicher Fortschritte in der Bestimmung von Struktureigenschaften
wasserstoffverbriickter Systeme, etwa durch NMR-Spektroskopie und Rontgen-
beugungsexperimente (oder selten auch durch Neutronenbeugungsexperimente),
bleibt es experimentell hoch anspruchsvoll, verlissliche Informationen iiber einzel-
nen Wasserstoftbriicken zu sammeln. Von groflen Systemen, wie Protein—Ligand-
Komplexen, liegen in den meisten Féllen nur Rontgenstrukturdaten vor. Bei die-
ser Art der Strukturbestimmung kénnen Protonen nur sehr schwer detektiert
werden und somit sind auch Informationen {iber eventuelle Wasserstoftbriicken
nicht direkt zugénglich.

Aus diesem Grund haben sich quantenchemische Methoden weithin fiir de-
taillierte Untersuchungen von strukturellen und energetischen Eigenschaften von
wasserstoffverbriickten Systemen etabliert.

In diesem Teil stelle ich quantenchemische ab initio-Rechnungen vor, mit de-
nen ich die Wechselwirkungsenergie eines Satzes aus 81 wasserstoffverbriickten
Komplexen aus kleinen organischen Molekiilen (siehe Kapitel 2.3.1) berechnet
habe. Aus diesen Wechselwirkungsenergien leite ich dann die Inkremente fiir
verschiedene Wasserstoftbriickendonoren und -akzeptoren ab. Das ganze Inkre-
mentsystem heifit im Folgenden HBINC. Die Theorien hinter den verwendeten
quantenchemischen Methoden wurden bereits erlautert (Kapitel 2.2), doch gehe
ich in Kapitel 2.3.2 kurz erneut auf Eigenschaften ein, die die Anwendbarkeit der
verschiedenen Methoden bestimmen.

Die Ergebnisse und deren Diskussion werden in Kapitel 2.4 vorgestellt. Sie
sind in [98] veroffentlicht.

2.3.1 Der Molekiilsatz

Fiir die Zusammenstellung eines Satzes von kleinen, wasserstoffverbriickten Syste-
men habe ich einen kombinatorischen Ansatz gewéhlt, der im Folgenden erldutert
wird. Die Ergebnisse der quantenchemischen Rechnungen sollen in einem an-
schlieBenden Schritt zur Verbesserung der FLEXX-Bewertungsfunktion genutzt
werden. Da FLEXX intern Atome als SYBYL-Atomtypen verwaltet, erschien es
mir sinnvoll, von Anfang an auch in der Systematik dieser Atomtypen zu bleiben,
damit der Transfer nachher reibungsloser geschehen kann.

Typische Atome, die als Wasserstoftbriickendonor und auch als -akzeptor agie-
ren konnen sind Sauerstoff, Stickstoff und Schwefel (siehe auch Kapitel 2.1). Ich

habe zunédchst von jedem dieser drei Atome alle moglichen SYBYL-Atomtypen als



2.3 Quantenchemische Rechnungen 33

Startpunkt fiir den kombinatorischen Ansatz gewihlt. Die unterschiedlichen Sy-
BYL-Typen fiir ein Atom représentieren unterschiedliche Hybridisierungen oder
besondere chemische Umgebungen, wie z.B. ein Stickstoff in einer Amidgruppe.
Eine Ubersicht iiber die SYBYL-Atomtypen findet sich in Tabelle 2.1.

Ich haben danach an jede freie Valenz der Heteroatome andere passend hy-
bridisierte Atome gesetzt. Fiithrte das zu einem chemisch sinnvollen molekularen
Fragment, habe ich ein moglichst kleines Molekiil gesucht, das dieses molekulare
Fragment enthélt. Die so entstehenden Baumstrukturen sind in den Abbildun-
gen 2.9, 2.10, 2.11, 2.12 und 2.13 dargestellt.

Ein wichtiger Schwerpunkt war die Untersuchung von jeweils gleichen Donoren
oder gleichen Akzeptoren in unterschiedlicher chemischer Umgebung. Deshalb
habe ich zudem Molekiile ausgewihlt, in denen eine besonders wichtige Gruppe
an moglichst verschiedene SYBYL-Atomen gebunden ist. So entstehen z.B. Reihen
wie Ethanol, Ethenol, Ethinol oder priméres, sekundiren und tertiéres Amin.

Insgesamt habe ich bevorzugt funktionelle Gruppen, die in biologisch und
pharmakologisch relevanten Systemen haufig vorkommen, ausgewihlt. Darunter
sind Alkohole, Carbonséiuren, Ester, Phosphate, Sulfate, Amine, Nitroverbindun-
gen, Merkaptane, Disulfide, usw. Als Modell fiir die wichtigen Peptide ist N-
Methylacetamid im Molekiilsatz vertreten. Zusétzlich habe ich die hydrophilen
Seitenketten von Aminosduren mit aufgenommen. Dazu gehoren Pyrrolidin (Pro-
lin), Imidazol (Histidin) und Indol (Tryptophan). Die Seitenketten von Serin, Cy-
stein, Methionin, Tyrosin, Arginin, Lysin, Asparagin, Glutamin, Asparaginsédure
und Glutaminsdure sind bereits durch die Auswahl an kleinen organischen Kom-

ponenten abgedeckt.

Tabelle 2.1. SYBYL-Atomtypen

SYBYL Beschreibung SYBYL Beschreibung
C.3 sp>-Kohlenstoff S.3 sp>-Schwefel
C.2 sp2-Kohlenstoff S.2 sp2-Schwefel
C.1 sp-Kohlenstoff S.0 Schwefel in Sulfoxiden
C.ar aromatischer Kohlenstoff S.02 Schwefel in Sulfonen
N.3 sp>-Stickstoff P.3 sp>-Phosphor
N.2 sp2-Stickstoff F Fluor
N.1 sp-Stickstoff Cl Chlor
N.ar aromatischer Stickstoff Br Brom
N.am amidischer Stickstoff I Tod
N.pl3 trigonal-planarer Stickstoff H Wasserstoff
N.4 positiv geladener sp3-Stickstoff
Na Natrium
0.3 sp>-Sauerstoff K Kalium
0.2 sp2-Sauerstoff Ca Calcium
0O.co2 Carboxylat-Sauerstoff Li Lithium
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Aus diesen Molekiilen habe ich dann ein Trainingssatz mit 81 wasserstoffver-
briickten Komplexen gebaut, wobei ich immer nur einen Donor und einen Ak-
zeptor pro Komplex benutzt habe. Die Komponenten sind dabei nicht notwen-
digerweise in ihrer energetisch niedrigsten Konformation. Wenn moglich, wurden
energetisch giinstige Konformere gewahlt, die nur eine einzige Wasserstoffbriicke
ausbilden. Das war nicht in jedem Komplex mdoglich, so dass auch Systeme mit
mehreren Wasserstoffbriicken vertreten sind (siehe auch Abschnitt 2.4.2.2).

Es wurden nicht alle moglichen Donor—-Akzeptor-Kombinationen aus allen
Molekiilen gebildet. Da Wasser sowohl der wichtigste Wasserstoftbriickendonor
und auch -akzeptor ist, wurden zunéchst alle Molekiile mit Wasser (als Donor
und/oder Akzeptor) komplexiert. Danach wurden noch besonders représentative
Kombinationen zusétzlich gebildet. Alle Molekiile und ihre Komplexe im Kom-
plexsatz sind in den Tabellen 2.4, 2.5 und 2.6 zu finden.

Fiir die Validierung des aus dem Trainingssatz abgeleiteten Inkrementsystems
HBINC wurde ein Testsatz zusammengestellt. Er enthélt 11 wasserstoffverbriickte
Komplexe und beinhaltet neue Donor—Akzeptor-Kombinationen von Molekiilen
aus dem Trainingsset, aber auch Komplexe von grofleren Molekiilen, die vorher
nicht berticksichtigt wurden, z.B. der Ringzucker Fucose und die Nukleinbase
Adenin. Zusétzlich wurden DNA-Basenpaare und chemisch &hnliche, zyklische
wasserstoffverbriickte System aus dem Hobza-Satz [101] mit aufgenommen. Die

Komplexe des Testsatzes sind in Tabelle 2.7 zusammengestellt.

Schwefel HB-Akzeptoren | ‘ S-Donoren |
[
[ |
N —s —
[
| I I |
—8 —s PN NN
\ \ \ \
Thiolat Thiol Sulfide Disulfidy Tl Thiol
| | | | | |
| W
N SN ¢ ‘ P
S 1 F{/s\R R\S/S\R SH—>
R R

Abbildung 2.9. Hierarchischer Molekiilfragment-Baum der Wasserstoffbriickendonoren und -

akzeptoren, die Schwefel als Akzeptor oder Donor enthalten.
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Abbildung 2.10. Hierarchischer Molekiilfragment-Baum der Wasserstoffbriickendonoren, die Stick-

stoff als Donor enthalten.

Sauerstoff HB-Donoren
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Abbildung 2.11. Hierarchischer Molekiilfragment-Baum der Wasserstoffbriickendonoren, die Sauer-

stoff als Donor enthalten.
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Abbildung 2.12. Hierarchischer Molekiilfragment-Baum der Wasserstoffbriickenakzeptoren, die
Stickstoff als Akzeptor enthalten.
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Abbildung 2.13. Hierarchischer Molekiilfragment-Baum der Wasserstoffbriickenakzeptoren, die Sau-

erstoff als Akzeptor enthalten.
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2.3.2 Quantenchemische Methoden

Wie in Kapitel 2.1 bereits dargelegt, spielen bei Wasserstoffbriicken neben elek-
trostatischen Wechselwirkungen auch dispersive Kréfte, Induktion und Ladungs-
transfer-Wechselwirkungen eine wichtige Rolle. [58] In schwachen Wasserstoff-
briicken konnen Induktion und Dispersionskrifte sogar die bestimmenden Wech-
selwirkungen werden. [60]

Dispersion ist ein Effekt der Elektronenkorrelation. Deshalb sind fiir quan-
tenmechanische Rechnungen an wasserstoffverbriickten Systemen hochentwickel-
te Methoden zur Behandlung der Elektronenkorrelation unverzichtbar, um diese
Wechselwirkung mit der notwendigen Genauigkeit erfassen zu kénnen. Auch sind
grofle und ausgedehnte atomare Basissédtze erforderlich, da Wasserstoftbriicken
langreichweitige Wechselwirkungen sind.

DFT-Rechnungen (siehe Kapitel 2.2.5) mit dem BS3LYP-Austausch-Korrela-
tionsfunktional (Gleichung (2.61), Abschnitt 2.2.5.1) kénnen die Geometrien von
wasserstoffverbriickten Komplexen gut vorhersagen. [102, 103, 104, 105, 106, 107]
Jedoch ist B3LYP genau wie andere aktuell verbreitete Austausch-Korrela-
tionsfunktionale nicht in der Lage, die langreichweitigen Dispersionswechsel-
wirkungen richtig abzubilden. [108] Trotz verlésslicher Geometrie wird deshalb
die Wechselwirkungsenergie eines wasserstoffverbriickten Komplexes systematisch
unterschdtzt — gerade bei schwachen Wasserstoftfbriicken, bei denen die Dispersion
das bestimmende Element werden kann.

Zurzeit gelten Coupled Cluster-Rechnungen mit Einfach- und Zweifachanre-
gungen und ergéinzt durch nicht-iterative Korrekturen fiir die Dreifachanregungen
(CCSD(T)) [109] als die beste quantenchemische Methode zur verldsslichen Be-
rechnung von Dispersionsenergien. Jedoch sind CCSD(T)-Rechnungen selbst fiir
kleine Systeme mit einem enormen Aufwand an Rechenzeit verbunden, so dass
sie fiir solche Serienrechnungen, wie hier vorgestellt, ungeeignet sind.

M@LLER-PLESSET-Storungsrechnungen (siehe Kapitel 2.2.4) sind in der La-
ge, Elektrostatik, Induktion und Dispersion zu handhaben. TSUZUKI konn-
te sogar zeigen, dass M@LLER—PLESSET-Rechnungen zweiter Ordnung (MP2)
fiir H-Briickenenergien Ergebnisse liefern, die nahe an denen der hochprazisen
CCSD(T)-Rechnungen liegen. [110] MP2-Rechnungen erfordern weniger Compu-
terressourcen als CCSD(T)-Rechnungen, aber immer noch weit mehr als DFT-
Rechnungen.

Da die schnellen DFT-Rechnungen die Geometrie eines wasserstoffverbriick-

ten Komplexes verldsslich berechnen konnen, wurden die Geometrien aller 81
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Komplexe des Trainingssatzes auf B3LYP-Niveau optimiert. An diesen DFT-
Geometrien wurden dann MP2-Wechselwirkungsenergien berechnet. So konnte
eine gute Balance zwischen Genauigkeit und Anforderungen an die Computerres-

sourcen erreicht werden.
Technische Details

Die Geometrie jedes wasserstoffverbriickten Komplexes wurde mit dem Pro-
grammpaket TURBOMOLE [111, 112| optimiert. Die Optimierung wurde auf
DFT-Niveau [113, 114] unter Verwendung des B3LYP-Austausch-Korrelations-
funktionals [92, 91] durchgefiihrt. Jedem nicht-Wasserstoffatom wurde eine 7ri-
ple Zeta-Basis mit einer Polarisationsfunktion (TZVP) [115] zugewiesen, jedem
Wasserstoffatom eine Split Valence-Basis (SP) [116]. Fiir Schwefelatome war eine
TZVPP-Basis [115] notwendig. Um sicher zu sein, dass es sich jeweils bei der ge-
fundenen Geometrie um ein Minimum handelt, wurden die zweiten Ableitungen
berechnet und untersucht.

Zur Berechnung der Wechselwirkungsenergie wurden aug-cc-p VTZ-Basen [117,
118] an alle Atome gesetzt. An der DFT-optimierten Geometrie wurden ein-
zelne MP2-Rechnungen mit den Programmen MOLPRO [119] und TurRBOMO-
LE [120, 121] durchgefiihrt.

Die Wasserstoftbriickenenergie wurde angesetzt als die Differenz zwischen der
Gesamtenergie des relaxierten Komplexes A - - - B und den Energien der individu-

ellen Komponenten A und B in den Geometrien, die sie im Komplex innehaben:

AE(A---B)=FE(A---B) — E(A) — E(B) (2.65)

Dieser Ansatz ist jedoch anfillig fiir Basissatz-Superpositions-Fehler (BSSE),
wenn grofle, aber eben unvollstindige Basissétze benutzt werden. Der BSSE fiithrt
zu einer zusétzlichen Stabilisierung des Komplexes durch die gréfiere Anzahl der
Basisfunktionen im Vergleich zu den Monomeren. Um diese zu korrigieren, wurde
die Counterpoise-Korrektur von BOys und BERNARDI angewendet. [122] Dabei
werden die Energien der Monomere in der Basis des Komplexes berechnet, um
bei jeder Energieberechnung die gleiche Anzahl an Freiheitsgraden durch die Ba-
sisfunktionen zu haben. Um Rechenzeit zu sparen, habe ich die BSSE-Korrektur
nur auf die Bindungsenergie des Komplexes angewendet, nicht auf seine Geome-
trie. Die Geometrien sowohl des Komplexes als auch der einzelnen Komponenten

wurden von der DFT-Optimierung {ibernommen.
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An den DFT-optimierten Geometrien wurden mit meinem selbst entwickelten
Programm XELF2 [123, 124] die bindungskritischen Punkte (BCPs, siche Ka-
pitel 2.2.6) bestimmt. BCPs zwischen nicht-kovalent gebundenen Atomen sind
ein Hinweis auf eine Wasserstoffbriicke zwischen diesen beiden Atomen, gerade
bei Komplexen, bei denen die Lage der H-Briicken nicht intuitiv erkennbar ist.
Die Anzahl und Lage der H-Briicken in den Komplexen kann somit quantitativ
bestimmt werden. Auflerdem wurden die atomaren Partialladungen durch Inte-
gration der Dichte innerhalb der atomaren AIM-Subrdume berechnet.

XELF2 benétigt als Input lediglich die Wellenfunktion des Komplexes im wfn-
Format, wie es die Softwaresuite GAUSSIAN [125] exportiert. Die Lage der BCPs
und die AIM-Partialladungen sind weitgehend unabhéngig vom verwendeten Ba-
sissatz, weshalb, wiederum um Rechenzeit zu sparen, rB3LYP-Rechnungen mit
der STO-3G-Basis fiir die Berechnung der Wellenfunktion durchgefiihrt wurden.
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2.4 Quantenchemische Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der quantenchemischen ab initio-Rechnungen
vorgestellt. Das Hauptaugenmerk gilt den MP2-Wechselwirkungsenergien von
Wasserstoffbriicken in unterschiedlichen chemischen Kontexten. Als erstes wer-
den mogliche Korrelationen zwischen Eigenschaften der Komplexe und deren
Wechselwirkungsenergie diskutiert. Anschlieflend erldutere ich, wie ich aus diesen
Energien das Inkrementsystem HBINC zur schnellen Berechnung von Wasserstoft-
briickenstirken ableite.

Die Ergebnisse der quantenchemischen Rechnungen fiir die 81 wasserstoffver-
briickten Komplexe des Trainingssatzes sind in den Tabellen 2.4, 2.5 und 2.6
aufgefiihrt. Zusétzlich zu der Komplexbindungsenergie sind noch verschiedene
andere Figenschaften wie Wasserstoftbriickenldngen und Partialladungen gezeigt.
Die Ergebnisse fiir den Testsatz finden sich in Tabelle 2.7.

In den Tabellen und im Text wird fiir die wasserstoffverbriickten Komplexe
folgende Notation verwendet: Ist nur eine einzige Wasserstoftbriicke im Komplex
vorhanden, ist die Notation Donor- - - Akzeptor. Sollten mehr als eine Wasserstoff-
briicke gefunden worden sein, zeigt ein kleiner Pfeil von dem Teil des Komplexes,

der als Donor agiert, zu dem anderen Teil, welcher dann als Akzeptor agiert.

2.4.1 DFT- und MP2-Geometrien

Um den Fehler abzuschétzen, der dadurch entsteht, dass die Geometrie der Kom-
plexe auf DFT-Niveau optimiert wurde (und nicht wie die Energieberechnung
mit MP2), habe ich fiinf wasserstoffverbriickte Komplexe zum Vergleich auf
DFT- und auf MP2-Niveau geometrieoptimiert, wobei ich jeweils die gleichen

Basissétze verwendet habe, wie fiir die DFT-Optimierung (siehe Kapitel 2.3.2).

Tabelle 2.2. Vergleich der MP2-Wechselwirkungsenergie AEGES (in kJMol™") und der Wasserstoff-
briickenléinge du—g (in A) fiir DFT-optimierte Geometrien und fiir Geometrien die auf MP2-Level
optimiert wurden.

DFT Geometrie| MP2 Geometrie| Ady g °F © |AAEup2—prT

Komplex du_p AESRS |du_s AESES |absolut relativ|absolut relativ

PhOH. - -H20O 1,81 —2848 |1,83 —28,61 0,02 %1,20|—-0,14 0,50

MeCOOH: - -MeOH| 1,71 —50,13 | 1,73 —48,50 0,01 %0,80| 1,62 3,20
(1,99 2,09 0,10 5,20

H,O- - -Imidazol | 1,89 —32,65 | 1,93 —32,31 | 0,05 240 | 034 1,10
MeNH,- - -Imidazol | 2,31 —22,19 | 2,26 —23,07 |—0,05 2,00 |—0,88 4,00

—| 267 2,58 ~0,09 3,30
MeOH: - -MeSMe | 2,37 —23,54 |239 —2444 | 0,01 0,60 |—0,90 3,80
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An beiden Sidtzen von Komplexen wurde wie bereits beschrieben die MP2-
Wechselwirkungsenergie berechnet.

Die resultierenden Wasserstoftbriickenldngen dy_p und die counterpoise-kor-
rigierten MP2-Wechselwirkungsenergien AE{ES sind in Tabelle 2.2 aufgelistet.

Im Falle von starken H-Briicken, mit Sauerstoff oder Stickstoff als Protonen-
donor oder -akzeptor, ist die Abweichung in der H-Briickenbindungslénge in der
GroBlenordnung von 2%. Schwichere und damit auch lingere Wasserstoffbriicken,
bei denen Schwefel der Akzeptor ist, oder eine CH-Gruppe der Donor, werden von
der einfacheren DFT-Methode mit einer Abweichung von bis zu 5% gegeniiber der
MP2-optimierten Geometrie reproduziert. Wie bereits mehrfach erwéhnt, spie-
len fiir die Geometrie dieser Wasserstoftbriicken Dispersionswechselwirkungen,
die mit dem B3LYP-Funktional nicht richtig erfasst werden, eine grofie Rolle.

Die MP2-Wechselwirkungsenergien der DFT-Geometrien und der MP2-Geo-
metrien unterscheiden sich jeweils um weniger als 2 kJ Mol ™.

Der Ansatz, die Geometrie der Komplexe mit der weniger aufwendigen DFT-
Methode zu optimieren und dann an dieser Geometrie aufwendigere MP2-Ener-
gierechnungen durchzufiihren, erscheint im Lichte dieser geringen Abweichungen
und der massiv geringeren Computerleistung, die fiir die DF'T-Rechnungen notig

sind, als gerechtfertigt.

2.4.2 Energetische und strukturelle Eigenschaften des Trainingssatzes

Betrachtet man die MP2-Wechselwirkungsenergien aller Komplexe, ist ein au-
genfilliges Ergebnis der weite Bereich, in dem die Wasserstoftbriicken-Bindungs-
energien fiir Donor—Akzeptor-Paare mit jeweils gegebenen SYBYL-Atomtypen lie-
gen. Betrachten wir z.B. alle Komplexe, in denen eine HO.3-Donorgruppe eine
Wasserstoftbriicke mit einem O.2-Akzeptoratom bildet (Tabelle 2.4), so liegen die
Wechselwirkungsenergien fiir diese Komplexe in einem Bereich von —15 kJ Mol ™!
bis zu —35 kJ Mol™!. Keine dieser Wasserstoffbriicken ist geladen oder resonanz-
unterstiitzt, so dass konventionelle Bewertungsfunktionen die Bindungsenergien
all dieser Komplexe auf den gleichen Wert geschétzt hétten.

Ein weiteres erwihnenswertes Ergebnis ist die hohe Akzeptorstirke von Schwe-
fel (Tabelle 2.6), welche vergleichbar zu der von Sauerstoff ist. Diese Wechsel-
wirkung wird von FLEXXSCORE gar nicht beriicksichtigt. Die Donorstérke von

Schwefel ist hingegen sehr gering.
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Genauso wenig wie Schwefel behandelt FLEXXSCORE CH—-azide Gruppen als
Protonendonoren. Doch wie sich spéter zeigen wird, ist der Beitrag, den diese

Gruppen zu der Gesamtwechselwirkungsenergie beitragen, alles andere als gering.

2.4.2.1 Korrelationen der Wasserstoffbriickenenergien
Elektrostatik

Ein erster offensichtlicher Schritt, um eine Parametrisierung fiir Wasserstoff-
briickenstarken zu finden, ist, nach Korrelationen mit elektrostatischen Wech-
selwirkungen zu suchen (siehe auch Abschnitt 2.1).

Aus den AIM-Rechnungen sind die partiellen Ladungen von allen an der Was-
serstoftbriicke beteiligten Atomen im Komplex bekannt. Trdgt man jedoch die
Komplexbindungsenergie und die partiellen AIM-Ladungen von Donoren und
Akzeptoren gegeneinander auf, so ergibt sich keine erfolgreiche Korrelation (Ab-
bildung 2.14).

Die elektrostatische Anziehung zwischen dem Proton des Donors und dem

Akzeptor kann zu

A () (B)

dHB

AE,cimp(XH - --B) = (2.66)

abgeschitzt werden. Hier sind ¢*™(H) und ¢*™(B) jeweils die partiellen AIM-
Ladungen des Protons und des Akzeptoratoms. Doch wie Abbildung 2.15 zeigt,
kann auch hier keine signifikante Korrelation gefunden werden. Gute Gegenbei-
spiele sind Wasserstoftbriicken mit Schwefel als Akzeptor. Die Schwefelatome ha-
ben in diesen Komplexen eine so gut wie neutrale Partialladung. Somit ist die
elektrostatische Wechselwirkung nahe Null. Jedoch ergibt z.B. die Komplexie-
rung von Dimethylsulfid mit Essigsdure eine starke Wasserstoftbriicke mit einer
Wechselwirkungsenergie von —28 kJ Mol ™.

Genau umgekehrt verhélt es sich bei dem Komplex aus Wasser und 3,3—
Dimethyl-but-1-yn-1-ol. Die Partialladung am Wasserstoff der Donorgruppe
belauft sich auf 0,59 atomare Einheiten, der alkoholische Sauerstoff tragt eine
Partialladung von —1, 16. Doch trotz dieser starken elektrostatischen Anziehung
erweist sich die Wasserstoffbriicke als eher schwach (—13 kJ Mol™!).

Diese Beispiele zeigen, dass AIM-Partialladungen oder damit verwandte Ei-

genschaften nicht allein als ein Maf fiir die Stdrke einer Wasserstoffbriickenbin-
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Abbildung 2.14. AIM-Partialladungen der Akzeptoratome (oben) und der Protonen in den Donor-

gruppen (unten) in Abhingigkeit der Wechselwirkungsenergie des entsprechenden Komplexes.
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Abbildung 2.15. Korrelation zwischen der geschitzten Coulomb-Wechselwirkung und der MP2-

Wechselwirkungsenergie.

dung dienen kénnen. Vielmehr scheint es, dass die einzelnen Beitrédge von elektro-
statischer Wechselwirkung, Dispersion, Induktion und Ladungstransfer bei einer
H-Briicke zu stark miteinander verflochten sind, als dass man einen einfacher

Ansatz zur Aufstellung einer empirischen Bewertungsfunktion finden konnte.
Bindungslinge

Wie in Abbildung 2.16 gezeigt, korreliert die Wechselwirkungsenergie mit der
Liange der Wasserstoffbriicke fiir einen gegebenen Akzeptor. Starke Wasserstoff-
briicken sind bekanntermaflen kiirzer als schwache. Trotzdem iiberraschen die
hohen linearen Korrelation fiir Sauerstoff (r* = 0,8), Stickstoff (r? = 0,90) und
Schwefel (r? = 0,94).

Obwohl diese Korrelation bemerkenswert ist, hilft sie nicht, die Stérke einer
Wasserstoftbriicke a prior: zu bestimmen, da der Abstand zwischen dem Proton

des Donors und dem Akzeptoratom nicht im Voraus bekannt ist.

2.4.2.2 Donor- und Akzeptor Energien

Anstatt die zuvor beschriebenen physikalisch motivierten Terme einfach aufzu-

addieren, fithre ich hier das Inkrementesystem HBINC ein. Hiernach werden in
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Abbildung 2.16. Korrelation zwischen der Wasserstoffbriickenlinge und der MP2-

Wechselwirkungsenergie.

den Inkrementtermen alle Beitrédge zur Wechselwirkungsenergie einparametri-
siert. Entsprechend ihres chemischen Kontextes werden Sauerstoff-, Stickstoff-
und Schwefelatomen unterschiedliche Akzeptorenergie-Terme zugewiesen. Ent-
sprechend werden polaren Wasserstoffatomen verschiedene Donorenergie-Terme
zugewiesen in Abhéngigkeit der funktionellen Gruppe, zu denen dieses Wasser-
stoffatom gehort.

Besteht eine Wasserstoftbriicke, so wird ihre Wechselwirkungsenergie angené-
hert durch die einfache Summe der entsprechenden Donor- und Akzeptorenergie-

Terme:

AEHBIHC(X o H . B) — AE)%?EIC + AEEBIHC (267)

HBINC ist per Design der LuDI-Bewertungsfunktion so @hnlich wie moglich
(siche auch Kapitel 3.3.1). So kénnen die Inkremente von HBINC nachher pro-
blemlos zur Erweiterung des LUDI-Modells herhalten.
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In einigen Komplexen wurden mehr als ein nicht-kovalenter BCP gefunden,
was darauf hinweist, dass es mehr als eine Wasserstoftbriicke in diesem Komplex
gibt. Die entsprechenden Minimumsstrukturen dieser Komplexe, einschlieflich
der BCPs dieser H-Briicken sind in Abbildung 2.17 gezeigt. Als Beispiel sei der
Komplex von Essigsiure (MeCOOH) und Wasser (H2O) (Abbildung 2.17, 2)
néher betrachtet. Hier gibt es zwei nicht-kovalente BCPs, von denen der erste eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen der OH-Gruppe der Essigsdure und dem
Sauerstoff des Wassers anzeigt. Der zweite BCP weist auf eine weitere H-Briicke
zwischen der OH-Gruppe des Wassers und des Carbonylsauerstoffs der Saure hin.
In einem solchen Ringkomplex miissen jetzt natiirlich die energetischen Beitrége
berder Wasserstoftbriicken beriicksichtig werden.

Die Bindungsenergie der ersten H-Briicke lésst sich aufteilen in die Donorener-
gie der Hydroxylgruppe in MeCOOH (AEg%ﬁl(CCOOHQ und die Akzeptorenergie
des Wassersauerstoffs (AEg%I(rI‘fOH ) Die zweite Wasserstoffbriicke besteht aus

HBInc

der Donorenergie des Wassers (AEO_3(HOH)> und der Akzeptorenergie des Car-

bonylsauerstoffs (AEEEI(%COOH))

AE"™ (MeCOOH - - - Hy0) = AEG S coom + AES (o)
"‘AEg%IﬁlCHOH +AEgB21%C00H) (2.68)

Entsprechend ergibt sich die geschéitzte Wechselwirkungsenergie des Komplexes
von Wasser und Harnstoff (Abkiirzung Ur) (Abbildung 2.17, 1) z

AE"P (H20 - - - Ur) = AEN oigurea) + AEG 3 (Hom)

N.amH(urea)

+ AEGSiom) + AEO e (2.69)

1 HO---ur 2 MeCOOH - - - H20 3 MeCOOH - - - MeOH

Abbildung 2.17. Minimumsstruktur der Komplexe mit einer zweiten konventionellen Wasserstoft-

briicke.
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Abbildung 2.18. Korrelation zwischen der MP2 Wechselwirkungsenergie AEMP?(Don - - - Acc) und
AE®B™(Don - - - Acc).

und die des Komplexes von Essigsiure und Methanol (Abbildung 2.17, 3) zu

AE"P (MeCOOH - - - MeOH) = AES S Eo0m) + AES S(asol
+ AEg]gﬁmanol + AES%{%COOH) (270)

Die einzelnen Beitrage jeder Donor- und Akzeptorgruppe sind durch eine Par-
tial Least Squares-Regressionsanalyse (PLS) bestimmt worden. Hierbei werden
die einzelnen Beitrige A BB darauf hin optimiert, dass die Summe der Fehler-
quadrate von MP2-Energie AEMP2(Don - - - Acc) und der mit HBINC geschiitzten
Energie AE"B¢(Don - - - Acc) ein Minimum ist.

Insgesamt wurden so 12 Donorterme und 28 Akzeptorterme an die MP2-
Wechselwirkungsenergien von 81 Komplexen mit insgesamt 97 Wasserstoftbriicken
angepasst. Eine signifikante lineare Korrelation zwischen den ab initio-Energien
AEMP2(Don - - - Acc) und den HBINC-Energien A E"B¢(Don - - - Acc) mit einem
quadratischen Korrelationskoeffizienten von r? = 0,984 und einer Ausgleichs-

geraden mit einer Steigung von m = 0,977 konnte so erreicht werden (siehe
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Abbildung 2.18). Die Standardabweichung betrigt 1,57 kJ Mol~!. Trotz dieses
bemerkenswerten Resultats lohnt es sich, die wenigen Ausreifler ndher zu analy-
sieren.

Es fallt auf, dass die Ausreifler immer paarweise auftreten. Zum Beispiel wird
der Komplex HyO--- TMU durch HBINC unterschdtzt, wihrend der Komplex
H50 - - - Ur, der dieselbe Kombination aus Donor- und Akzeptorgruppe besitzt,
um etwa den gleichen Betrag tberschdtzt wird. Die Tatsache, dass die Wechselwir-
kungsenergie von HyO - - - TMU unterschéitzt wird, deutet darauf hin, dass es in
diesem Komplex noch weitere Wechselwirkungen neben der einzelnen H-Briicke
gibt, die zur Stabilisierung des Komplexes beitragen. Die Uberschétzung der Bin-
dungsenergie von HyO - - - Ur ist dann ein Artefakt der Parameteroptimierung. Da
offensichtlich Wechselwirkungsterme fiir HyO - - - TMU fehlen, werden die Werte
der bereits vorhandenen Terme unnatiirlich erh6ht, um doch noch annéhernd
die MP2-Energie erreichen zu konnen. Komplexe, die die gleichen Inkremente
benutzen, aber bereits vollstindig ohne zusétzliche Terme beschrieben werden
konnen, werden durch die unnatiirlich hohen Werte dieser Inkremente entspre-
chend {iberschétzt. Deren Unterschiatzung und die damit verbundene Abweichung
wirken einer Uberhohung der Parameter entgegen. So entstehen die Paare von
Abweichungen.

Erst eine detailliertere Analyse der Elektronendichte der Komplexe enthiillte
in 12 Komplexen (4 — 15, Abbildung 2.19) zusétzliche nicht-kovalente BCPs zwi-
schen jeweils einer CH-Gruppe und einem konventionellen Wasserstoftbriickenak-
zeptor. Diese BCPs sind deutlich schwerer zu finden als die einer konventionellen
H-Briicke. Die Elektronendichte weist um die BCPs einer CH-Wasserstoftbriicke
eine deutlich flachere Topologie auf. Dadurch sind fiir die numerische Bestimmung
viel engere Konvergenzkriterien und sehr viel mehr Schritte notwendig. [124]

Die CH-aziden Wechselwirkungen werden durch die Einfiihrung von zwei ver-
schiedenen CH-Termen, einen fiir sp?>-CH-Donoren (C.3H) und einen weiteren fiir
sp”-Kohlenstoffatome (C.2H), beriicksichtigt. Mit dieser Ergiinzung ergibt sich die
gesamte Bindungsenergie des wasserstoffverbriickten Komplexes von Essigsdure
und Formaldehyd (Komponente 12 in Abbildung 2.19) zu:

AEMPR (MeCOOH - - - HyCO) = AEg3i(coom + AEostey  (2:71)
+ Mg
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4 H,O---TMU 5 H>O .- N-MeAc 6 H2O---MeNO

(=

7 H20' . -MeNOz 8 H20~--MGH2PO4(O.2) 9 H20~--MGQSO4(O.2)

C
10 H20 - -- MeCOOR(CO) 11 MeOH - --N — MeAc 12 MeCOOH - - - H,CO

13 MeNHs; - - - Imidazol 14 H,O---H2CS 15 MeOH - --H>CS

Abbildung 2.19. Minimumsstrukturen der Komplexe mit einer zweiten Wasserstoffbriicke, die von

einer CH-gruppe gebildet wird.
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Die CH-Terme sind also keine normalen Donorterme, da sie in der Summe kein
entsprechendes Akzeptor-Pendant haben, sondern der Beitrag ist fiir jede CH-
Briicke, entsprechend ihrer Hybridisierung, immer gleich und zwar explizit un-
abhéngig von der Akzeptorgruppe.

In Abbildung 2.20 ist die Korrelation zwischen der MP2-Bindungsenergie der
Komplexe, die eine CH-Donorgruppe besitzen, und den HBINC-Energien mit
und ohne den neuen CH-Termen verglichen. Werden die CH-aziden Wechsel-
wirkungen nicht beriicksichtigt (Abbildung 2.20a), wird die fehlende Wechsel-
wirkungsenergie durch eine Erhohung der entsprechenden Inkremente konven-
tioneller Donor- und Akzeptorgruppen kompensiert. Durch die Einfithrung der
CH-Terme (Abbildung 2.20b) verschwinden die vormaligen Ausreifler wihrend
die Bewertung der Komplexe, deren Bindungsenergie auch ohne die CH-Terme
schon gut abgebildet wurde, so gut wie unveréndert bleibt.

Doch es gibt Ausnahmen. Die Bindungsenergie des MeNHsy—Imidazol-Kom-
plexes wird deutlich iiberschétzt, wenn der C.2H-Term beriicksichtigt wird, wo-
hingegen HBINC ohne CH-Terme am Imidazol die MP2-Wechselwirkungsenergie
dieses Komplexes mit einem Fehler von nicht mal AAE = 1,0 kJ Mol~! wieder-
gibt. Der Grund fiir diese Abweichung liegt vermutlich in einer Unstimmigkeit
in der Spezifikation der Atomtypen. In der SYBYL-Représentation des Imidazols
sind per definitionem alle Kohlenstoffatome C.2 (also sp?-hybridisiert) und alle
Stickstoffatome N.2 (ebenfalls sp?-hybridisiert). Da Imidazol aber ein aromati-
scher Heterozyklus ist, ist das Kohlenstoffatom, dass hier als H-Briickendonor
fungiert, eher von Typ C.ar anstatt C.2. Da in dem Komplex ein BCP fiir diese
CH-Bindung gefunden wurde (13, Abbildung 2.19), kann man vermuten, dass
aromatische Kohlenstoffatome nur sehr schwache Wasserstoftbriicken bilden. Das
grundsétzliche Vorhandensein einer H-Briicke an dieser Stelle wird durch den
BCP indiziert. Diese Sichtweise wird durch den Umstand bekréaftigt, dass keine
CH-aziden H-Briicken in den Komplexen von Phenol (Tabelle 2.4) oder Phe-
nylamin (Tabelle 2.5) mit Wasser oder aliphatischen Alkoholen gefunden wurden.
In diesen Fallen wurde nicht einmal ein BCP zwischen dem ortho-Wasserstoff des
Phenylrings und dem Akzeptorsauerstoff in der unmittelbaren Nihe gefunden.

Eine weitere Ausnahme ist der Komplex MeNHs; - - - HoCO (16, Abbildung 2.21).
Hier wurde kein BCP fiir eine CH-Wasserstoftbriicke gefunden, obwohl es Griinde
gibt anzunehmen, dass eine C.2H-Wasserstoftbriicke in dem Komplex existiert.

Diese Vermutung griindet sich darauf, dass die HBINC-Energie von diesem Kom-
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Abbildung  2.20. Vergleich der Korrelationen zwischen AEMP?(Don---Acc) und

AE"B™(Don - - - Acc) von Komplexen, die eine CH-Briicke aufweisen, a) mit und b) ohne CH-

Energieterme.
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plex ohne einen CH-Term zu tief ist und gleichzeitig andere Komplexe mit einer
0.2(keto)-Akzeptorgruppe iiberbewertet werden.

Die lineare Regression zwischen der MP2-Energie aller 81 Komplexe und der
endgiiltigen HBINC-Funktion mit 13 Donortermen, 2 aliphatischen CH-Termen
und 28 Akzeptortermen ist in Abbildung 2.22 gezeigt. Eine exzellente lineare
Korrelation mit einem quadratischen Korrelationskoeffizienten von 72 = 0,994
und einer Steigung von m = 0,999 wurde erreicht. Die Standardabweichung
ist 0,96 kJMol~t. Obwohl die Einfiihrung der CH-Terme nur eine leichte Ver-
besserung der ohnehin schon guten Korrelation gebracht hat, wurden dadurch
die augenscheinlichen Ausreiffer des ersten Ansatzes korrigiert. Die maxima-
le Abweichung zwischen HBINC und MP2-Energie wurde fiir den Komplex
H,0 - - - MeN=CH, gefunden und betrigt 3,2 kJ Mol~*.

2.4.3 Validierung des Modells

Um die Leistungsfahigkeit von HBINC in der Vorhersage der Wechselwirkungs-
energien von Komplexen, die nicht in dem Trainingssatz enthalten sind, zu testen,
wurden die DFT-Geometrien und die entsprechenden MP2-Wechselwirkungs-
energien von 11 weiteren Komplexen bestimmt (Tabelle 2.7 und Abbildung 2.23).
Zusétzlich wurden die MP2-Bindungsenergien von verschiedenen starken zykli-
schen Wasserstoffbriicken aus der Literatur [44] zur Validierung verwendet. Dies
sind das Ameisensduredimer, das Formamiddimer, der 2-Pyridoxin—2-Aminopy-
ridin-Komplex und verschiedene Nukleinbasenpaare (Tabelle 2.7).

Der Vergleich der MP2-Bindungsenergien der Komplexe, die in Abbildung 2.23
dargestellt sind, mit den Wechselwirkungsenergien, die mit HBINC berechnet
wurden, zeigt eine gute lineare Korrelation mit einem quadratischen Korrela-
tionskoeffizienten von 72 = 0,94 (Abbildung 2.24). Die H-Briickenenergie von
sieben der elf Komplexe wurden mit einem Fehler von weniger als 2,7 kJ Mol~!

abgeschétzt.

16 MeNH, --- H.CO

Abbildung 2.21. Minimumsstruktur des Komplexes MeNHsz---H2CO, in dem eine CH-

Wasserstoftbriicke erwartet wird, aber kein bindungskritischer Punkt gefunden wurde.
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Abbildung 2.22. Korrelation zwischen der MP2 Wechselwirkungsenergie AE‘MP2(Don~ -+ Acc) und

AEMB¢(Don - - - Acc) mit zusitzlichen Termen fiir schwache CH-Wasserstoffbriicken.

Im Fall des Komplexes von Fucose und Wasser (FCA ---H,0O, siehe 19,
Abbildung 2.23) iiberschéitzt HBINC die MP2-Energie deutlich um mehr als
5,8 kJ Mol~t. Wihrend in den anderen Wasser-Fucose Komplexen das Wasser an
eine externe OH-Gruppe des Zuckers bindet, ist einer der Wasserstoffbriickenak-
zeptoren in Komplex 19 ein sp3-Sauerstoff vom Ether-Typ (0.3(COC)). Die H-
Briicke zwischen der OH-Gruppe des Wassers und des Ether-O.3 des Fucose-
Molekiils ist linger (dom = 1.9 A) als es fiir diese Art von Donor und Akzep-
tor iiblich ist (dog = 1.8 A). Lisst man jedoch den Beitrag dieser Wasserstoff-
briicke einfach weg, wird die Wechselwirkungsenergie des Komplexes um mehr
als 19 kJ Mol™! unterschiitt.

Obwohl kein BCP in der Elektronendichte zwischen Donor und Akzeptor
gefunden werden konnte, habe ich den Beitrag dieser H-Briicke zum Ether-
Sauerstoff des Zuckers mit beriicksichtigt. Da die Ringzucker in biologischen Sys-
temen eine wichtige Rolle einnehmen, sind auf Grund dieser Unstimmigkeiten
weitere Untersuchungen an dieser Wechselwirkung von Né&ten.

Systeme mit zwei Wasserstoffbriicken, deren zwei Donorzentren und zwei Ak-

zeptorzentren einen 8-Ring bilden, sind im aktuellen Inkrementmodell von HBINC
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Abbildung 2.23. Minimumsstrukturen der Komplexe des Testsatzes. Die Abkiirzungen sind in den
FuBnoten zu Tabelle 2.7 erklért.
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Abbildung 2.24. Korrelation zwischen der MP2-Wechselwirkungsenergie AEMP2(Don -+-Acc) und
AE"B™(Don - - - Acc) fiir die Komplexe des Testsatzes.

nicht gesondert vertreten. Die Struktur eines 8-Rings ist wegen ihrer Geometrie
besonders giinstig fiir Wasserstoftbriicken, da Donor, Proton und Akzeptor un-
gefdhr auf einer Linie liegen.

Die zyklischen Komplexe in Tabelle 2.7 haben alle diese Struktur. IThre Wech-
selwirkungsenergien werden von HBINC um 30 — 40% wnterschdtzt (Abbil-
dung 2.25). Die lineare Korrelation zwischen der MP2-Wechselwirkungsenergie
dieser Komplexe und der mit HBINC bestimmten Energie ist trotz dieser starken
Abweichung mit 72 = 0,95 iiberraschend groff. Die resultierende Ausgleichsge-
rade hat jedoch eine Steigung m = 0,59, ist also zu flach. Das deutet darauf
hin, dass in allen betroffenen Komplexen eine Wechselwirkung systematisch un-
terschétzt oder iiberhaupt gar nicht erfasst wird. Besonders interessant ist, dass
der Anteil, den diese fehlende Wechselwirkung ausmacht, bei allen Komplexen
ungefahr gleich grof ist, was die Vermutung nahe legt, dass es sich jedes Mal um
die gleiche Wechselwirkung handelt.

Eine detaillierte Analyse der DNA-Basenpaare von Mo [2] hat gezeigt, dass in

diesen Komplexen die elektrostatischen Wechselwirkungen und die Polarisation
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Abbildung 2.25. Korrelation zwischen der MP2-Wechselwirkungsenergie AEMP2(Don -+-Acc) und

AE"B™(Don - - - Acc) fiir die Komplexe des Testsatzes mit zyklischen Wasserstoffbriickenmustern.

durch Resonanz verstiarkt werden, was fiir die auflergewthnlich hohe Bindungs-
energie verantwortlich ist.

Mo hat dariiber hinaus einfache Modellsystem vorgestellt, die das Interface
(also den Teil der Komplexe, in denen sich die H-Briicken ausbilden) der Basen-
paare nachahmt, jedoch ohne die (aromatischen) Ringsysteme (Abbildung 2.26).
Damit ist dem System die Moglichkeit genommen, zwitterionische Resonanzstruk-
turen zu bilden und dadurch kann es in diesen Modellen der DNA-Basenpaaren
auch nicht zu einer Verstiarkung der Elektrostatik oder der Polarisation kommen.

Die berechneten Wechselwirkungsenergien von DNA-M1 und DNA-M2 sind
deutlich niedriger als die Energien der entsprechenden DNA-Basenpaare (Tabel-
le 2.7) und werden auch von HBINC sehr gut reproduziert (Tabelle 2.7, Abbil-
dung 2.25).

Ungliicklicherweise lassen sich solche Resonanz-Effekte nur schwerlich in ein-
fache Terme, wie HBINC sie verwendet und in denen die Energie per definitio-

nem additiv ist, einbauen. In solchen Fiéllen erscheint es angezeigt, fiir Donor-
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Abbildung 2.26. Vereinfachte DNA-Modelle fiir Watson—Crick-Adenin—Thymin (M1) und Watson—
Crick-Guanin—Cytosin (M2) (siehe Referenz [2]). DNA-M1: Komplex von N-Methylen-Methan-
Diamin mit N-Formyl-Formamid. DNA-M2: Komplex von N-(Aminomethyl)-Formamid mit (E)-N-

(Aminomethylen)-Formamid.

und Akzeptorgruppen, die aufgrund von Resonanz verstiarkte H-Briicken bilden,
gesonderte Inkremente einzufithren und anzupassen. Genau das werde ich in Ka-
pitel 3 fiir die Parametrisierung einer Bewertungsfunktion fiir Docking und High-

Throughput Screening vorstellen.



Tabelle 2.3. Donor- und Akzeptorinkremente, deren Energien (in kJ Mol™!) und die Hiufigkeit ihres
Vorkommens im Trainingssatz der 81 Komplexe.

Inkrement AFE Haufigkeit
HO.3(H20) 8,56 39
HO.3(anol) 9,48 16
HO.3(enol) 17,59 4
HO.3(inol) 25,13 1
HO.3(c,2ar) 18,78 7
HN.3(prim) —3,34 5
HN.3(sec) —1,34 2
HN.3(planar) 14,47 2
HN.3(amid) 9,07 3
HN.3(C.ar) 5,40 1
HN.2(cmn) 0,72 1
HS.3(cmn) —2,28 2
0.3(H20) 11,65 17
0.3(anol) 15,63 13
0.3(enol) 7,79 2
0.3(inol) 4,46 1
0.3(phenol) 10,56 2
0.3(COC) 16,78 3
0.3(COOH)(OH) 8,90 1
0.3(COOR)(OR) 10,17 1
0.3(NO) 13,15 1
0.3(PO) 9,68 1
0.3(SO) 7,36 1
0.2(keto) 11,14 5
0.2(COOH)(CO) 6,93 2
0.2(COOR)(CO) —5,00 1
0.2(amid) 9,08 4
0.2(NO) ~8,29 2
0.2(PO) 9,08 1
0.2(SO) ~0,30 1
N.3(cmn) 19,29 1
N.3(prim) 21,67 2
N.3(sec/tert) 25,78 5
N.3(planar) 14,52 3
N.3(NOH) 26,08 1
N.2ar(cmn) 23,85 5
S.3(thiol) 11,87 1
S.3(sulfid) 14,38 3
S.3(disulfid) 8,54 1
S.2(cmn) 2,41 2
HC.3 16,38 7

HC.2 8,09 4
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Tabelle 2.4: Ergebnisse fiir wasserstoffverbriickte Komplexe, die
ein Sauerstoffatom als Akzeptor oder Donor enthalten. Die MP2-
Bindungsenergie AEGSS [kJ Mol '] beinhaltet Counterpose-Korrektur.
du-B [A] ist die Wasserstoffbriickenlénge, dgcp—p [A] ist der Abstand
zwischen dem bindungskritischen Punkt und dem Akzeptoratom. Die
Partialladungen des Wasserstoffatoms (¢*™ (H)) und die des Akzeptors

(¢*™(B)) sind durch AIM-Analyse des wasserstoffverbriickten Komple-

xes bestimmt.

2 N,N,N’,N’-Tetramethyl-Harnstoff
3 N-Methyl-Acetamid als Modellsystem fiir Peptide

Komplexe Donor Akzeptor| AEGRS [du—p decr—g ¢ (H) ¢“™(B)
H20---H20 0.3H 0.3|—20,38 | 1,86 1,22 0,60 —-1,13
H>0O---MeOH 0.3H 0.3|—23,52 | 1,84 1,20 0,61 —1,11
H20O---EtOH 0.3H 0.3|—25,23 | 1,84 1,21 0,61 —1,11
H20- - -Ethenol 0.3H 0.3|-17,21 11,93 1,25 0,59 —-1,14
H>0- - -m-Butinol* 0.3H 0.3|—13,04 | 2,00 1,28 0,59 —1,16
H20---PhOH 0.3H 0.3|-17,90 | 1,93 1,25 0,60 —1,14
H20---MeoN — OH| 0O.3H 0.3|-21,73 1,95 1,24 0,48 —0,56
H>0O---MeH2POy4 0.3H 0.3|—18,26 | 1,94 1,18 0,41 —1,13
H>0- - -Me2SO4 0.3H 0.3|-15,93 | 2,21 1,29 — —
H20---MeOMe 0.3H 0.3|—-24,83 11,83 1,20 0,61 —1,11
H>0---MeCOOH 0.3H 0.3|-17,47| 1,97 1,26 0,59 —1,14
H>0---MeCOOMe | 0O.3H 0.3|—-18,74 | 1,95 1,19 0,41 —0,96
MeOH- - -H,O 0.3H 0.3|—20,83 | 1,87 1,22 0,60 —-1,13
MeOH- - -MeOH 0.3H 0.3|-24,17| 1,85 1,22 0,60 —1,11
MeOH.- - -EtOH 0.3H 0.3|-24,97| 1,85 1,22 0,60 —1,11
MeOH- - -PhOH 0.3H 0.3|]-21,28 [ 1,94 1,25 0,59 —1,14
MeOH- - -MeOMe 0.3H 0.3|—25,51| 1,85 1,21 0,60 —1,11
EtOH---H20 0.3H 0.3|-20,43 | 1,88 1,23 0,60 —1,13
EtOH- - -MeOH 0.3H 0.3|-23,75 [ 1,85 1,56 0,44 —-0,87
EtOH. - -EtOH 0.3H 0.3|—24,63 | 1,86 1,22 0,60 —1,11
Ethenol- - -H2O 0.3H 0.3|-28,85| 1,79 1,17 0,60 —1,10
Ethenol- - -MeOH 0.3H 0.3|-33,24 | 1,77 1,16 0,60 —1,08
Ethenol- - -EtOH 0.3H 0.3|-34,44 | 1,77 1,18 0,63 —1,11
Ethenol- - -Ethenol 0O.3H 0.3|—24,53 | 1,86 1,22 0,62 —1,15
Ethinol- - -H2O 0.3H 0.3/-36,78 | 1,68 1,14 0,65 —1,14
PhOH- - -H2O 0.3H 0.3|—28,48 | 1,81 1,20 0,62 —1,14
PhOH. - -MeOH 0.3H 0.3|-33,90 | 1,78 1,19 0,62 —1,11
PhOH- - -EtOH 0.3H 0.3/-36,71 | 1,80 1,19 0,62 —1,11
MeCOOH- - -MeOH| 0O.3H 0.3/-50,13 | 1,71 1,10 0,49 —0,91
—| 0O.3H 0.2 1,99 1,21 0,46 —1,02
H>O---H>CO 0.3H 0.2|-21,11 1,92 1,25 0,60 —1,10
H>O- - -Harnstoff 0.3H 0.2|-44,98 | 1,81 1,13 0,44 —1,04
—|N,amH 0.3 2,02 1,22 0,40 —0,83
H>0- - - TMU? 0.3H 0.2|-34,36 | 1,81 1,19 0,62 —1,20
—| C.3H 0.3 2,69 1,64 0,04 —1,20
H,0- - -N-MeAc? 0.3H 0.2/-33,70 | 1,82 1,17 0,62 —1,19
—| C.3H 0.3 2,69 1,52 0,06 —1,20
H>0O---MeNO 0.3H 0.2|-16,58 | 2,01 1,22 0,37 —1,01
—| C.3H 0.3 2,46 1,42 0,02 —0,78
H>0- - -MeNO, 0.3H 0.2/-23,30 | 1,96 1,17 — —
—| C.3H 0.3 2,47 1,52 — —
H>0O---MeH2POy4 0.3H 0.2/-34,03 | 1,83 1,20 0,62 —1,52
—| C.3H 0.3 2,34 1,40 0,09 —-1,19
H20- - -Me2SO4 0.3H 0.2|—24,65 1,94 1,18 0,42 —1,05
—| C.3H 0.3 2,31 1,33 0,05 —0,81
1 3,3-Dimethyl-but-1-yn-1-ol
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Fortsetzung ...
Komplexe Donor Akzeptor AEﬁgg du-B dBcr—_B qAIM(H) qAIM(B)
H,0-- MeCOOH | 0.30 0.2|—46,74 | 1,13 1,11 049 —084
—| 03H 0.3 1,94 1,19 | 045 —1,02
H,0---MeCOOMe | 0.3H 0.2|-2651 1,94 1,19 | 044 —1,02
—| C.3H 0.3 2,83 1,66 0,01 —0,84
MeOH- - -H,CO 0.3H 0.2/-20,66 | 1,96 1,27 0,59 —1,10
MeOH.: --N-MeAc | 0.3H 0.2|-34,61 (1,84 1,20 061 —1,19
—| C.3H 0.3 2,49 1,50 0,08 —1,17
MeCOOH---H.CO | 0.3H 0.2|-38,73 | 1,79 1,14 0,48 —0,93
—| Co2H 0.3 243 1,37 | 006 —1,02
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Tabelle 2.5: Ergebnisse fiir wasserstoffverbriickte Komplexe mit Stick-
stoff als Donor oder Akzeptor. Fiir weitere Erlduterungen siche Tabel-

le 2.4.
Komplexe Donor Akzeptor AEﬁl;g du_B dBcrP_B qAIM(H) qAIM(B)
H>0- - -NH; 0.3H N.3|—-27,87 | 1,87 1,25 0,60 —0,98
H>O- - -MeNH, 0.3H N.3|-31,40 | 1,85 1,25 0,60 —0,94
H-20- - -MesNH 0.3H N.3|-32,98 | 2,04 1,24 0,60 —0,92
H>O---MesN 0.3H N.3|-35,01 | 1,83 1,24 0,59 —0,96
H,O- - -PhNT, 0.3H  N.pl3|—24,67|1,97 124 | 041 —1,05
H20O- - -MeaN — OH 0.3H N.3|—34,66 | 1,86 1,20 0,42 —0,69
H,O---H,C = CH — NHp| O.3H  N.pl3|-23,49|1,96 1,24 | 041 —1,06
H5O- - -Pyrrolidin 0.3H N.3|-35,46 | 1,83 1,23 0,51 —0,89
MeCOOH- - -MeNH, 0.3H N.3|-60,07 | 1,66 1,12 0,63 —0,99
—| N.3H 0.2 2,56 1,44 | 037 —1,20
MeOH.- - -MeNH, 0.3H N.3|-33,56 | 1,85 1,25 0,60 —1,19
MeOH- - -MeoNH 0.3H N.3|-35,84 | 1,85 1,25 0,60 —0,93
MeOH:- - -Pyrrolidin 0.3H N.3|-36,26 | 2,06 1,25 0,61 —0,90
M,0- - -N-MeAc O3H Nam|—21,14]202 126 | 040 —1,34
H,0- - -Tmidazol 0.3H N.2|-32,65 1,89 125 | 061 —1,11
H,0- - -MeN = CH, 0.3H N.2|-29,04 | 1,90 1,21 | 043 -1,24
H>O- - -Pyridin 0.3H N.ar(-30,59 | 1,89 1,21 0,43 —1,30
MeOH. - -Imidazol 0.3H N.2|-34,17 1,89 1,26 | 061 —1,11
MeNH;- - -H2O N.3H 0.3] —9,93|2,12 1,32 0,40 —1,09
MeNTHs,- - -MeOH N.3H 0.3|-11,79 | 2,16 1,35 | 037 —1,11
MeNH;- - -MeOMe N.3H 0.3|—-14,69 | 2,16 1,27 0,29 —0,95
Me>NH- - -H,0 N.3H 0.3|-10,80 | 2,12 1,32 | 049 —1,14
PhNH,- - -H>O N.pl3H 0.3|-17,05| 2,02 1,23 — —
Pyrrolidin- - -H,0 N.3H 0.3|-11,72 12,11 1,32 | 049 —1,12
Imidazol- - -H2O N.pl3H 0.3]-26,12 11,90 123 | 048 —1,15
MeNHs- - -H,CO N.3H 0.2|-1521 231 142 | 036 —1,11
CH, = NH.-- -H0 N.2H 03]—-12,37 12,09 1,25 | 0,30 —0,79
N—MeAc- - -H,0 N.amH 0.3]-21,46 | 1,98 1,26 | 044 —1,14
N—-MeAc---MeOH N.amH 0.3]—25,40 | 1,97 1,21 — —
N—MeAc- - -H,CO N.amH 0.2|-18,77 2,13 1,38 | 043 —1,10
MeNHz- - Tmidazol N.3H N.2|—22,10 | 2,31 1,44 | 0,37 —1,11
—| coH N.3 2,67 1,60 | 0,10 —1,00
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Tabelle 2.6: Ergebnisse fiir wasserstoffverbriickte Komplexe mit Schwefel
als Donor oder Akzeptor. Fiir weitere Erlduterungen siehe Tabelle 2.4.

Komplexe Donor Akzeptor|[AEGES [du_p decr_s|¢ ™ (H) ¢*™(B)
H2O- - -EtSH 0.3H S.3|—20,44 | 2,41 1,55 0,38 0,35
H>0- - -MeSMe 0.3H S.3]—22,70 | 2,36 1,52 0,38 0,34
H>O- - -MeSSMe 0O.3H S.3|—-17,11 | 2,45 1,57 0,38 0,15
H>O- - -H,CS 0O.3H S.2|—18,96 | 2,47 1,58 0,38 0,52
—| C.2H 0.3 2,53 1,47 0,02 —0,78
MeOH- - -MeSMe 0O.3H S.3|—23,54 | 2,37 1,54 0,40 0,34
MeOH.- - -H2CS 0O.3H S.2|—20,08 | 2,49 1,59 0,40 0,53
—| C.2H 0.3 2,568 1,50 0,02 -0,86
MeCOOH- - -MeSMe| O.3H S.3|-33,78 | 2,29 1,50 0,44 0,37
MeSH- - 1,0 S3H 03] —9,47 | 2,41 1,37 | 058 —0,01
EtSH- - -HoO S.3H 03| —9,26 242 146 | —001 —1,16

63



2.4 Quantenchemische Ergebnisse

Tabelle 2.7: Ergebnisse fiir die wasserstoffverbriickten Komplexe des
Testsatzes. Die Energien sind in kJ Mol ™! angegeben.

Komplex Donor Akzeptor| AEGSS AETPIC[Abs. Fehler Rel. Fehler

H,O-- -FCA*? 0.3H 0.3 —26,90 —24,21 2,69 %10
—| C3H 0.3H

MeOH. - -THF? 0.3H 0.3| —28,74 —26,25 2,49 % 9

FCA'.-.H20 0.3H 0.3| —40,59 —46,47 5,88 %14
—| 0.3H 0.3

FCA!...-H,0O 0.3H 0.3| —45,91 —45,33 0,57 % 1
—| 0.3H 0.3

MeOH.- - -Me3N 0.3H N.3| —37,85 —35,92 1,93 % 5

NH;- - -NH; N.3H N.3| —12,17 —12,17 0,00 % 0

MeNHy- - -MeNH, N.3H N.3| —14,74 —18,33 3,59 %24

MeyNH. - -Me;NH N.3H N.3| —18,44 —23,77 5,33 %29

MeyNH---N-MeAc | N.3H  N.pl3| —21,85 —23,79 1,94 % 9

N-MeAc- - -N-MeAc|N.pl3H 0.2| —34,99 —34,20 0,79 % 2

Adenin- - -H,0 N.3H 0.3| —50,14 —47,64 2,50 % 5
—| O.3H N.ar

G---C WC°7 N.pl3H 0.2]—-127,45% —79,85 | —47,59 %37
—|N.amH N.2
—|N.pI3H 0.2

A-..T WCS7 N.pl3H 0.2| —67,208 —45,24 | —21,96 %33
«—|N.amH N.ar

I...C WC pl ¢7 N.amH N.2| —99,65% —55,98 | —43,67 %44
—|N.pl3H 0.2

U---Upl &7 N.amH 0.2| —=55,27% —36,29 | —18,97 %34
«—|N.amH 0.2

2-Py. . -2-ApP910 N.amH N.ar|—66,61'Y —4524 | —21,37 %32
—|N.pI3H 0.2

Formamid Dimer |N.amH 0.2|—63,60'2 —35,64 | —27,96 %44
«—|N.amH 0.2

DNA-M1'3 N.pl3H 0.2|—43,12™ —4524 2,11 % 5
«—|N.amH N.ar

DNA-M215 N.pl3H 0.2|-79,55 —79,85 0,30 <% 1
—|N.amH N.2
—|N.pl3H 0.2

4 FCA ist D-a-Fucose

5 THF ist Tetrahydrofuran

6 A ist Adenin, C ist Cytosin, G ist Guanin, I ist Inosin, T ist Thymin, U ist Uracil
" WC steht fiir Watson-Crick-Struktur, pl fiir planare Geometrie

8 Ref [101], MP2, aug-cc-VTZ Basis

9 9-Py steht fiir 2-Pyridoxin

10 9 AP ist 2-Aminopyridin

' Ref [44], MP2, aug-cc-VTZ Basis

12 Ref [44], MP2, aug-cc-VQZ Basis

13 Komplex von N-Methylen-Methan-Diamin und N-Formyl-Formamid

1 Ref [2]

5 Komplex von N-(Aminomethyl)-Formamid und (E)-N-(Aminomethylen)-Formamid
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3

Chemisch diverses Scoring fiir FlexX

In diesem Kapitel stelle ich die Entwicklung und Validierung der Bewertungs-
funktion AISCORE vor, die H-Briicken in Abhéngigkeit des chemischen Kontex-
tes beriicksichtigt. Die Untersuchungen zur Vorhersagekraft dieser neuen Bewer-
tungsfunktion sind in einer Arbeit zusammengefasst, die bei Journal of Medicinal
Chemistry zur Veroffentlichung eingereicht wurde. [126].

AISCORE ist fiir das Docking-Programm FLEXX entwickelt worden, weshalb
ich auf die Algorithmen und Besonderheiten von FLEXX in Kapitel 3.3 eingehe.
Grundlage fiir AISCORE ist das LubDI-Modell, welches im Zusammenhang mit der
FLEXX-Bewertungsfunktion FLEXXSCORE beschrieben wird (Kapitel 3.3.1).

Da der Code von FLEXX seit nunmehr 11 Jahren immer weiterentwickelt
wird, sollte dieser soweit moglich unangetastet bleiben. Deswegen wird die che-
mische Diversitédt in der Bewertungsfunktion iiber neue molekulare Subgraphen
und dazu gehorige Wechselwirkungsgeometrien implementiert. Die quantenche-
mischen ab initio-Ergebnisse aus Kapitel 2.4 sind die Basis fiir die diversen
Wechselwirkungsenergie-Inkremente. Die einzige Anderung am Code von FLEXX
besteht in einem Algorithmus fiir die Behandlung von multifurkaten Wasserstoff-
briicken (Kapitel 3.4.3).

Fiir die Entwicklung und Validierung war ein Satz von Protein-Ligand-
Komplexen mit bekannter experimenteller Struktur und freien Bindungsenergie
notig. Seine Erstellung wird in Kapitel 3.4.4 beschrieben.

Ein Vergleich von AISCORE und der urspriinglichen Bewertungsfunktion von
FLEXX findet sich in Kapitel 3.5.

3.1 Molekulares Docking

Molekulares Docking ist eine algorithmische Methode, um die dreidimensionale

Struktur eines Komplexes aus einer Proteinbindetasche und einem Liganden vor-
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herzusagen. [16] Die Freiheitsgrade des Docking-Problems sind die relative Orien-
tierung des Liganden zum Rezeptor und die Konformationen, die die beteiligten
Molekiile bei der Komplexierung einnehmen. Neben der Konformationsgenerie-
rung ist auch die energetische Bewertung wichtig. Hierfiir werden Bewertungs-
funktionen eingesetzt, die auf Basis einer dreidimensionalen Komplexstruktur
energetische Aussagen machen (siehe unten, Kapitel 3.2).

Die meisten Programme behandeln den Rezeptor als rigide und modellieren
lediglich die konformationelle Beweglichkeit des Liganden. Moderne Docking-
Programme sind heute in der Lage, die Geometrie von Protein-Ligand-Komplexen
mit einer guten Genauigkeit vorherzusagen und dabei auch die Flexibilitdt des
Liganden voll zu beriicksichtigen.

Aktuelle Docking-Algorithmen unterscheiden sich z.B. darin, wie der Konfor-
mationsraum abgetastet wird, in der Beschreibung der molekularen Wechselwir-
kungen, wie die Platzierung des Ligand im Rezeptor bestimmt wird und natiirlich
in der Rechenzeit, die pro Ligand benotigt wird.

Bei den Rigid-Body-Methoden wird der Konformationsraum von Protein und
Ligand fix gehalten. Dadurch reduziert sich das Docking-Problem darauf, diejeni-
ge relative Lage der beiden starren Korper zu finden, die der niedrigsten Energie
entspricht. Die erste Docking-Software iiberhaupt war das Programm DocCK. [127]
Es basiert auf der der Idee, durch einen rein geometrischen Algorithmus einen
starren Liganden in eine starre Proteinbindetasche einzuplatzieren.

Um unterschiedliche Konformationen eines Liganden beim Docking zu bertick-
sichtigen, kann man die oben beschriebenen Rigid-Body-Methoden auf einen Satz
von verschiedenen starren Konformationen des Liganden anwenden. Da die An-
zahl der moglichen Konformere selbst bei kleinen Molekiilen mit wenigen konfor-
mationellen Freiheitsgraden schnell mehrere hundert Millionen erreichen kann,
sind diesem Ansatz enge Grenzen gesetzt.

Ein sehr eleganter Weg, die konformationelle Flexibilitdt schon direkt beim
Docken zu beriicksichtigen, ist die Fragmentierung des Liganden. Der Ligand wird
dabei in verschiedene Fragmente zerteilt, die jedes fiir sich als starr behandelt

werden.

3.2 Bewertungsfunktionen

Der Schwachpunkt aktueller Programme sind nicht die Docking-Algorithmen zur

Berechnung der geometrischen Struktur eines Komplexes selbst, sondern ist die
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Ungenauigkeit der Bewertungsfunktionen, die benutzt wird, um die Wechselwir-
kung von Ligand und Protein abzuschéitzen. Diese Bewertungsfunktionen sind
die Zielfunktionen, deren Minimum beim Docking gefunden werden soll. [128]
Typische Vertreter von Docking-Programmen erzeugen in aller Regel einen
Satz von moglichen Bindungsmodi. Die Bewertungsfunktion hat deswegen zwei

Funktionen:

e Wihrend des Dockings werden verschiedene Orientierungen des selben Ligan-
den im selben Rezeptor bewertet. Die Bewertungsfunktion muss die nativ-dhn-
lichste Orientierung unter allen anderen identifizieren.

e Fiir diese Orientierung soll die Bewertungsfunktion einen Wert liefern, der der

experimentellen Bindungsenergie nahe kommt.

Selbst, wenn das Docking das richtige Konformer und die richtige Platzierung vor-
hersagt, versagt der ganze Docking-Ansatz, wenn die Bewertungsfunktion nicht
korrekte Platzierungen von falschen unterscheiden kann und somit ,,echte* Ligan-
den nicht identifiziert werden kénnen. [129]

Aktuelle Bewertungsfunktionen sind noch weit davon entfernt, die freie Bin-
dungsenergie akkurat berechnen zu kénnen. Die Bindung eines Liganden im Kom-
plex ist durch eine Kombination von enthalpischen und entropischen Effekten
bestimmt. Das ist oft ein konzeptionelles Problem, denn die meisten Bewertungs-
funktionen sind mehr auf die Erfassung von enthalpischen denn entropischen
Effekten ausgerichtet. Die Entropie wird in der Regel durch sehr starke Verein-
fachung approximiert. In FLEXXSCORE z.B. wird die Anzahl an Torsionswin-
kel zur Beschreibung des Entropieveriustes wihrend der Komplexierung benutzt.
Schwierig ist es auch Solvatations-Effekte zu quantifizieren. Entweder werden hier
grobste Abschétzungen gemacht, oder diese Beitridge werden direkt ganz ignoriert.

Zusétzlich miissen die Bewertungsfunktionen recht fehlertolerant beziiglich
kleiner geometrischer Abweichungen sein, da schnelle Docking-Algorithmen die
Struktur eines Liganden im Komplex nur sehr grob berechnen. Eine vollstdndige
Geometrieoptimierung wére jedoch zu aufwendig, als dass ein solches Prozedere
dann noch schnell genug wére, um bei High- Throughput-Studien anwendbar zu
sein.

Zurzeit wird an zwei Arten von Bewertungsfunktionen geforscht: empirische

Bewertungsfunktionen und wissensbasierte Bewertungsfunktionen.
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3.2.1 Empirische Bewertungsfunktionen

Empirische Bewertungsfunktionen [130] versuchen die mafigeblichen Elemente der
freien Bindungsenergie als eine Summe verschiedener Terme auszudriicken. Die
Wichtungen der einzelnen Terme werden entweder an experimentelle Daten durch
multivariante Regressionsmethoden angepasst oder durch physikalische Erwagun-
gen bestimmt.

Die erste Funktion dieser Art wurde von BOHM fiir das de novo-Programm
Lupr [34, 35] entwickelt. Eine Weiterentwicklung davon kommt in FLEXX zur
Anwendung und bildet die Grundlage fiir diese Arbeit. Deswegen wird in Kapi-
tel 3.3.1 weiter unten noch genauer darauf eingegangen.

Die Leistung einer empirischen Bewertungsfunktion héngt stark von Qualitat
und Quantitdt der Daten ab, an die die verschiedenen Parameter angepasst wur-
den. Eines der Hauptprobleme bei der Entwicklung einer Bewertungsfunktion
ist die Verfiighbarkeit diverser und akkurater experimenteller Daten. Ein Weg,
dieses Problem zu beheben, ist es, die experimentellen Daten durch Ergebnisse

quantenchemischer ab initio-Rechnungen zu erweitern.

3.2.2 Wissensbasierte Bewertungsfunktionen

Wissensbasierte Bewertungsfunktionen werden aus statistischen Analysen von ex-
perimentellen Daten abgeleitet.

Die Grundidee hinter wissensbasierten Bewertungsfunktionen ist die Annah-
me, dass Eigenschaften, die hdufig in Strukturen beobachtet werden, energetisch
glinstig sind. Bei den drei am weitesten verbreiteten wissensbasierten Bewertungs-
funktionen sind diese Eigenschaften Atom—Atom-Abstéande. [131, 132, 133, 134,
135] Aus einem Satz von experimentellen Daten wird fiir jedes mogliche Paar
von Atomtypen das Vorkommen in Abhéngigkeit vom Abstand gezéhlt. Die re-
sultierenden Histogramme werden dann iiber die inverse BOLTZMANN-Gleichung
in eine Energiefunktion konvertiert. Fiir die Bewertung einer Ligand—Rezeptor-
Konformation werden dann die Werte dieser Energiefunktion fiir alle interatoma-

ren Paare aufaddiert.
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3.3 FlexX

FLEXX ist ein Computerprogramm zur Voraussage von Protein-Ligand-Wechsel-
wirkungen. FLEXX kombiniert einen sehr schnellen Docking-Algorithmus auf Ba-

sis des inkrementellen Aufbaus mit einer einfachen Bewertungsfunktion.

3.3.1 Wechselwirkungen in FlexX

Als Modell fiir die molekularen Wechselwirkungen wurde bei FLEXX das LUDI-
Modell [34, 35, 36, 136, 37] adaptiert. Eine Wechselwirkungsgruppe besteht hier-
bei aus einem Wechselwirkungszentrum und einer Wechselwirkungsfliche (Abbil-
dung 3.1).

Zwei Wechselwirkungsgruppen verschiedener Molekiile gehen eine Bindung
ein, wenn das Wechselwirkungszentrum des einen Molekiils ungefédhr auf der
Wechselwirkungsfliche des anderen liegt und vice versa (Abbildung 3.1). Jedoch
miissen die beiden Wechselwirkungsgruppen kompatible Wechselwirkungstypen
sein, z.B. eine Gruppe représentiert einen Wasserstoffbriickendonor und die an-
dere ist ein Wasserstoftbriickenakzeptor.

Jeder Wechselwirkungsgruppen w ist ein Wechselwirkungsenergie-Inkrement
AG, zugewiesen. Fiir eine bestehende Bindung besteht die Match Score AG;,

aus der Summe aller an dieser Bindung beteiligten Inkremente AG,, des Typs ia.

Wechselwirkungsfldche Wechselwirkungsfldche
Akzeptor-O von H,0® Donor-OH von H,0®)

|
Kontakte

Abbildung 3.1. LubpI-Wechselwirkungsmodell am Beispiel des Wasserdimers.
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Die Bindung kann eine Wasserstoffbriicke sein (ia = hb), eine ionische Bindung
(ia = i0), oder es kann sich um eine lipophile Wechselwirkung handeln (ia = lipo).
Fiir FLEXX wurde das Modell um Terme fiir aromatische (ia = aro) und metal-
lische (ia = metal) Wechselwirkungen erweitert. Aulerdem wurden hydrophobe
Kontakte eingefiihrt. [30]

Die freie Bindungsenergie eines ganzen Komplexes ist die Summe aller indivi-
duellen Match Scores AGi, und des Entropieverlustes. [36]

AG = AG(O + AGrot]\/vrot
—|—AGhb Z f (A’f’, AO&)

HBonds

+AGi, Z f(Ar, Aa)

ion.int.

+AG 0 Z f(Ar, Aa)

arom.int.

+AGmetal Z f (A?”, AO[)

metal.int.

—f—AGlipO Z f1 (AT)

lipo.int.

+AGambig Z fl (AT)

ambig

+AGc1ash Z fQ (AT) (31)

clash

mit

f(Ar, Aa) = fi(Ar) - f1(A«) (3.2)
Ar=r—rg (3.3)
Ao =a— ag (3.4)

Beim LubDI-Modell beschreiben AGy und AG,ot Nyt den Entropieverlust des
Liganden. Der erste Term trégt dem Einfrieren translatorischer und rotatorischer
Freiheitsgrade des Liganden Rechnung. Der zweite Term beriicksichtigt die Fest-
setzung der freidrehbaren Einfachbindungen des Liganden im Komplex. AGyy,
und AGi,, AGao und AGera sind die Match Scores AGh, jeweils von Was-
serstoffbriicken, ionischen, aromatische und metallische Wechselwirkungen. Die
entsprechenden Energieinkremente AG,, sind an experimentelle Bindungsener-

gien angepasst. Bei geladenen Wasserstoftbriicken wird ein zusétzlicher Faktor
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fi(4) f2(4)

Abbildung 3.2. Die Straffunktionen von LUDI.

von 1,667 fiir jeden Kontakt mit einer Gruppe, deren Ladung einen bestimmten
Grenzwert iiberschritten hat, auf AGy, multipliziert.

Die letzten drei Terme mit AGhipo, AGambig Und AG e schliefilich bewerten
Atom-Atom-Kontakte zwischen Rezeptor und Ligand. AGj;,, beriicksichtigt da-
bei nur Paare von unpolaren Atomen, AGyupie nur Paare aus einem polaren und
einem unpolaren Atom. AG .sn bestraft Uberlappungen von Protein und Ligand.

All diese Bindungen haben typische Bindungslédngen, Wasserstoftbriicken sind
sogar sehr stark abstandabhingig und hochgradig gerichtet (siehe Kapitel 2.1).
Um diesem Umstand Rechnung zu tragen, benutzt das LubDI-Modell eine Straf-
funktion f (Ar, Aa), die Abweichungen Ar vom idealen Bindungsabstand ry und
Abweichungen A« vom idealen Bindungswinkel oy bestraft. f; und f; sind in
Abbildung 3.2 dargestellt.

Alle Wechselwirkungstypen, die in FLEXX implementiert sind, sind in Tabel-
le 3.1 aufgelistet. Um funktionellen Gruppen eine passende Wechselwirkungsgeo-
metrie zuzuweisen, wird in einer Graphdarstellung des Molekiils (mit den Sy-
BYL-Atomen als Knoten und den Bindungen als Kanten) nach charakteristischen
Subgraphen gesucht. In einer Liste sind die entsprechenden Subgraphen und die
passenden Wechselwirkungsgeometrien abgelegt. Nach dem Einlesen des Molekiils
werden dann entsprechend der gefundenen Subgraphen die Wechselwirkungsgeo-
metrien zugewiesen.

In der urspriinglichen Version von FLEXXSCORE sind alle Wechselwirkungs-
energie-Inkremente AG,, identisch fiir alle Wasserstoffbriickendonoren- und ak-
zeptoren (AG,, = —2,35 kJ Mol™!), vllig unabhiingig von ihrem jeweiligen che-
mischen Kontext. Wie jedoch die quantenchemischen ab initio-Ergebnisse aus
Kapitel 2.4 gezeigt haben, variiert die Wechselwirkungsenergie von Wasserstoff-

briicken in einem sehr weiten Bereich.
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Tabelle 3.1. Wechselwirkungen in FLEXX. Die Wechselwirkungsenergie-Inkremente AG,, sind in

kJ Mol™! angegeben, die idealen Bindungsradii ro in A.

Wechselwirkungs-Typ ia AG., o
H-Briicken-Akzeptor 111(1)) :i: ?g 1,9
sp2-H-Akzeptor 111: :i: zl)’?) 1,9
COO™-H-Akzeptor io —-4,7 1,9
H-Briicken-Donor 111: :i: zl)’?) 1,9
Metall-Akzeptor metal —-2,35 2,0
lipophiler Kontakt lipo —-0,35 4,0—-4,8
aromatische Wechselwirkung arom —0,35 4,5
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Auch wurde bereits gezeigt, dass Schwefel ein H-Briickenakzeptor von ver-
gleichbarer Stérke wie Sauerstoff ist. Dieser Tatsache wird im Bewertungsschema
von FLEXX nicht Rechnung getragen, da Schwefel hier erst gar nicht als Wech-

selwirkungszentrum behandelt wird.

3.3.2 Flexibles Docking in FlexX

FLEXX beriicksichtigt die Flexibilitat des Liganden, in dem es ihn in Fragmente
zerteilt und diese durch inkrementellen Aufbau im Rezeptor zu einer bindenden
Konformation zusammensetzt (Abbildung 3.3). Der Ligand wird an allen azykli-
schen rotierbaren Einfachbindungen zerteilt. Einfachbindungen zu Methyl- und
Amingruppen werden als frei rotierbar definiert. Ringsysteme werden nicht zer-
legt.

Als Ankerpunkt fiir den inkrementelle Aufbau, werden ein oder mehrere Basis-
fragmente bendtigt. Ein geeignetes Basisfragment muss mindestens zwei, besser
drei Wechselwirkungszentren besitzen und nur wenige Konformationen. Alle ge-
eigneten Basisfragmente werden unabhéngig voneinander in das aktive Zentrum
des Proteins platziert und anschlieend, ausgehend von allen Platzierungsvor-
schlage, die jeweils iibrigen Fragmente zu verschiedenen Konformationen des Li-
ganden inkrementell im aktiven Zentrum aufgebaut.

Das Platzieren der Basisfragmente geschieht durch einen Pose Clustering-
Algorithmus. [137] Pose Clustering kommt aus der Mustererkennung und wurde
urspriinglich entwickelt, um Modelle in Szenen mit unbekannter Kameraposition
zu erkennen. Der fiir FLEXX angepasste Algorithmus sucht Ubereinstimmun-
gen von jedem Dreieck aus Wechselwirkungsgeometrien des Liganden mit jedem
Dreieck aus Wechselwirkungsgeometrien des Proteins (Abbildung 3.4).

Jedes neue Fragment wird der bereits aufgebauten Teilstruktur mit jeweils
mehreren unterschiedlichen Torsionswinkeln an azyklischen Einfachbindungen
hinzugefiigt. Diese Winkel sind ein diskreter Satz von niedrig-energetischen Tor-
sionswinkel aus der MIMUMBA-Datenbank. [138, 139] Fiir die Generierung unter-
schiedlicher niedrig-energetischer Konformationen von Ringsystemen ruft FLEXX
das externe Programm CORINA [140, 141, 142, 143] auf.

Nach jedem Anfiigen eines Fragmentes in all seinen moglichen Torsionswin-
keln liegt ein Satz von Losungen vor. Das néchste Fragment miisste jetzt an alle
Elemente dieses Losungssatzes wieder mit unterschiedlichen Torsionswinkeln ad-
diert werden. Um den inkrementellen Aufbau noch effizient fortsetzen zu kénnen,

wird nicht der volle Losungssatz von einer Iteration in die néchste {ibernommen.
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Fragmentieren

Abbildung 3.3. Inkrementeller Aufbau

FLEXX verwendet eine Greedy-Strategie, bei der immer nur die besten k& Losun-
gen im Losungssatz verbleiben. Zusétzlich werden die 100 besten Losungen pro
Basisfragment mit iibernommen.

Durch dieses Konformations-Modell kénnen fiir ein Molekiil von einer Grofe,
die typisch fiir pharmazeutische Leitstrukturen ist, einige Millionen Konforma-
tionen generiert und bewertet werden.

Durch die gleichzeitige Verwendung von verschiedenen Basisfragmenten als
Ausgangspunkt fiir unterschiedliche inkrementelle Konstruktionen tut sich ein

subtiles Problem auf. In einem Losungssatz sind alle Teilplatzierungen ausge-
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Ligand Protein

Abbildung 3.4. Pose Clustering in FLEXX. Ein Dreieck aus Wechselwirkungsgeometrien des Liganden
(griin) wird mit einer geeigneten Transformation mit einem Dreieck aus kompatiblen Wechselwirkungs-
geometrien des Proteins (blau) iiberlagert. Aus algorithmischen Griinden werden die Wechselwirkungs-

flichen des Proteins durch diskrete Punkte angenédhert.

hend von allen Basisfragmenten enthalten. Da aber die Teilplatzierungen unter-
schiedlich lang sein konnen und auch unterschiedliche Matches haben konnen,
sind deren Energien nicht direkt vergleichbar. Um dennoch ein Kriterium fiir die
Greedy-Strategie zu haben, schiatzt FLEXX die Energie, die von den noch nicht
platzierten Fragmenten zu erwarten ist, ab. Dafiir wird geschaut, ob das betref-
fende Fragment in einer Teilplatzierung eines Basisfragmentes bereits bewertet
wurde. Die Match Score fiir diese Platzierung wird dann zur Abschétzung der zu
erwartenden Wechselwirkungsenergie fiir dieses Fragment verwendet.

Ist das Fragment in keiner Platzierung bisher vorgekommen, wird dessen po-
tenzieller Beitrag durch Aufsummieren aller moglichen Match Scores aller Wech-

selwirkungsgruppen des Fragments angenommen.
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3.4 AIScore — Chemisch diverses Scoring

Im Folgenden sollen die Ideen hinter AISCORE vorgestellt werden.

3.4.1 Chemisch diverse Subgraphen

Eine Verbesserung des bestehenden FLEXXSCORE muss eine groflere chemische
Diversitat zulassen. Somit liegt es auf der Hand, mehr unterschiedliche molekulare
Subgraphen und somit auch mehr verschiedene Wechselwirkungsgeometrien zu
implementieren.

In dieser Arbeit wurde in Kapitel 2.3.1 bereits ein Verfahren vorgestellt, kom-
binatorisch unterschiedliche chemische Umgebungen fiir Wasserstoffbriickendo-
noren und -akzeptoren zu generieren. Genau dieselben Baumstrukturen habe
ich verwendet um molekulare Subgraphen fiir FLEXX zu generieren, mit denen
ich den Wechselwirkungszentren in unterschiedlichen chemischen Kontexten auch
unterschiedliche Wechselwirkungsflachen und Wechselwirkungsenergien zuordnen
kann.

Jeder einzelne dieser Subgraphen weist einer funktionellen Gruppe eine unter-
schiedliche Wechselwirkungsgeometrie zu. So kann beriicksichtigt werden, dass
Wasserstoffbriickenenergien eben so unterschiedlich sein kénnen. Dabei wurden
den Subgraphen von allgemeineren Strukturen (oben in der Baumstruktur) nied-
rigere Prioritdten zugewiesen als solche, die hochspezifische chemische Kontexte
reprasentieren. Einer funktionellen Gruppe wird diejenige Wechselwirkungsgeo-
metrie zugewiesen, deren molekularer Subgraph die hochste Prioritét besitzt.

Abbildung 3.5 veranschaulicht die Zuweisung der Wechselwirkungsgeometrien
einmal, wie sie das originale FLEXXSCORE vornimmt, und einmal, wie durch das
neue AISCORE geschehen. Man erkennt deutlich, wie die Diversitéat der Wechsel-
wirkungstypen erhoht wird.

3.4.2 Optimieren der Parameter

Die Vielfalt der Subgraphen erlaubt eine feinere Differenzierung der Wechsel-
wirkungsgruppen und somit auch der Wechselwirkungsenergie-Inkremente der
Bewertungsfunktion. Dafiir miissen nun neue Parameter fiir Akzeptor- und Do-
norkontakte angepasst werden.

In Kapitel 2.4.2.2 wurde ein Verfahren vorgestellt, um die Gesamtwech-
selwirkungsenergie einer singuldren Wasserstoffbriicke in additive Donor- und

Akzeptorenergie-Inkremente fiir das Wasserstoftbriicken-Inkrementesystem HBINC
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FLEXXSCORE AISCORE

HN.3(amid) 0.2(coor)
0.3(coo

S.3(sulfid)

Abbildung 3.5. Vergleich der Wechselwirkungsgeometrien, wie sie bei diesem hypothetischen Molekiil
von FLEXXSCORE und von AISCORE zugewiesen werden.

aufzuteilen. Im Prinzip kénnen diese Inkremente von HBINC direkt zur Berech-
nung der Match Score fiir eine gegebene Wechselwirkung dienen. Jedoch sind
diese Inkremente von ab initio-Rechnungen in vacuo abgeleitet worden — Solvat-
ationseffekte sind hier nicht beriicksichtigt.

In der Realitét sind sowohl das Protein als auch der Ligand solvatisiert und
miissen erst teilweise desolvatisiert werden bevor der Protein—Ligand-Komplex
gebildet werden kann. Die Energie die dafiir benétig wird, fithrt typischerweise
zu einer Verringerung der Gesamtkomplexbindungsenergie.

In dieser Arbeit wird angenommen, dass diese Verringerung fiir ein gegebe-
nes Losungsmittel (z.B. Wasser) linear mit der Wasserstoffbriickenstérke skaliert.
Mit dieser Annahme konnen die Solvatationseffekte auf die Wasserstoftbriicken-
donoren und Wasserstoffbriickenakzeptoren mit einem einzigen Faktor f;, der
alle in vacuo-Inkremente skaliert, modelliert werden. Dieser Faktor wird an die
experimentellen Bindungsaffinitéten des Trainingssatzes (siehe Kapitel 3.4.4) an-
gepasst.

Die Bindungsenergie von starken Wasserstoftbriicken in konjugierten molekula-
ren Systemen, die durch RAHBs charakterisiert sind (z.B. DNA-Basen, siehe Ka-
pitel 2.1 und 2.4.3), werden durch das additive HBINC systematisch unterschétzt.
Aus diesem Grund und wegen der Wichtigkeit dieser Wasserstoffbriicken in bio-
logischen Systemen, wurden spezielle Wechselwirkungsenergien fiir solche funk-

tionellen Gruppen auch an die experimentellen Werte angepasst.
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Die Wechselwirkungsenergien von Salzbriicken kénnen mit quantenchemischen
Methoden in vacuo nicht berechnet werden, da Zwitterionen in Abwesenheit eines
polaren Losungsmittels nicht stabil sind. Deshalb wurden die Wechselwirkungs-
energien von vier Typen von ionischen Wechselwirkungen (siehe Tabelle 3.5)
ebenfalls optimiert, um die experimentellen Daten des Komplexsatzes wieder-
geben zu konnen.

Lipophile Wechselwirkungen sind erheblich schwécher als Wasserstoftbriicken
und ionische Wechselwirkungen. Thr Ursprung liegt hauptséchlich im entropischen
Effekt — die entsprechenden Gruppen werden vom Losungsmittel ausgeschlossen.
Um diese Effekte ab initio zu berechnen, wéren explizit ein Losemittel und eine
Konformationsmittelung nétig. Mit heutigen Computer-Ressourcen ist das fiir
den gesamten Datensatz auflerhalb unserer Reichweite.

Obwohl lipophile Wechselwirkungen so schwach sind, diirfen sie nicht ver-
nachléssigt werden, da sie in biologischen Systemen reichlich vorhanden sind.
Da AISCORE mit vollig anderen Wasserstoffbriickenstiarken als FLEXX arbei-

tet, wurden zwar die aliphatischen und aromatischen Wechselwirkungsgeometrien

Tabelle 3.2. Parameter, die optimiert werden.

Name Beschreibung Héufigkeit
scaling

fs Solvatationsfaktor 482
Spezielle Wasserstoffbriicken

0.2(peptide) sp?-Akzeptor-O im Pepetid-Geriist 79

0.2(po) sp2-Akzeptor-O mit einer partiellen Ladung an einem P 31

N.2(HIS) aromatisches N im Imidzolring von Histidin 2

HN.3(DNA) H-Donor des Amid-N in Guanin-&hnlichen Ringen 5

HN.3(peptide) H-Donor des Amid-N im Peptid-Geriist 108
Ionische Wechselwirkungen

0.co2(coo-) negativ geladenes O in Carboxylatgruppen 151

0.co2(po) negativ geladenes O an einem Phosphor 15

HN-+ positiv geladenes Donor—N 12

HN+(ARG) positiv geladener H-Donor von Arginin 78

Metallische Weschelwirkungen

metal_d Ubergangsmetall-Atome 5

metal_s Alkali- und Erdalkali-Atome 4

metal_sp2 sp2-Metall-Akzeptor 5

metal_arom aromatischer Metall-Akzeptor 3
Lipophile Wechselwirkungen

aroml m-System eines aromatischen Rings 636

arom?2 C-Atom eines aromatischen Rings 108

CH CH-Gruppe beliebiger Hybridisierung 528
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iibernommen, ihre Wechselwirkungsenergien hingegen wurden zusammen mit den
anderen Parametern an die experimentellen Daten des Komplexsatzes angepasst.

Grundsétzlich sind auch Metall-Ligand-Wechselwirkungen mit quantenchemi-
schen ab initio Methoden berechenbar, wenn ein Grofiteil der Elektronenkorrela-
tion mitberiicksichtigt wird (siehe Kapitel 4.2.1). Jedoch neigen Metallatome und
-ionen dazu, mit multiplen Liganden gleichzeitig zu komplexieren und eine sinn-
volle Aufteilung der Gesamtwechselwirkungsenergie ist nicht mehr offensichtlich.
Deswegen wurden auch diese Inkremente an die experimentellen Werte gefittet.

Um die oben beschriebenen Parameter, die nicht durch ab initio-Rechnungen
bestimmt wurden, sowie den Solvatationsfaktor f; an die experimentellen freien
Bindungsenergien der 100 Komplexe im Protein-Ligand-Datensatz anzupassen,
wurde folgendes Optimierungsverfahren gewahlt:

Der Ligand wird in der Bindungsmode bewertet, die er in der Kristallstruktur
einnimmt (Referenzstruktur). Fiir alle Komplexe des Trainingssatzes wird die

lineare Korrelation 72

zwischen der Bewertungsfunktion und den experimentellen
Bindungsenergien als Funktion der freien Parameter berechnet und r? beziiglich

dieser Parameter maximiert.

* (AGHN 3(peptid) s AG0 2(peptid) s AG0 2(poys AGHN 3(DNA) s AGN 2(118)
AGo.co2(coo) AGHN1(ARG), AGO.co2(po)s AGHN Y,
AG metal_sp? s AGmetal_ds AGmetal_s; AGmetal_arom
AG arom1; AGcn, AGarom2,
fs) = Max. (3.5)

Eine Aufstellung, welche Parameter optimiert werden, findet sich in Tabelle 3.5.

Die Optimierung startet mit zehn schnellen Grid-Suchldufen auf einem volldi-
mensionalen Gitter mit einer Schrittweite von 0,05 kJ Mol und einem zufilli-
gen Startvektor. So wird eine Abschétzung fiir das globale Maximum der linearen
Korrelation erhalten. Anschliefend wird diese Abschétzung mit einem konjugier-
ten Gradientenverfahren verfeinert. [144] Die ersten Ableitungen von r? werden
dabei numerisch bestimmt.

Es werden nur die Energie-Inkremente AG,, der Wechselwirkungsgeometrien
wahrend der Optimierung geéndert. Alle anderen Parameter von der FLEXX-

Bewertungsfunktion (z.B. fiir die Abschitzung des Entropieverlustes oder die
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Abbildung 3.6. Verschiedene Arten von bifurkaten Wasserstoffbriicken.

Clash-Inkremente) sind so belassen worden wie in der Originalversion von FLEXX-

SCORE.

3.4.3 Mehrfach gegabelte Wasserstoffbriicken

Mehrfach gegabelte Wasserstoffbriicken, die ein Atom gemeinsam haben, wur-
den 1939 von ALBRECHT und COREY [145] das erste Mal fiir moglich gehalten.
Die Autoren schlugen eine ,bifurkate Bindung“ (siehe 1 in Abbildung 3.6) vor,
um die Kristallstruktur von a-Glycin zu erklaren. Spéter wurden dann der Ter-
minus ,,bifurkate Wasserstoftbriicke* auch fiir andere Konfigurationen verwendet
(siche 2 und 3 in Abbildung 3.6), die z.B. in bestimmten Wasserdimeren oder
-trimeren vorkommen. Gegabelten H-Briicken werden heute zur Erkldrung einer
groflen Anzahl biologischer Strukturen und vieler Wechselwirkungen in ihnen be-
nutzt und sie finden sich in ca. 70% der Kristallstrukturen von zwitterionischen
Aminoséuren.

FLEXX behandelt solche Wasserstoffbriicken nicht gesondert. Es werden alle
Wechselwirkungszentren, die auf derselben kompatiblen Wechselwirkungsfliche
liegen (nach Skalierung durch f(Ar, Aa)) voll zur Gesamtenergie hinzuaddiert.
In Extremfillen wird eine gegabelte H-Briicke wie mehrere vollstdandige, separate
Kontakte bewertet.

Um zu illustrieren, wie wichtig eine gesonderte Behandlung bifurkater Wasser-
stoffbriicken ist, wurden quantenchemische ab initio-Rechnungen an zwei Modell-
system durchgefithrt. Methoden und Basissétze sind dabei die gleichen wie bei
den Rechnungen in Kapitel 2.3. Ein Vergleich der Ergebnisse von Formaldehyd
komplexiert einmal mit der ¢trans-Form von 1, 2-Ethendiol (eine H-Briicke, Abbil-
dung 3.7 links) und einmal mit der cis-Form (bifurkate H-Briicke, Abbildung 3.7
rechts) zeigt, dass eine gegabelte Wasserstoffbriicke eine deutliche geringen Bin-

dungsenergie liefert als zwei separate H-Briicken.
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oy
B

= —25.25 kJ Mol™! AG = -36.80 kJ Mol™

Abbildung 3.7. MP2-Wechselwirkungsenergien von Formaldehyd komplexiert mit ¢trans-1,-Ethendiol
(links) und mit cis-1, 2-Ethendiol (rechts).

Die undifferenzierte Behandlung bi- und multifurkater Wasserstoftbriicken
fithrt in FLEXX dazu, dass wiahrend des inkrementellen Aufbaus solche partiellen
Positionierungen der Liganden mit vielen H-Briicken unrealistisch hoch bewertet
und damit bevorzugt werden. Auf der anderen Seite kommt es selbst bei korrekter
Geometrie des Komplexes so zu einer Uberschiitzung der Bindungsenergie.

Um multifurkate Wasserstoffbriicken in FLEXX beriicksichtigen zu koénnen,
wird die Annahme gemacht, dass jede Wechselwirkungsgeometrie ihre Wechsel-
wirkungsenergie immer nur einmal zur Gesamtbindungsenergie beisteuern kann,
unabhéngig davon, wie viele Kontakte sie in einem gegebenen Komplex hat. Hat
ein Wechselwirkungszentrum mit der match score Eyaen also n-viele Kontak-
te, so triagt sie zu jedem Kontakt nur Epaen/n bei. So wird auf Rezeptor- und
Ligandseite verfahren.

Eine schematische Erklarung dieses Modells (XFURCATE genannt) fiir eine
bifurkate Wasserstoftbriicke und ein Vergleich mit dem originiren Bewertungs-
schema von FLEXX ist in Abbildung 3.8 zu finden.

Das XFURCATEModell kann einfach auf multifurkate Wasserstoftbriicken er-

weitert werden.
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FLEXX XFURCATE

T \‘(
H H

AGXH ~ Pd AGYH AGXH ~ Pd AGYH
N\, AGO 7’ N\, AGO 7’
J\Oll J\Oll
AG, + AGyy AGy + AGyy AG,/2 + AGyy AG,/2 + AGyy
AGy + AGyy + AGy + AGyy AGy/2 + AGyy + AG,/2 + AGyy
= 2AG,, + AGyy + AGyy = AGy + AGyy + AGyy

Abbildung 3.8. Schematische Darstellung der Unterschiede in der Bewertung von bifurkaten Was-
serstoffbriicken. AGo ist das Energieinkrement fiir einen spQ—Sauerstoff, AGxna und AGvyy sind die
H-Briickendonor-Inkremente fiir X — H and Y — H.

3.4.4 Ein Datensatz von Protein—Ligand-Komplexen

Fiir die Optimierung und Validierung von AISCORE (siehe Kapitel 3.4.2) wird ein
Satz von Protein-Ligand-Komplexen mit bekannter experimenteller Bindungs-
energie benttigt. Fiir einen solchen Satz wurden 100 Komplexe aus der Protein-
Database (PDB) [146] ausgewéhlt, fiir die experimentelle Bindungsenergien zu
finden waren (fiir eine vollstandige Auflistung aller Komplexe siehe Tabelle 3.3).
Unter diesen Komplexen sind chemisch diverse Liganden wie Alkohole, Ketone,
Phosphate, Sulfate, Amine, Sulfonamide, Carbonséuren, Zucker, Heterozyklen,
Nukleinbasen, Peptide, Harnstoffderivate, uvam. Die Proteine decken pharmako-
logisch relevante Klassen ab (Hydrolasen, Oxidoreduktasen, Transferasen, Pro-
teinkinasen, Lyasen, Proteinasen, Ligasen, HIV-1 Proteasen, Immunoglobuline,
Thrombine, verschiedene Bindeproteine, Transportproteine, uvam.)

Wenn moglich, wurden nur Strukturen mit aufgenommen, die mit einer
Auflssung von 2,5 A oder besser bestimmt wurden. Jedoch mussten einige Aus-
nahmen fiir Komplexe mit seltenen, aber wichtigen Liganden gemacht werden.

In den PDB-Eintrigen sind immer einige Fehler vorhanden und auch automa-
tische Korrekturalgorithmen konnen nur bedingt aus dem Zusammenhang eine
besondere funktionelle Gruppe erkennen. Die PDB-Syntax kennt nur Atomtypen,
die in den Aminoséduren, deren Seitenketten und in typischen organischen Mo-

lekiilen vorkommen. [135] Die Atomtypen der Aminoséuren beziehen sich dabei
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rein auf eine Nomenklatur der Atome und geben daher nur indirekt Auskunft iiber
Hybridisierung und Protonierung. Im Unterschied zu FLEXXSCORE ist AISCORE
von einer exakten Zuweisung der Atomtypen abhéngig. Kleine Fehler wiirden fiir
FLEXXSCORE keine Rolle spielen, werden doch ohnehin fiir jede Wasserstoft-
briicke dieselben Energie-Inkremente genommen. Da AISCORE je nach chemi-
schem Kontext stark unterschiedliche Wechselwirkungsgeometrien zuweist, ist es
sehr wichtig, dass die Atomtypen in dem Protein-Ligand-Satz chemisch korrekt

sind.

3.4.4.1 Bindetaschen

Als Bindetasche wurden alle vollstindigen Aminoséuren in einem Radius von 10 A
um den Liganden herum definiert. Fiir eine sinnvolle Protonierung der Atome in
der Bindetasche wurden die Amino Acid Templates von FLEXX verwendet. Jede
Bindetasche wurde anschliefend am Bildschirm tiberpriift und wenn nétig Atom-
typen korrigiert. Cofaktoren wurden extrahiert, protoniert und mit chemisch kor-
rekten Atomtypen in SYBYL-Dateien gespeichert. Sie kénnen in FLEXX einfach

zum aktiven Zentrum hinzugefiigt werden.
Wassermolekiile in der Bindetasche

Typischerweise enthalten die Kristallstrukturen von Proteinen bis zu 70% Was-
ser. [147, 148] In experimentellen Studien mit Kristallstrukturen wurde iiber
vielfiltige Beispiele von wasser-vermittelten Wechselwirkungen zwischen Protein
und Ligand berichtet. [149, 150, 151] Die Wassermolekiile kénnen Platzierungen
des Liganden, die ansonsten sterisch oder elektrostatisch ungiinstig wéren, stabi-
lisieren oder {iberhaupt erst ermoglichen. Die lokale Dieletrizititskonstante wird
durch Wassermolekiile ebenfalls beeinflusst. [152] In solchen Féllen miissen die
Wassermolekiile als integraler Bestandteil der Bindetasche angesehen werden. Bei
gleichen Proteinen sind oft immer die gleichen Stellen mit Wassermolekiilen be-
setzt [149] selbst unter unterschiedlichen kristallographischen Bedingungen [153]
und/oder mit anderen Liganden [154, 155].

Die meisten Wassermolekiile in einem Proteinkristall sind derart beweglich,
dass sie kristallographisch iiberhaupt nicht aufgelost werden konnen. [156] Nur
Wassermolekiile in unmittelbarer Nihe zur Proteinoberfliche (erste Hydratati-
onsschale) und die wenigen internen Wassermolekiile (ganz im Inneren des Pro-
teins) konnen detektiert werden. [157] Die Verschmierung der Elektronendichte

durch die Bewegung der Wassermolekiile wird durch eine isotrope, harmonische
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Oszillation modelliert. Der isotrope Temperaturfaktor (B-Faktor) eines Atoms j
ist ein Maf fiir die rein harmonische thermische Bewegung gleicher Grofle in alle

Richtungen:
B =8n* {ul}. (3.6)

Dabei ist {u?} die gemittelte Verschiebung des Atoms von seiner Ruheposition.

Doch auch bei guter Qualitéit der gemessenen Dichte, konnen Verwechslungen
mit anderen Zehn-Elektronen-Teilchen vorkommen (NH}, Na®™, Mg™).

Wenn Wassermolekiile zusétzliche Wechselwirkungen zwischen Ligand und
Protein ermoglichen, so tragen sie direkt zu der freien Bindungsenergie des Kom-
plexes bei. Ein Versuch, die Parameter einer empirischen Bewertungsfunktion an
die experimentellen Energien solcher Komplexe anzupassen, ohne diese zusétzli-
chen Wechselwirkungen zu beriicksichtigen, wiirde dazu fiihren, dass die Parame-
ter in dem Versuch, den experimentellen Wert mit zu wenigen Wechselwirkungen
zu erreichen, unnatiirlich hoch werden. Das wiirde jedoch fiir Komplexe, in denen
keine Wassermolekiile Wechselwirkungen vermitteln, zu einer Uberschitzung der
Bindungsenergiefithren. Deshalb ist es so wichtig, dass in einem Komplexsatz,
der zur Kalibrierung einer empirischen Funktion herhalten soll, moglichst alle
Wechselwirkungen, die die Modellfunktion abbilden kann, auch erfasst werden
konnen.

Die Positionen der Wasserstoffatome der Wassermolekiile in einer Protein-
Bindetasche werden fiir gewohnlich mit Rontgenstrukturanalyse nicht aufgelost.
Es wurden deshalb in einem ersten Schritt an alle Sauerstoffatome, die zu Was-
sermolekiilen innerhalb eines Radius von 3,5 A um den Liganden herum gehéren,
Wasserstoffatome addiert. Die genauen Positionen dieser Wasserstoffatome wur-
den dann durch partielle Geometrieoptimierung (nur die Koordinaten der Was-
serstoffe wurden optimiert) mit dem MMFF94-Kraftfeld [158] in Anwesenheit des
Liganden (in der Lage wie in der Kristallstruktur) und des Proteins bestimmt.
Danach wurde iiberpriift, ob neue Wechselwirkungen mit den Wassermolekiilen
die Positionen der Protonen des Liganden beeinflussen. In keinem der hier ver-
wendeten Komplexe war dies der Fall.

Um zu entscheiden, ob eines dieser Wassermolekiile als ein Teil der Bindetasche
angesehen werden muss oder ob es entfernt werden muss, wurde ein Bewertungs-

schema aufgestellt, das in einigen Belangen &hnlich zu WATERSCORE [149] ist.
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Ein Wassermolekiil wird als integraler Bestandteil der Bindetasche definiert,

wenn drei Kriterien erfiillt sind:

e Das Wassermolekiil muss mindestens eine Wasserstoffbriicke mit dem Liganden
ausbilden.

e Das Wassermolekiil muss an die Oberflache des aktiven Zentrums iiber eine
oder mehrere Wasserstoftbriicken gebunden sein.

e Das Wassermolekiil muss immobil innerhalb der Bindetasche sein.

Die meisten Kristallographen fordern mindestens eine Wasserstoffbriicke mit
der Bindetasche fiir ein Wassermolekiil, damit es ins Strukturmodell iibernommen
wird. [159, 160, 161] Als erstes werden deshalb alle Wassermolekiile in der Binde-
tasche mit einer rekalibrierten Version von FLEXXSCORE bewertet. Diese Version
von FLEXX wurde so kalibriert, dass sie fiir ein Wasserdimer in idealer Geometrie
AG = —3,1 kJ Mol liefert. Wenn ein Wassermolekiil mit AG > —4,1 kJ Mol ™!
bewertet wird, wird davon ausgegangen, dass es nicht stark genug an das aktive
Zentrum gebunden ist, und sofort verworfen. Nur Wassermolekiile, die zum Pro-
tein eine stirkere Wasserstoftfbriicke ausbilden, als sie im Wasserdimer existiert,
werden beriicksichtigt.

Da hauptséichlich die Beitréige interessieren, die die Wassermolekiile zur Bin-
dungsenergie des Liganden im Komplex beitragen, miissen diese auch eine hin-
reichend starke Wechselwirkung mit dem Liganden eingehen. Deswegen wurden
die Wechselwirkungen der einzelnen Wassermolekiile mit dem Liganden ebenfalls
mit der oben benannten Bewertungsfunktion abgeschitzt. Wassermolekiile mit
AG < —3,1 kJMol™! wurden in die Bindetasche mit aufgenommen.

Nur Wassermolekiile, deren Sauerstoffatom einen isotropen Temperaturfaktor
von Bo < 30 A? haben, werden als immobil genug angesehen, um so fest gebunden

zu sein, dass sie zur Bindetasche gehoren.

3.4.4.2 Protonierung des Liganden und Zuweisung der Atomtypen

Die Koordinaten der nicht-Wasserstoff-Atome der Liganden wurden direkt von
den PDB-Files tibernommen. Mit dem Programm CORINA wurden den Struk-
turen passende SYBYL-Atomtypen zugeordnet und diese Strukturen dann proto-
niert. CORINA hat teilweise Schwierigkeiten, aromatische Gruppen und Ringe

zu erkennen, wenn nicht von Anfang an die richtigen Bindungstypen vorhanden
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vor der Optimierung

Abbildung 3.9. Komplex 8ABP jeweils vor und nach der Optimierung der Diederwinkel der Was-
serstoffatome.

sind. Deswegen wurde die Zuweisung der Atomtypen und die Protonierung aller
Liganden manuell {iberpriift und, falls nétig, korrigiert.

Die Diederwinkel der Protonen setzt CORINA entsprechend einer internen
Datenbank. Jedoch werden sich die Protonen wéhrend der Komplexierung so
ausrichten, dass sie maximal viele Wechselwirkungen eingehen koénnen. Durch

die richtige Ausrichtung der Protonen kann je nach Komplex die freie Bindungs-
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energie massiv erhoht werden, weil so zusédtzlich Wasserstoftbriicken entstehen.
Zur Verdeutlichung ist in Abbildunge 3.9 schematisch der Ligand und die mit ihm
wechselwirkenden Aminoséuren des PDB-Eintrags SABP gezeigt. Im oberen Teil
sind die Diederwinkel der Protonen des Zuckers so belassen, wie sie von CORINA
berechnet wurden. Mit dieser Konfiguration kénnen insgesamt vier Wasserstoff-
briicken zu drei Aminosduren ausgebildet werden. Durch die Verdnderung der
Diederwinkel von nur drei Protonen koénnen jedoch sieben H—Briicken zu fiinf
Aminoséduren gebildet werden, was entsprechend eine Erhohung der Bindungs-
energie ergibt (unterer Teil von Abbildung 3.9).

Es ist daher extrem wichtig, die Position der Protonen des Liganden zu opti-
mieren. Ohne diese Optimierung wiirden Wechselwirkungen fehlen. Wahrend der
Parameteroptimierung von AISCORE wiirden dann, durch die fehlenden Wech-
selwirkungen, andere Energie-Inkremente unnatiirlich grofl werden, um trotzdem
die experimentelle Bindungsenergie erreichen zu koénnen.

Die Positionen der Wasserstoffatome eines Liganden, die eine Wasserstoft-
briicke ausbilden kénnen, werden deshalb in zwei Schritten optimiert. Diese Op-
timierung ist Teil des Tools FLEXR (siehe auch Kapitel 3.6) [162, 163]. Im ersten
Schritt werden Ausgangswerte fiir die Positionen der einzelnen Hydroxyl- und
Thiolgruppen bestimmt. Dies geschieht, indem die einzelnen Wasserstoffe um
die HO — R- bzw. HS — R-Bindungen in 15°-Schritten gedreht werden. Fiir jede
Position wird die Wechselwirkungsenergie mit dem Protein mit dem TRIPOS-
Kraftfeld [164] berechnet. Diejenige Struktur mit der grofiten Bindungsenergie
wird beibehalten.

Im zweiten Schritt werden die Koordinaten von allen polaren Wasserstoffato-
men des Liganden simultan in Anwesenheit der Bindetasche optimiert. Hierfiir

kommt eine quasi-Newton-Minimierung zum Einsatz.

3.4.4.3 Das Tool WaterGen

Da ein mittelfristiges Ziel die Erstellung eines chemisch korrekten Protein—
Ligand-Datensatzes mit deutlich mehr als 100 Komplexen ist, habe ich hoch-
flexible Algorithmen programmiert, die sich wiederholende Schritte automati-
sieren. Das Tool WATERGEN iibernimmt, ausgehend von einem PDB-File, das
Extrahieren des Liganden und ruft anschlieBend CORINA fiir die Zuweisung der
Atomtypen und die Protonierung auf. Anschliefend extrahiert es die Bindeta-

sche und generiert die fiir FLEXX nétigen Inputfiles. Danach iibernimmt es voll
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automatisch die Protonierung, Optimierung und Bewertung der Wassermolekiile.

WaterGen ist in Fortran95 geschrieben.
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3.5 AIScore vs. FlexXScore — Ergebnisse

Im Folgenden werden AISCORE und FLEXXSCORE miteinander verglichen. Im
Vordergrund steht dabei die Féahigkeit, die freie Bindungsenergie eines Komplexes
in der Konfiguration, wie sie in der Kristallstruktur vorliegt, richtig vorhersagen
zu konnen (Kapitel 3.5.1).

3.5.1 Freie Bindungsenergien

Ein gutes Kriterium fiir die Giite einer Bewertungsfunktion in Hinblick auf ihre
Zuverlassigkeit bei der Vorhersage von Bindungsenergien ist die lineare Korrela-
tion zwischen experimentellen und berechneten Werten. Wichtig ist dabei auch
die Bandbreite der berechneten Energien, denn eine hohe lineare Korrelation ist
wertlos, wenn sie nur dadurch erreicht wird, dass die berechneten Energien einen
nur so schmalen Bereich abdecken, dass zwar grole Abweichungen zur genéher-
ten Gerade gar nicht auftreten konnen, aber alle Komplexe ungefiahr die gleiche
Bindungsenergie haben.

Zunachst werden die linearen Korrelationen des Protein-Ligand-Satzes vor-
gestellt und Ausreiffer und Besonderheiten diskutiert. Als Bewertungsfunktio-
nen wurden dabei AISCORE mit und ohne XFURCATE-Algorithmus untersucht
(Abbildung 3.10) sowie die urspriingliche FLEXXSCORE-Implementation (Ab-
bildung 3.11a) und FLEXXSCORE, erweitert um den XFURCATE-Algorithmus
(Abbildung 3.110).

Zum Vergleich wurde FLEXXSCORE dem gleichen Optimierungs-Prozedere
wie AISCORE unterworfen (Abbildung 3.12a), um den Einfluss des Datensatzes
und der Parameteroptimierung untersuchen zu koénnen. Doch besitzt FLEXX-
SCORE sehr viel weniger Parameter als AISCORE. Deshalb wurde FLEXXSCORE
um die Wechselwirkungsgeometrien fiir spezielle Wasserstoffbriicken und ionische
Wechselwirkungen (vgl. Tabelle 3.2) erweitert und anschlieflend optimiert (Ab-
bildung 3.12b)

3.5.1.1 AlIScore

Die verschiedenen Korrelationsplots (Abbildungen 3.10, 3.11, 3.12) zeigen deut-
lich, dass AISCORE mit seinen chemisch diversen Inkrementen und dem XFUR-
CATE-Algorithmus zur Behandlung von multifurkaten Wasserstoffbriicken am
besten die freie Bindungsenergie der Protein—Ligand-Komplexe in ihrer experi-

mentell Konformation berechnen kann (Abbildung 3.10a). Die lineare Korrelation
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ist 72 = 0, 76, die Standardabweichung ist 9, 53 kJ Mol~!. Der Bereich, der von den
abgeschétzten Bindungsenergien abgedeckt wird, ist fiir 99 der 100 Komplexe ver-
gleichbar demjenigen Bereich, der von den entsprechenden experimentell bestim-
men Bindungsenergien eingenommen wird (AGaiscore = —1,5...—72,9kJ Mol 1,
AGep = —8,5...—61,8 kJMol™!). Nur der Komplex mit dem PDB-Code 1BV7
féllt aus der Reihe (AGascore = —81,32 kJ Mol™!, AGey, = —57,86 kJ Mol ™1).

Ohne den XFURCATE-Algorithmus (Abbildung 3.106) verringert sich die line-
ar Korrelation auf 72 = 0,66. Der ehemals einzige Ausreiler 1BV7 bleibt durch
die Vernachléssigung von XFURCATE mehr oder weniger unverdndert, jedoch
sind fiinf neue Ausreifler hinzugekommen.

Im Komplex 1EBG (Enolase komplexiert mit Phosphono-Aceto-Hydroxamat,
Abbildung 3.14d) existiert eine bifurkate Wasserstoftbriicke zwischen dem Amid-
Sauerstoff des Liganden und GLN-167 und HOH-222. Auerdem ist dieses Sauer-
stoffatom noch fiir beide Magnesiumatome Akzeptor. Der XFURCATE-Algorith-
mus skaliert davon nur die Wasserstoffbriicken, die metallischen Wechselwirkun-
gen bleiben unangetastet. Doch ohne den XFURCATE-Algorithmus werden die
beiden Wasserstoffbriicken einfach aufaddiert, was zu einer Uberbewertung der
Bindungsenergie fiihrt.

In 1ADB (Alkohol-Dehydrogenase komplexiert mit CNAD, Abbildung 3.13c¢)
existieren hauptséchlich lipophile und aromatische Wechselwirkungen. Diese wer-
den offensichtlich im Zuge der Optimierung ohne XFURCATE im Verhéltnis zu
den anderen Wechselwirkungsenergie-Inkrementen iiberbewertet, sodass es bei
solchen Komplexen, in denen sehr viele dieser Wechselwirkungen vorkommen, zu
einer Uberschiitzung der Bindungsenergie kommt.

1A08 ist die SH2-Doméne der Tyrosinkinase komplexiert mit DF-PTR (Ab-
bildung 3.13a). Hier zeigt das Atom mit der Kennung O3P der PO3-Gruppe ei-
ne dreifach gegabelte Wasserstoffbriicke zu drei positiv geladenen NHT-Gruppen
und zwar zum Atom NH2 von ARG-178 und zu den Atomen NH2 und NE von
ARG-158. Zusitzlich bildet das Atom O2 der Amidgruppe eine bifurkate Wasser-
stoffbriicke mit ARG-178 und ARG-158. Insofern ist es nicht iiberraschend, dass
die Vernachlidssigung von XFURCATE zu einer zu hohen Bindungsenergie fiihrt.
Auf der anderen Seite wird die Bindungsenergie von 1A08 etwas unterschétzt,
wenn XFURCATE verwendet wird.

6RNT (Ribunuklease T1 mit 2-AMP, Abbildung 3.15¢) besitzt eine drei-
fach gegabelte H-Briicke von der PO,H-Gruppe zu den beiden geladenen NH™-
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Gruppen von ARG-77 und zu HIS-92. Auch dies fithrt ohne XFURCATE zu einer
Uberschétzung der freien Bindungsenergie dieses Komplexes.

Im Komplex 6TIM (Triosephosphat-Isomerase komplexiert mit Glycerol-3-
Phosphat, Abbildung 3.15h) wird die ohne XFURCATE berechnete freie Bin-
dungsenergie unterschdtzt, ist sogar repulsiv. Der Grund liegt darin, dass das
Energie-Inkrement der positiv geladenen Sauerstoffatome in Phosphatgruppen
zu klein ist. Dieses Inkrement ist ndmlich so oft an multifurkaten H-Briicken be-
teiligt, dass es wiahrend der Optimierung ohne XFURCATE erniedrigt wird, um

die lineare Korrelation zu maximieren.

3.5.1.2 FlexXScore

Abbildung 3.11a zeigt die Korrelation zwischen den experimentellen Bindungs-
energien und der original FLEXXSCORE. Der quadrierte lineare Korrelations-
koeffizient von 72 = 0,24 zeigt, dass die Korrelation sehr viel geringer als bei
AISCORE ist. Der Bereich der Energien, die von einem Grof3teil der mit FLEXX-
SCORE bewerteten Komplexe abgedeckt wird, ist recht schmal verglichen mit den
experimentellen Werten (AGFiexxscore = —46,02. ..+ 1,29 kJ Mol™!). Die Erwei-
terung um den XFURCATE-Alrithmus bewirkt eine Verbesserung der linearen
Korrelation auf r? = 0, 33.

In beiden Fillen gibt es einige hervorstechende Ausreifler, von denen 1ADB der
extremste ist. Seine Bindungsenergie wird sehr stark iiberschétzt, was sich auch
nicht &ndert, wenn XFURCATE benutzt wird. In dem Komplex gibt es, zuséatzlich
zu den Wasserstoftbriicken viele aromatische Kontakte. Es scheint deshalb so, dass
das undifferenziert Energieinkrement von —2, 35 kJ Mol™!, das FLEXXSCORE fiir
Wasserstoffbriickendonoren und -akzeptoren verwendet, gegeniiber den Energi-
einkrementen der aromatischen Wechselwirkungen zu unbalanciert ist.

Im Gegensatz zu diesem Fall, wird die Vorhersage der freien Bindungsenergie
des Komplexes 1EBG durch den XFURCATE-Algorithmus verbessert, genau wie
das bei AISCORE auch der Fall war.

Ein weiterer Ausreifler von FLEXXSCORE ist 1A1C (SH2-Doméne der Tyrosin-
kinase komplexiert mit MCP-PTR, Abbildung 3.13b), in dem es einige bi- und
trifurkate Wasserstoftbriicken zwischen geladenen Sauerstoffatomen einer PO,-
Gruppe und den NH*-Gruppen von ARG-178 und ARG-158 gibt. Die Abwei-
chung zum linearen Fit wird wie erwartet durch die Anwendung von XFURCATE

verringert.
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Die Bindungsenergien der Komplexe 2QWD (Neuraminidase (R292K-Mu-
tation) komplexiert mit 4-Amino-Neu-6-Ac-2-en, Abbildung 3.14¢) und 1EJN
(Plasminogenaktivator Urokinase-Typ mit AGB-Harnstoff) sind dermaflen weit
entfernt von der Ausgleichsgeraden, weil ihre haufigsten Wechselwirkungen gela-
dene Wasserstoffbriicken sind, deren Wechselwirkungsenergie-Inkremente zu un-
ausgewogen sind, so wie bei den aromatischen Wechselwirkungen im Falle von
1ADB (siehe oben).

Der Komplex 5YAS (Hydroxynitrillyase im Komplex mit Hexyflur-Acetonhy-
drat, Abbildung 3.14f) wird repulsiv bewertet. Seine einzigen beiden Wasserstoff-
briicken werden durch das Standard-Inkremente von —2,35 kJ Mol~! zu gering
bewertet, als dass sie den Entropieverlust und den Clash von 1,75 kJ Mol™! kom-
pensieren konnten.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die fehlende chemische Diversitat der
Energie-Inkremente von FLEXXSCORE schon an dem schmalen Bereich erkennbar
ist, der von den vorhergesagten Bindungsenergien abgedeckt wird. Durch dieses
Fehlen an Diversitét ist fiir einige Komplexe sogar das Verhéltnis der Energie-
Inkremente der einzelnen Wechselwirkungstypen untereinander zu unbalanciert,

so dass es zu extremen Ausreiflern kommt.

3.5.1.3 Optimiertes und erweitertes FlexXScore

Die Optimierung der urspriinglichen fiinf Energie-Inkremente der original FLEXX-
SCORE hat eine Erh6hung des quadrierten linearen Korrelationskoeffizienten auf
r? = 0,42 zur Folge (Abbildung 3.12a). Die berechneten Energien umfassen einen
Bereich von AGpiexxscore = —10,5 kJMol™! bis AGpiexxscore = —679 kJ Mol 1.
Auf einer absoluten Skala betrachtet, werden also die Bindungsenergien abso-
lut unrealistisch iiberschétzt, obwohl die pure Korrelation zwischen berechneten
und experimentellen Bindungsenergien besser geworden ist. Da die lineare Kor-
relation die Zielfunktion wéhrend der Optimierung ist, verwundert dieses Ergeb-
nis nicht. Jedoch fiihrt die Optimierung zu sieben extremen Ausreifern (1EBG,
1BV7, INVQ, INVR, INVS, 1ADB). Es sei trotzdem nochmals darauf hingewie-
sen, dass die Bewertungsfunktion FLEXXSCORE nur fiinf variierbare Parameter
enthélt, im Vergleich zu den 17 Freiheitsgraden von AISCORE.

Der extreme Bereich der Bindungsenergien ist ein Artefakt der Optimierung
auf maximale lineare Korrelation ohne weitere Randbedingungen. In Féllen, in
denen in einem einzigen Komplex, viele verschiedene Wasserstoftbriicken vor-

kommen, kann das einzige Energie-Inkrement fiir Wasserstoftbriicken kaum mehr
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optimiert werden. Durch Variation nach oben wiirde es den schwécheren Was-
serstoffbriicken nicht gerecht werden. Eine Verringerung des Inkrements hétte
eine Unterschitzung der starken H-Briicken zur Folge. Dieser Parameter befin-
det sich somit schon in einem Optimum, jede Verinderung wiirde die Zielfunktion
(die lineare Korrelation) verschlechtern. In diesen Fillen bleiben lediglich die In-
kremente fiir aromatische und aliphatische Wechselwirkungen als Freiheitsgrade
iibrig, um eine weitere Verbesserung der linearen Korrelation zu erreichen. In den
meisten Komplexen kommen nur wenige solcher Kontakte zustande, weshalb eine
Erhohung dieser Inkremente fiir den ganzen Satz betrachtet tatséchlich zu einer
Verbesserung von r? fithrt. Jedoch fiihrt diese Erhchung bei Komplexen mit vie-
len solcher aromatischen Kontakte zu einer drastischen Uberschiitzung der freien
Bindungsenergie.

Die Erweiterung von FLEXXSCORE um die zusétzlichen Wechselwirkungsgeo-
metrien (und damit auch um die Subgraphen und die Energie-Inkremente) fiir
geladene und resonanzassistierte Wasserstoftbriicken gibt der Funktion 9 Frei-
heitsgrade zusétzlich fiir die Optimierung. Das bringt eine Erhéhung der linearen
Korrelation auf 72 = 0,46 (Abbildung 3.12). Dies ist eine nur geringe Verbesse-
rung im Vergleich zur optimierten Version von FLEXXSCORE. Daran, dass Al-
SCORE eine signifikant bessere lineare Korrelation liefert, zeigt, wie wichtig die
chemisch diversen H-Briicken-Energieinkremente fiir eine verléssliche Vorhersage

der Protein—Ligand-Komplexbindungsenergie ist.
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Abbildung 3.16. Schematische Illustration der Kreuzvalidierung.

3.5.2 Kreuzvalidierung

Bei der Entwicklung multivarianter Modelle wie AISCORE ist es sehr wichtig,
deren Validitat zu iiberpriifen. Eine Methode, die Giiltigkeit eines Modells zu
bewerten, ist die Kreuzvalidierung (Cross Validation oder auch Boot Strapping).
Dabei wird die Menge der Modelldaten I'y; (in unserem Fall also der Satz aus
Protein—Ligand-Komplexen) in zwei sich gegenseitig ausschlieBende Teilmengen

zerlegt: ein grofler Trainingssatz I'r und eine kleiner Testsatz I'y, so dass gilt:

I'rCcT'y (37)
I'vcTwy (38)
Iy ¢ T ATy UTy = Ty (3.9)

Das zu iiberpriifende Modell wird jetzt mit I'y aufgestellt. Es wird also eine
Version der Modellfunktion fr mit einer Teilmenge der Daten parametrisiert.
Die Werte der Parameter von fr werden sich dadurch von denen, die mit dem
vollstéandigen Datensatz bestimmt wurden, unterscheiden.

Anschliefend wird die Giiltigkeit von fr anhand von I'y iiberpriift und bewer-
tet (Abbildung 3.16). Dieser Prozess wird mit verschiedenen I'r und I'y wieder-
holt, bis jedes Objekt in I'jy; einmal in einer Testmenge I'y war.

Fiir die Kreuzvalidierung von AISCORE wurde der Protein-Ligand-Satz zuféllig

in zehn Paare von Trainingssatz 'z, (mit 90% der Komplexe) und Testsatz I'y,,
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B Vorhersage
@ Training

Subset

Abbildung 3.17. Lineare Korrelationskoeffizienten r? des Trainings und der anschlieBenden Vorher-

sage der Bindungsenergie fiir die zehn Subsets der Kreuzvalidierung.

(mit den restlichen 10% der Komplexe) aufgeteilt (,Subsets®, n = 1...10). Fir
jeden Satz I'r, wurde eine Version von AISCORE f, bestimmt. Die Bindungs-
energien der 10 Komplexe in den I'y,, wurden mit der entsprechenden Bewer-
tungsfunktion f,, vorhergesagt.

Eine Ubersicht der einzelnen linearen Korrelationskoeffizienten des Trainings
und der Vorhersage fiir die 10 Subsets ist graphisch in Abbildung 3.17 dargestellt.

Der leave-ten-out-Korrelationskoeffizient ¢? ist dann

Zi (AGscore(i> - AGEXP@))2
2
i (AGEg(i) — AGRES)

Exp

¢ =1-

(3.10)

(3.11)

wobel AGyeore(?) die mit dem entsprechenden f, geschétzten Bindungsenergie
fiir dasjenige n ist, in dessen I'y,, sich der Komplex i befindet. AGE" ist der
Mittelwelt der experimentellen Bindungsenergien.

Im Falle von AISCORE ist ¢* = 0, 59.
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rung. Fortsetzung...
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Abbildung 3.20. Lineare Korrelationen fiir Training und Vorhersage der zehn-fachen Kreuzvalidie-
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Abbildung 3.21. Lineare Korrelationen fiir Training und Vorhersage der zehn-fachen Kreuzvalidie-

rung.

3.5.3 Redocking

Die Bewertungsfunktion wird in FLEXX nicht nur zur Vorhersage der freien Bin-
dungsenergie des kompletten Liganden im Komplex benutzt. Auch wahrend des
inkrementellen Aufbaus werden die Teilstrukturen einer Iteration energetisch be-
wertet und nur die besten Losungen kommen in die ndchste Iteration (Greedy-
Strategie, vgl. Kapitel 3.3.2). Damit greift die Bewertungsfunktion massiv in den
inkrementellen Aufbau ein und lenkt ihn dadurch, dass bestimmte Teilfragmen-
te hoher bewertet werden als andere. Ob eine Konfiguration, die der nativen
Form des Liganden im Komplex nahe kommt, iiberhaupt generiert wird, hangt
deswegen auch von der Bewertungsfunktion ab. Schlussendlich dient die Bewer-
tungsfunktion FLEXX auch dazu, die unterschiedlichen Platzierungen eines Li-
ganden in einer Bindetasche untereinander zu bewerten. Selbst, wenn also die
eine sinnvolle Platzierung generiert wurde, muss die Bewertungsfunktion sie aus

der Menge aller Platzierung herausfinden.

3.5.3.1 Kumulative Erfolgsraten

Um zu sehen, inwieweit die neue Bewertungsfunktion AISCORE die Docking-
Fahigkeiten von FLEXX beeinflusst, wurden Redocking- Exzperimente durchgefiihrt,
d.h. fiir alle 100 Komplexe wurde der Ligand der Kristallstruktur mittels der
Docking-Algorithmen von FLEXX zuriick in die Bindetasche einplatziert. Als
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Kriterium fiir die Leistung wird die RMSD (root mean square deviation) der
gedockten Konformation im Vergleich zur Konformation in der Kristallstruktur
verwendet.

Aus dem RSMD léasst sich die kumulative Erfolgsrate s(r) ableiten. Das ist
der Anteil derjenigen Komplexe im kompletten Satz, die eine Losung mit einem
RMSD < r aufweisen. Hier werden noch einmal zwei Arten der kumulativen Er-
folgsrate unterschieden: s (r) bezeichnet die kumulative Erfolgsrate der Losun-
gen auf Rang 1, s"™(r) bezicht sich auf die Losung mit dem kleinsten RMSD
unter allen generierten Platzierungen eines Komplexes.

In Abbildung 3.22 sind die kumulativen Erfolgsraten s!)(r) und s (r) in
Abhéngigkeit von r fiir die verschiedenen Bewertungsfunktionen gezeigt. Fiir den
Graphen im oberen Teil von Abbildung 3.22 wurden nur Platzierungen auf Rang
1 berticksichtigt (s (r)), fiir den Graphen im unteren Teil die jeweils beste Plat-
zierung (s™(r)). Beide Plots sind &hnlich, weshalb nur die Platzierungen mit
Rang 1 diskutiert werden sollen.

FLEXXSCORE erreicht eine gute kumulative Erfolgsrate von 52% bei 2,5 A,
was sogar noch auf 55% verbessert werden kann, wenn der XFURCATE-Algorith-
mus zusétzlich verwendet wird. Im Vergleich dazu ist Redocking-Leistung von
AISCORE schlechter. Bei 2,5 A kiénnen mit AISCORE 40% erreicht werden, mit
XFURCATE 44%.

Die Redocking-Fahigkeiten des erweiterten FLEXXSCORE liegen etwa zwi-
schen denen von AISCORE und dem originalen FLEXXSCORE. Das zeigt, dass
die Optimierung der Parameter der Bewertungsfunktion allein auf die Maximie-
rung der linearen Korrelation nicht der einzige Grund fiir die eher mittelméBige
Leistung von AISCORE im Redocking sein kann. Dass AISCORE trotz der dra-
matisch besseren Leistung gegeniiber FLEXXSCORE in der Berechnung der freien
Bindungsenergie beim Redocking schlechter ist als FLEXXSCORE, legt eher die
Vermutung nahe, dass eine physikochemische Bewertung von Teilplatzierungen
im Verlauf des inkrementellen Aufbaus ungeeignet ist.

Eine griindliche Analyse zeigt, dass die chemisch diversen Energieinkremente
zu einer Zunahme von Abbriichen wihrend des inkrementellen Aufbaus fiithren.
Ein Grund fiir einen solchen Abbruch ist, dass die aktuelle Teilplatzierung so
ungiinstig liegt, dass jedes weitere Fragment zu grolen Clashes mit der Bindeta-
sche fiithrt und alle Erweiterungen des Losungssatzes somit abgelehnt werden.

In diesen Féllen hat die Bewertungsfunktion den inkrementellen Aufbau in

eine falsche Richtung dirigiert. Fiir dieses Verhalten gibt es zwei vorstellba-
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Abbildung 3.22. Vergleich der kumulativen Erfolgsraten in Abh#ngigkeit vom entsprechenden
RMSD-Wert fiir a) Platzierungen auf Rang 1 und b) fiir die jeweils beste Platzierung mit einem
beliebigen Rang.



3.5 AlScore vs. FlexXScore — Ergebnisse 112

re Griinde: Ein offensichtlicher Grund ist, dass die Beitrdge, die schwache H-
Briicken zur Match Score beitragen zu gering sind, um das Auswahlkriterium
des Greedy-Algorithmus’ zu erfiillen. Durch die hohe Diversitdt der AISCORE-
Inkremente fiir die Wasserstoftbriicken-Donoren und -Akzeptoren unterscheiden
sich die Match Scores um bis zu 60 kJ Mol~!. Dadurch kann es dazu kommen,
dass nicht-native Platzierungen mit starken Wasserstoftbriicken native Platzie-
rungen mit schwécheren Wasserstoffbriicken verdringen. Dieser Effekt tritt bei
FLEXXSCORE weit weniger drastisch auf, da dort alle H-Briicken nahezu gleich
bewertet werden und somit auch die Match Scores der verschiedenen Teilplatzie-
rungen nahe beieinander liegen.

Ein zweiter Grund fiir die schlechtere Performance von AISCORE beim Re-
docking ist, dass der Algorithmus zur Abschitzung der noch zu erwartenden
Wechselwirkungsbeitrige der noch nicht gedockten Fragmente, an der Diversitét

der AISCORE-Inkremente scheitert. Das kann an drei Féllen gezeigt werden:
Fragmente mit schwachen H-Briicken

Wenn dieses Fragment bisher noch in keinem Lésungssatz einplatziert wurde, wird
sein moglicher Beitrag anhand seiner Wechselwirkungsgeometrien abgeschétzt.
Handelt es sich dabei um schwache Inkremente, so wird auch nur ein kleiner
moglicher Beitrag angenommen, obwohl mit einem Wechselwirkungspartner auf
Proteinseite, der ein starkes Inkrement besitzt, eine hohe Match Score resultie-
ren kénnte. Doch durch die Unterschéitzung kann es dazu kommen, dass dieser

Losungssatz verdrangt wird.
Fragmente mit starken H-Briicken

Fiir ein Fragment mit starken H-Briicken, das in keinem anderen Losungssatz bis-
her einplatziert wurde, wird der zu erwartenden Beitrag zur Komplexbindungs-
energie anhand aller Wechselwirkungsgeometrien dieses Fragmentes abgeschétzt.
Das fiihrt sowohl im Fallen von AISCORE als auch FLEXXSCORE zu einer Uber-
bewertung, da im Komplex selten alle Wechselwirkungsgeometrien Matches bil-
den. Diese Uberbewertung findet natiirlich auch bei FLEXXSCORE statt, wird
jedoch bei AISCORE durch Inkremente, die Werte bis zu —30 kJ Mol™! haben,

verschéarft.
Fragmente aus anderen Ldsungssdtzen

Wird ein noch zu platzierendes Fragment in einem anderen Losungssatz gefun-

den, so wird die dort erreichte Match Score zur Abschétzung herangezogen. Durch
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die neue Diversitéit der Inkremente in AISCORE, ist die Match Score sehr sen-
sibel auf den chemischen Kontext der Bindungspartner. Deshalb erscheint eine
Abschétzung der potentiellen Beitridge zur Wechselwirkungsenergie anhand von
anderen Platzierungen nicht geeignet.

Ohne eine vergleichbare Abschitzung der Bindungsenergie fiir die Platzierun-
gen ausgehend von allen Basisfragmenten wird die Sinnhaftigkeit der Greedy-
Strategie in Frage gestellt. Hier muss eine Anpassung an die Diversitéit der Wech-

selwirkungsenergien erfolgen.

3.5.3.2 HIV1-Proteasen und die Frage nach dem RMSD-Wert als

Kriterium

Es besteht ein grundsétzliches Problem bei dem Vergleich von Platzierungen, was
am Beispiel der Komplexe der HIV1-Protease erlautert werden soll.

Innerhalb des Protein—Ligand-Datensatzes ist die Gruppe der HIV1-Protease-
Komplexe mit 22 Vertretern die grofite. Beim Redocking konnte FLEXX unter
Verwendung von FLEXXSCORE fiir 7 Komplexe keinerlei Platzierung generieren
(1HIH, 1HIV, 1HVJ, 1HVK, 1HVL, 9HVP, 1HVS).

Im Falle von 1HIH konnte jedoch mit AISCORE eine sehr gute Platzierung auf
Rang 1 mit einem RMSD von 1,33 A gefunden werden. Die AISCORE-Energie
dieser Platzierung ist mit AGa1gcore = —49, 58 kJ Mol~! nahe am experimentellen
Wert von AGry, = —45,93 kJ Mol ™.

Fiir die Komplexe 1HIV, THVL, 9HVP und 1HVS konnten mit AISCORE zwar
Platzierungen gefunden werden, jedoch weisen diese Platzierungen sehr grofie
RMSD-Werte auf, was im weiteren Verlauf noch diskutiert wird. Fiir die Kom-
plexe 1HVJ, ITHVK, 4HVP und 1MES konnte mit AISCORE gar keine Platzierung
gefunden werden.

Insgesamt zeigen sowohl fiir AISCORE als auch fiir FLEXXSCORE die Platzie-
rungen auf Rang 1 groe RMSD-Werte. Auch die Platzierungen mit der jeweils
geringsten Abweichung zeigen RMSD-Werte von deutlich iiber 9 A. Man kann
drei grofle Gruppen von Abweichungen unterscheiden: falsche Lage, falsche Ori-
entierung und vertauschte Gruppen.

Bei einer falschen Lage ist der Ligand als Ganzes an einer ganz anderen Stelle
in der Bindetasche einplatziert worden, als es in der Kristallstruktur beobachtet
werden kann. Hier werden bereits die Basisfragmente mit anderen Wechselwir-
kungsgruppen iiberlagert als in der nativen Struktur und der Ligand von dieser

Basisfragmentplatzierung ausgehend weiter aufgebaut. Dabei konnen durchaus
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Abbildung 3.23. Vergleich der nativen Struktur (dinn) und der von AISCORE auf Rang 1 bewerteten
Struktur (dick) des Liganden im Komplex 1BV7T.

sinnvolle und stark bindende Konfigurationen erzeugt werden, die aber nicht der
nativen Struktur entsprechen. Unter Verwendung von AISCORE ist das fiir die
Komplexe 1AAQ, THBV und 1MEU der Fall.

Liganden, die einen Grof3teil der auch im Kristall beobachteten Wechselwir-
kungen ausbilden, aber verdreht sind oder teilweise eine andere Konformation
einnehmen, bezeichne ich mit ,, falsche Orientierung*. Im Extremfall werden bei
einem symmetrischen Liganden alle Wechselwirkungen richtig ausgebildet, aber
der Ligand ist entsprechend seiner Symmetrie gedreht. Ein Beispiel dafiir ist die
Losung auf Rang 1 von 1BV7 (Abbildung 3.23). Ein Vergleich mit der nativen
Position des Liganden zeigt eine gute Ubereinstimmung, jedoch ist der Ligand um
180° gedreht, sodass FlexX einen sehr grofen RMSD berechnet, da die ,,falschen*
Atome fiir die Berechnung verglichen werden. Zusétzlich sind die Phenylringe
Ph2 und Ph3 vertauscht gegeniiber der Kristallstruktur.

Ein dhnlicher Fall liegt bei der Platzierung von 1IMEU (Abbildung 3.24) vor.
Ein Teil des Molekiils wurde richtig einplatziert, aber an einer Amidgruppe die
falsche Konformation gewahlt. Dadurch werden im Vergleich zur nativen Struktur
ein Phenylring und ein Methoxyphenylring miteinander vertauscht. Da aber die
dadurch vertauschten Gruppen sehr dhnlich sind, sind die beiden Moglichkeiten
rein energetisch nur schwer zu unterscheiden. Beide Losungen erscheinen gleich
plausibel. Auch hier wird ein grofler RMSD-Wert berechnet.

Das Problem iiberméflig hoher RMSD-Werte bei symmetrischen Liganden

kann mit einer neuen Routine fiir die RMSD-Berechnung von U. KORBEL und
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Abbildung 3.24. Vergleich der nativen Struktur (dinn) und der von AISCORE auf Rang 1 bewerteten
Struktur (dick) des Liganden im Komplex IMEU.

A. KAMPER, die bald in FlexX implementiert werden wird, gelost werden. Diese
neue Routine kann lokale und globale Symmetrie von beliebigen Molekiilen und
Komplexen handhaben. [165]

Bei vielen Komplexen der HIV1-Protease kommen solche vollstdndigen oder
teilweisen Verdrehungen des Liganden beim Einplatzieren vor. Von den 22
HIV1P-Komplexen findet FLEXX unter Verwendung von AISCORE fiir 6 Kom-
plexe Platzierungen, bei denen so gut wie alle Wechselwirkungszentren richtig
iiberlagert werden, aber die globale Orientierung des Liganden teilweise oder
vollsténdig falsch ist.

Bei den restlichen Komplexen werden die richtigen Wechselwirkungszentren
der Proteinbindetasche besetzt, jedoch von anderen Gruppen des Liganden als
in der nativen Struktur. Dadurch liegt der Ligand grob an der richtigen Stelle,
aber in einer anderen Orientierung. Als Beispiel sei der Komplex 1HIV (Ab-
bildung 3.25) erwidhnt. Hier werden im Vergleich zur nativen Platzierung der
Hexyl-Ring und eine der beiden Amidgruppen gut getroffen und der Imidazol-
ring in einer verkippten Variante platziert. Aber die Lage der iibrigen Gruppen
ist von der nativen Platzierung verschieden.

Vor allem bei den groflen, aber ungerichteten Wechselwirkungsgeometrien aro-
matischer Wechselwirkungen konnen Vertauschungen energetisch kaum unter-

schieden werden, da es nur 2 verschiedene aromatische Energieinkremente fiir
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Abbildung 3.25. Vergleich der nativen Struktur (dinn) und der von AISCORE auf Rang 1 bewerteten
Struktur (dick) des Liganden im Komplex 1HIV in der Oberflichendarstellung des Proteins.

aromatische Wechselwirkungen in AISCORE gibt — bei FLEXXSCORE sogar nur
eins. Gleichzeitig werden starre Ringe, mit Heteroatomen als Zentren fiir gerich-
tete Wechselwirkungen, bevorzugt als Basisfragmente ausgewihlt. Offensichtlich
finden solche Basisfragmente sehr viele mogliche Platzierungen. Im Zuge der Gree-
dy-Strategie werden dann aber in vielen Féllen die nativ-dhnlichen Platzierungen
zugunsten von stérker bindenden Teilplatzierungen an anderer Stelle verworfen.

Insofern stellt sich die Frage, ob der RMSD-Wert allein iiberhaupt ein ge-
eignetes Kriterium fiir die Beurteilung der Docking-Fahigkeiten eines Ansatzes
ist!

In einer volumindsen Bindetasche kann ein Ligand sicher an mehreren Stellen
platziert werden. Alle Platzierungen kénnen energetisch sehr dhnlich sein. Ohne
weitere Informationen wére eine Platzierung so gut wie jede andere. Dass ein
Docking-Ansatz unter den vielen energetisch so gut wie gleichen Losungen dann
diejenige identifiziert, die auch im Kristall beobachtet wurde, erscheint im Lichte
dieser Uberlegungen eher zufillig.

Als Alternative konnte vielmehr die Anzahl und Art der ausgebildeten Wech-
selwirkungen verglichen werden. An einer Berechnung der Ahnlichkeit einer Plat-
zierung im Vergleich zur nativen Struktur anhand der ausgebildeten Kontakte

arbeite ich zurzeit.
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3.6 Anwendung auf artifizielle Rezeptoren

Das computergestiitzte de novo-Design hoch-spezifischer synthetischer Rezepto-
ren fiir einen gegebenen Liganden lduft auf das Konstruieren eines Rezeptors um

diesen Liganden herum hinaus. Es ist quasi die Umkehrung des Dockens.

3.6.1 FlexR

FLEXR [162] basiert auf den grundlegenden Algorithmen von FLEXX und kann
flexible Liganden in flexible Rezeptoren docken. In Komplexen aus zwei kleinen
Molekiilen sind die Rollen von Rezeptor und Ligand vertauschbar. Deshalb er-
laubt FLEXR dass der Rezeptor inkrementell um den Liganden herum aufgebaut
wird. Dadurch erdffnet sich die Moglichkeit des Screening nach potenziellen arti-
fiziellen Rezeptoren.

Die konformationelle Flexibilitat beider Komplex-Partner wird in FLEXR da-
durch gelost, dass der Ligand flexibel nacheinander in verschiedene mogliche
Konformere des Rezeptors gedockt wird oder umgekehrt. Die Generierung der
Rezeptor-Konformere geschieht, dhnlich dem inkrementellen Aufbau in FLEXX,
durch Séatze diskreter Torsionswinkel aus der MIMUMBA-Datenbank an azykli-
schen Einfachbindungen und fiir Ringsysteme mit CORINA. Das eigentliche Do-
cken nutzt die FLEXX-Algorithmen fiir den inkrementellen Aufbau. Der Ligand
wird nacheinander in jede der Rezeptorkonformere gedockt. Zum Schluss werden
die Losungen der verschiedenen Docking-Laufe zusammengefasst und energetisch

bewertet.

3.6.2 AIScore und der Koffeinrezeptor

Alkylierte Oxypurine sind die am hé&ufigsten konsumierten Alkaloidwirkstof-
fe. [166] Der haufigste iiberhaupt ist Koffein (1, Abbildung 3.26). WALDVOGEL et
al. [167] haben einen artifiziellen Rezeptor synthetisiert, der alkylierte Oxypurine
dreidimensional als Cs-symmetrische Klammer umgreift (Abbildung 3.27). Die
Methylgruppen des Koffeins passen dabei genau in die Freirdume zwischen den
Ankergruppen.

WALDVOGEL et al. haben fiir den Komplex aus Koffein und ihrem Koffe-
inrezeptor durch NMR-Titration die Komplexbildungskonstante bestimmt und
dariiber hinaus noch die von verschiedenen Substratvariationen (Abbildung 3.26).
Aufler von dem Komplex mit Koffein sind jedoch keine experimentellen Struktu-

ren bekannt.
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Abbildung 3.26. Die verschiedenen Liganden die WALDVOGEL et al. in ihren synthetischen Koffein-

rezeptor komplexiert haben.

Trotzdem ist dieser Satz von dhnlichen Liganden im selben Rezeptor ideal als

Test fiir AISCORE in Hinblick auf die Anwendbarkeit auf artifizielle Rezeptoren.

3.6.2.1 Datenaufbereitung und Docking

Der Rezeptor wurde aus der publizierten Kristallstruktur [167] ibernommen und
die aliphatischen CgHi3-Reste abgeschnitten. Danach wurden manuell chemisch
sinnvolle SYBYL-Atomtypen zugewiesen. In Ermangelung von Kristallstruktu-
ren wurden die Liganden per Hand erstellt und jeweils mit dem MMFF94-
Kraftfeld [158] geometrieoptimiert.

ATSCORE konnte direkt in FLEXR {ibernommen werden.

Die Liganden wurden jeweils mit FLEXR in den Koffeinrezeptor gedockt und

die Energien der Platzierungen auf Rang 1 ausgewertet.
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Abbildung 3.27. Der Koffeinrezeptor von WALDVOGEL et al..

3.6.2.2 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 3.28 zeigt die linearen Korrelationen zwischen den experimentellen
Bindungsenergien der verschienen Liganden im Komplex mit dem Koffeinrezeptor
und den berechneten Energie jeweils von FLEXXSCORE und AISCORE.

In beiden Féllen féllt der Ausreifler 3 auf. Die drei Allylketten bilden selbst in
der besten Platzierung grofle Clashes mit dem Liganden, die von den attraktiven
Match Scores nicht vollstiandig kompensiert werden konnen. Dies widerspricht
dem Experiment, scheint aber ein Effekt des inkrementellen Aufbaus zu sein. Der
Sechsring wird zum Basisfragment erklart und fiir sich einplatziert, entsprechend
seiner Wechselwirkungsgeometrien. Von dieser Einplatzierung ausgehend, konnen
die Allylketten aber immer nur so aufgebaut werden, dass sie mit dem Rezep-
tor kollidieren. Es wére fiir die Basisfragmentplatzierung eine energetisch etwas
ungiinstigere Platzierung, bei der der Ring verdreht liegt, notig. Der Verlust an
Bindungsenergie zur idealen Basisfragmentplatzierung wiirde im spéteren Ver-
lauf des inkrementellen Aufbaus durch die Vermeidung der Clashes kompensiert,
was zum Zeitpunkt der Basisfragmentplatzierung aber nicht bekannt ist. Hier
scheint einer der wenigen Félle zu sein, wo gerade das unabhéngige Platzieren

des Basisfragmentes zu ungewiinschten Losungen fiihrt.
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Abbildung 3.28. Vergleich der linearen Korrelationen.

Fiir die Betrachtungen der Korrelationen wurde deshalb 3 ignoriert. Sowohl
FLEXXSCORE als auch AISCORE erzielen mit 72 = 0,86 bzw. r? = 0, 93 sehr gu-
te lineare Korrelationen. Jedoch ist die Steigung der Ausgleichsgeraden im Falle
von FLEXXSCORE sehr flach (Steigung m = 0,32). Die berechneten Bindungs-
energien sind alle mehr oder weniger gleich.

Im Falle von AISCORE ist die Ausgleichgeraden mit m = 1,27 fast ideal.
Der Trend der experimentellen Bindungsenergien wird richtig wiedergegeben. Die
Energien liegen jedoch insgesamt gut 20 — 30 kJ Mol™! zu tief, was jedoch nicht
weiter iiberraschend ist. Die Wechselwirkungsenergie-Inkremente von AISCORE
wurden an experimentelle Werte von Protein-Ligand-Komplexen in wdssriger
Losung angepasst. Die Messungen von WALDVOGEL et al. jedoch wurden in
CDCl3 durchgefiihrt.

In diesem ersten Test konnte AISCORE somit fiir einen artifiziellen Rezepto-
ren sowohl den inkrementellen Aufbau richtig lenken als auch anschliefend die
Bindungsenergien verschiedener Liganden im selben Rezeptor im Verhdltnis zu-
einander gut berechnen. Die Energien sind aufgrund des von Wasser verschiede-
nen Losungsmittel zu tief. Weitere Tests und eine Rekalibrierung auf das andere

Losungsmittel sind notig, doch diese ersten Ergebnisse sind ermutigend.
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3.7 GeomGenb

Im Zuge meiner Arbeit an AISCORE ist das Programm GEOMGENS entstanden.

GEOMGENSDH ist ein hochflexibles Programm zur multivarianten Anpassung
von empirischen Bewertungsfunktionen vom LUDI-Typ an einen beliebigen Satz
von Komplexen. Fiir die Optimierung der Parameter der Bewertungsfunktion
stehen drei verschiedene numerische Algorithmen zur Verfiigung. Die Parameter
konnen jeder fiir sich optimiert oder eingefroren werden.

GEOMGENDH besitzt eine eigene Implementierung einer allgemeinen LUDI-Be-
wertungsfunktion und kann mit beliebig vielen Wechselwirkungsgeometrien und
Wechselwirkungstypen umgehen. Auflerdem kann der XFURCATE-Algorithmus
nach Wunsch dazu geschaltet werden.

Zusétzlich besitzt GEOMGENS die Moglichkeit, FLEXX aufzurufen und die
Ergebnisse fiir Energien und Platzierungen einzusammeln. Dabei verteilt GEOM-
GENS alle notwendigen FLEXX-Aufrufe an beliebig viele Prozessoren und startet
diese vollig parallel. Es konnen dabei sowohl homogene wie inhomogene Cluster
genutzt werden.

Zu guter Letzt kann GEOMGENS Analysen durchfiihren, wie n-fache Kreuz-
validierung, Korrelationen und Redocking.

Der Name ,,GeomGen“ zeugt noch von der Herkunft des Programms: ent-
standen ist es urspriinglich als sehr simples Tool, dass aus einem Vektor von
Parametern ein geometry.dat-Files fiir FLEXX erzeugt. Nach und nach habe
ich GEOMGEN immer mehr erweitert, entsprechend der Aufgabenstellungen, die
sich im Zuge meiner Arbeit an AISCORE ergaben. Dabei habe ich von Anfang
an alle Algorithmen und I/O-Routinen so allgemein wie moglich gehalten.

GEOMGENSD ist in Fortran95 geschrieben und arbeitet mit mehreren allgemein
gehaltenen Modulen, die fiir die Datenkapselung und die logische Biindelung von
Funktionen verantwortlich sind.

Alle Optimierungen und Analysen, die hier vorgestellt wurden, sind mit
GEOMGENS durchgefiihrt worden.

3.7.1 Eingabedateien

GEOMGENS bendtigt mindestens zwei Eingabefiles: Eine Liste von Komplexen
und ein geometry.dat-File fir FLEXX.
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Wechselwirkungsgeometrien

GEOMGEND kann geometry.dat-Files, wie sie von FLEXX verwendet werden, di-
rekt einlesen. Fiir jede gefundene Wechselwirkungsgeometrie wird ein Objekt mit
Name, den Parametern, einem Zéhler fiir die Haufigkeit und einem Status-Feld
angelegt. Als erlaubte Status gibt es opt, freeze und scale. opt erlaubt eine freie
Optimierung, freeze lasst den Parameter unverdndert und scale skaliert ihn mit
dem aktuellen Wert des Solvatationsfaktors f,. Die jeweiligen Schliisselworter
werden als Kommentarzeile innerhalb der Definition der jeweiligen Wechselwir-

kungsgeometrie im geometry.dat-File eingefiigt.
Die Komplezliste

In der Komplexliste stehen die Namen der Komplexe und deren experimentelle
Bindungsenergien. GEOMGEND liest die Liste ein und alloziert den benétigten
Speicher. Fiir jeden Eintrag in der Liste wird ein Objekt erstellt, das den Namen,
die Energie und je einen Zeiger auf eine Wechselwirkungsstruktur und eine Liste
von Geometriestrukturen beinhaltet. Auflerdem stehen Funktionen zur Verwal-
tung, Abfrage und Berechnung wichtiger Grofien zur Verfiigung.

Nachdem die Komplexliste eingelesen ist, ruft GEOMGEND fiir jeden Komplex
FLEXX auf und holt sich jeweils alle Kontakte eines Komplexes. Die Kontakte
werden mit den Objekten fiir die bekannten Wechselwirkungsgeometrien vergli-
chen und entsprechende Zeiger auf die Wechselwirkungsgeometrien in die Wech-
selwirkungsstruktur geschrieben. Auflerdem werden die Haufigkeiten der Wechsel-
wirkungsgeometrien nachgehalten. Die FLEXX-Aufrufe fiir alle Komplexe kénnen

auf beliebig viele Prozessoren verteilt werden.
IA-File

Ein TA-File beinhaltet alle Komplexe, deren experimentelle Energien, alle Kon-
takte und alle Wechselwirkungsgeometrien. IA-Files werden komprimiert im
Binérformat geschrieben und sind somit klein und kénnen schnell eingelesen
werden. Ein [A-File ersetzt die Angabe von geometry.dat-File und Komplex-
liste. Auflerdem sind keine FLEXX-Aufrufe zur Ermittlung der Kontakte mehr
erforderlich. Ist kein IA-File angegeben, wird eines erzeugt, sobald alle nétigen

Informationen eingelesen und berechnet worden sind.

3.7.2 Bewertungsmodi

GEOMGENDS kennt zwei Modi fiir die Berechnung der Bewertungsfunktion. Im

Modus ref wird mit der internen Bewertungsfunktion die Referenzstruktur im
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Komplex bewertet. Dieser Modus ist sehr schnell aber nicht parallelisiert. Zurzeit
ist auch keine Parallelisierung geplant, da in einer Sekunde auf einem 2,4 GHz
Xeon-Prozessor ca. 10 Millionen Funktionsaufrufe moéglich sind.

Im Modus dock ruft GEOMGENS fiir jeden Komplex FLEXX auf. Dabei wird
vor dem Aufruf eine aktuelle geometry.dat fiir FLEXX entsprechend dem aktuel-
len Vektor an Parametern geschrieben. Diese Aufrufe erfolgen auf beliebig vielen
Prozessoren parallel und benotigen untereinander keinerlei Kommunikation.

GEOMGEND iiberwacht die Vollendung der FLEXX-L&ufe und sammelt danach
fiir jeden Komplex die Energien und RMSDs fiir dessen erste n Platzierungen ein
(n ist frei wihlbar). Diese Daten stehen fiir die Zielfunktion, auf die die Parameter

optimiert werden, zur Verfiigung.

3.7.3 Optimierungsalgorithmen

GEOMGEND besitzt 3 Optimierungsalgorithmen: GRID, DownHill und ConjGrd.

GRID ist eine Abtastung der Parameter auf einem wvolldimensionalen Gitter
beliebiger Schrittweite. Dabei wird immer eine Dimension auf dem Gitter ab-
getastet unter Beibehaltung der aktuellen Werte fiir alle anderen Dimensionen.
Wird ein neues Minimum entlang dieses eindimensionalen Schnittes gefunden,
wird der entsprechende Wert fiir diese Dimension festgehalten. So verfahrt der
Algorithmus nacheinander fiir jede Dimension. Danach wird wieder mit der ers-
ten Dimension gestartet, denn durch die neuen Werte aller Dimensionen kann
sich das jeweilige Minimum auf allen eindimensionalen Schnitten verdndert ha-
ben. Deswegen werden alle Dimensionen solange nacheinander auf neue Minima
abgetastet, bis kein neues Minimum mehr gefunden wird. In meiner bisherigen
Erfahrung konnte so immer das globale Minimum gefunden werden. Dieser brute
force-Ansatz benotigt sehr viele Aufrufe der Bewertungsfunktion und eignet sich
deswegen nur in Kombination mit der internen Bewertungsfunktion.

DownHill basiert auf immer kleiner werdenden Schrittweiten. Fiir eine Dimen-
sion wird unter Beibehaltung der Werte fiir alle anderen Dimensionen ein Schritt
der Lange s; gemacht. Fiihrt das zu einer Erniedrigung der Zielfunktion, geht
der Algorithmus zur nédchsten Dimension iiber. Andernfalls wird ein Schritt —s;
versucht. Fiihrt dies zu einer Minimierung wird —s; als neue Schrittweite fiir die-
se Dimension gespeichert und zur néchsten Dimension iibergegangen. Sollte auch
hier keine Erniedrigung der Zielfunktion moglich gewesen sein, wird s; = s;/2 und

die néchste Dimension angegangen. Die Anzahl der bereits erfolgten Halbierun-
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gen der Schrittweite wird fiir jede Dimension nachgehalten. Sind alle Dimensionen
bereits n-mal halbiert worden, stoppt DownHill.

Sowohl GRID als auch DownHill benétigen keinerlei Ableitungen der Zielfunk-
tion.

ConjGrd (Verfahren der konjugieren Gradienten) ist der einzige Algorithmus,
den ich nicht selber geschrieben habe, sondern stammt aus dem bekannten Buch
»Numerical Recipes“ von PRESS et al.. [144]. Die hierfir benétigten numerischen
Ableitungen werden ebenfalls mit einem Algorithmus aus diesem Buch berechnet.

Vor und nach jeder Optimierung wird eine Analyse der aktuellen Ergebnisse
der Komplexe gemacht und ausgegeben. Analysiert werden die lineare Korrela-
tion zwischen Bewertungsfunktion und experimenteller Bindungsenergie (Kor-
relationskoeffizient, Standardabweichung, extreme Ausreiffler) und die absolu-
ten Abweichungen zwischen Bewertungsfunktion und experimenteller Bindungs-
energie. Sind Docking-Ergebnisse vorhanden, wird die kumulative Erfolgsrate in
Abhéngigkeit des RMSD ausgewertet und Komplexe, fiir die gar keine Losung

gefunden werden konnte, gezihlt.

3.7.4 Geplante Erweiterungen

Geplant ist eine Erweiterung, die fiir jeden Komplex alle von FLEXX generierten
Platzierungen in einer Liste speichert und dann nur noch alle Platzierungen aller
Komplexe mit der internen Bewertungsfunktion berechnet. Dadurch kann auch
eine effiziente Optimierung auf die Platzierung der Komplexe erfolgen, wodurch
auch die Redocking-Fahigkeiten von AISCORE verbessert werden kénnen. Dabei
wird vernachlissigt, dass im Extremfall selbst kleine Anderungen der Parameter
nicht nur die Reihenfolge aller erzeugten Platzierungen eines Komplexes éndern,
sondern dass auch die Platzierungen selbst beeinflusst werden. Denkbar wiére eine
Hybridverfahren, bei dem all ¢ Optimierungsschritte mit der gerade aktuellen

Parametrisierung der Bewertungsfunktion neue Platzierungen generiert werden.
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Quantenchemische Bestimmung von
Kraftfeldparametern fiir CYP51

In diesem Teil stelle ich Arbeiten vor, die in Zusammenarbeit mit BERND RuUPP
(damals im Arbeitskreis von Prof. Dr. Hans-Dieter Holtje am Institut fiir Pharma-
zeutische Chemie an der Heinrich—Heine-Universitat Diisseldorf) entstanden sind.
Ziel war die Parametrisierung eines Kraftfeldes speziell fiir die Eisen—Stickstoff-
Bindung in der 14a-Demethylase (CYP51) anhand von quantenchemischen Po-

tenzialflachen.

4.1 Die Biochemie von CYP-51

Cytochrom P450 Sterol-14a-Demethylase (CYP51) (Abbildung 4.1) katalysiert
die oxidative Abspaltung der 14a-Methylgruppe von Sterol-Precursorn in Hefen
und Saugetieren und spielt damit eine zentrale Rolle in der vitalen Sterolsynthe-
se. [168] Von Azolen ist bekannt, dass sie hochpotente Inhibitoren der CYP51
in Pilzen sind, weshalb Azole wie z.B. Clotrimazol, Ketoconazol und Fluconazol
(Abbildung 4.2) als Antimykotika eingesetzt werden. Sie inhibieren die CYP51

Abbildung 4.1. Strukturdarstellung des CYP51 im Komplex 1E9X mit dem hervorgehobenen HEM

im aktiven Zentrum.
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Abbildung 4.2. Strukturen einiger Antimykotika auf Azolbasis.

durch die Bindung des Azolrings an das zentrale Eisenatom der HEM-Gruppe
des aktiven Zentrums. Ist das Enzym blockiert, erschopft sich das Sterol und die
Precursor werden nicht mehr abgebaut. Dadurch veréndert sich die Struktur der
Plasmamembran des Pilzes, was ihn damit verwundbar macht. [169, 170]

Azole werden in der Therapie von pathogenen Mykosen und lebensbedrohli-
chen systemischen Pilzinfektionen erfolgreich eingesetzt. Jedoch besitzen sie eine
gewisse Toxizitéit, da die Azole ebensogut an die HEM-Gruppen von kérpereige-
nen Cytochromen binden kénnen.

Struktur—Aktivitats-Studien haben gezeigt, dass der Azolring die wichtigste
pharmakophore Eigenschaft der bisherigen Wirkstoffe ist, dass er aber genauso
fir die Toxizitét eben dieser Wirkstoff verantwortlich ist. [171] Um die Selektivitét
der Wirkstoffe durch rationales Design zu verbessern (um so auch die Toxizitit zu
verringern), bedarf es eines groBeren Versténdnisses der Wechselwirkungen von
Ligand und aktivem Zentrum.

Bernd Rupp untersuchte die Unterschiede der CYP51 aus dem Pilz candi-
da albicans (Abbildung 4.3) und menschliches CYP51 durch molekulardynami-
sche Rechnungen mit dem Programm GROMACS [172, 173]. Im GROMACS-
Kraftfeld sind fiir koordinative Metall-Ligand-Bindungen jedoch keine Parameter
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Abbildung 4.3. Vergroflerung von candida albicans Praparaten.

vorhanden. Diese Kraftfeldparameter galt es, durch quantenchemische ab initio-
Rechnungen zu bestimmen.

Mit Hilfe dieser Parameter sind Bernd Rupp molekulardynamische Simula-
tionen gelungen, durch die die Enantioselektivitit des Pilzenzyms abgeschétzt
werden konnte. [168]

4.2 Quantenmechanische Bestimmung von

Kraftfeldparametern

4.2.1 Modellsystem und quantenchemische Methoden

Das CYP51-Enzym ist viel zu grof}; um es komplett mit ab initio-Methoden zu
behandeln. Fiir die Berechnung der Wechselwirkungsparameter wurde deshalb ein
Modellsystem konstruiert, das nur das aktive Zentrum des Enzyms abbildet. Das
aktive Zentrum besteht aus einer Fe!VL-Gruppe (L ist der Ligand) eingebettet
in einem Protoporphyrin IX-Ring. [174] Ein unsubstituiertes Porphyrin ersetzt
im Modellsystem das Protoporphyrin IX. Der Porphyrin-Eisen-Komplex wird im
Folgenden mit ,,FeP*“ bezeichnet.

Im CYP51 ist der sechste Ligand des Eisens (der proxzimale Ligand) ein Cystein
des Proteins. Es ist bekannt [175], dass der proximale Ligand (in diesem Fall das
Cystein) einen starken Einfluss auf die Eisen—Stickstoff-Bindung hat. Um diesen
Effekt zu untersuchen, wurden zwei verschiedene Thiolate als proximaler Ligand
des Eisens verwendet: Methylthiolat und die vollstdndige Aminosédure Cystein.

Der Azol-Ligand ist im Modellsystem unsubstituiertes Imidazol (Im). Die Po-
sition des Imidazols relativ zum aktiven Zentrum kann durch drei Parameter
beschrieben werden (Abbildung 4.4): der Bindungsabstand dpenm zwischen dem
Eisenatom und der N;-Position des Imidazols, der Torsionswinkel 6 (Diederwinkel
NP — Fe; — N — CI™) und der Kippwinkel ¢.
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Abbildung 4.4. Modellsystem (mit Cystein als proximalen Liganden) und die geometrischen Para-

meter der Imidazol-Eisen-Wechselwirkung.

DFT (siehe Kapitel 2.2.5) hat sich als machtvolles Werkzeug fiir die Unter-
suchung von Ubergangsmetallkomplexen erwiesen. [176]. Fiir diese Rechnungen
wurde das BLYP-Funktional (siche Kapitel 2.2.5.1) im Programm TURBOMO-
LE verwendet. An jedes Wasserstoffatom wurde eine SV-P-Basis gesetzt, an alle

anderen Atome eine TZVP-Basis.

4.2.2 Rechnungen und Ergebnisse

Als erstes wurde die Geometrie des Modellsystems in allen Kernfreiheitsgraden
optimiert. Von diesem Optimum aus wurden eingeschrinkte Minimumsenergie-
pfade fiir jeweils feste Werte der Parameter dp.yim, 6 und ¢ berechnet. Um Re-
chenzeit zu sparen, wurden alle CH- und NH-Bindungen auf ihre Werte in der
Optimumsgeometrie eingefroren, alle anderen Freiheitsgrade wurden nachrela-
xiert.

In Tabelle 4.1 sind die geometrischen Parameter der Optimumsgeometrie des
Modellsystems aufgelistet und mit experimentellen Daten der Rontgenstruktur-
analyse des PDB-Eintrags 1E9X (Cytochrom P450 14a-Sterol-Demethylase aus
mycobacterium tuberculosis komplexiert mit 4-Phenyl-Tmidazol) verglichen. Es

fallt auf, dass die geometrischen Parameter offensichtlich recht unsensitiv ge-
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geniiber den proximalen Liganden sind. Vergleicht man die Bindungsldngen der
Kristallstruktur und der quantenchemischen Rechnungen, fillt jedoch auf, dass
der Abstand zwischen dem zentralen Eisenatom und dem Stickstoff des Liganden
im Kristall deutlich grofler ist als die Werte aus der Geometrieoptimierung. Auf
der anderen Seite ist die out-of-plane-Verschiebung des Eisenatoms im Modell-
system grofler als im Kristall.

Um diesen Umstand besser bewerten zu konnen, wurden aus der PDB die
Kristallstrukturen von Komplexen mit einer HEM-Gruppe im aktiven Zentrum
und einer koordinativen Eisen-Stickstoff-Bindung gesucht (Tabelle 4.2).

Genau wie in den theoretischen Ergebnissen zeigen die meisten Strukturen
einen Fe — N-Abstand zwischen 0,21 nm und 0,22 nm. 1EA1 weist hingegen
einen deutlich ldngeren Abstand auf. Grund konnte die sterische Repulsion der
2,4-Difluoro-Benzol-Gruppe des Fluconazols, die dem Protoporphyrin sehr nahe
kommt, sein.

Der groflere Verkippungswinkel in 1E9X gegeniiber dem optimierten Modell-
system ist wahrscheinlich auch auf sterische Effekte zuriickzufithren. Das Histidin-
259 im I-Loop des Proteingeriists verhindert, dass sich das 4-Phenyl-Imidazols

senkrecht zum Porphyrinring orientieren kann.

4.2.3 Anpassung der Kraftfeldparameter

Die eingeschrinkten Minimumsenergiepfade fiir dp,ym der Komplex mit Cystein
und mit Methylthiolat als proximalen Liganden (Abbildung 4.5) sind nahezu
perfekte Morsepotentiale.

VMorse (dFeNIM) = DFeNIM (1 — exXp (ﬁFeNIM (dFeNIM — bFeNIM))) (41)

Tabelle 4.1. Geometrische Parameter der vollsténdig optimierten Modellsysteme und der Kristall-

struktur.

FeP(Im)Cys  FeP(Im)MeS 1E9X
dpentm [nM] 0,214 0,215 0,240
0 [°] 43,900 44,100 68,000
é [°] 1,500 2,200 10,300
dren, [nm] 0,203 0,202 0,202
drens [nm] 0,202 0,203 0,202
dren, [nm] 0,202 0,202 0,204
drens [nm] 0,203 0,202 0,199
dRutOFlane 1] 0,004 0,003 0,001
dpes [nm] 0,251 0,238 0,239
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Die Parameter in Gleichung (4.1) werden durch multivariante Regressionsana-
lyse gegen die DFT-Kurve bestimmt. Im Falle von FeP(Im)Cys liefert die Regres-
sion eine Potentialtopftiefe von Dpym = 54 kJ Mol™!, einen Gleichgewichtsab-
stand bpentm = 0,213 nm und ein Ppym = 22,8 nm~!. Fiir FeP(Im)MeS erhélt
man Parameter, die weitgehend &hnlich sind, bis auf eine deutliche geringere Po-
tentialtopftiefe (Dpenim = 44 kJ Mol™!, bpgyim = 0,215 nm, B = 22,5 nm™1).
Obwohl also der proximale Ligand einen nur geringen Einfluss auf die Geome-
trie des Modellsystems hat, hat er dennoch einen grofien Einfluss auf die Bin-
dungsenergie. Mit Methylthiolat als proximalen Liganden ist die Eisen—Schwefel-
Bindung ein wenig kiirzer, was im Gegenzug zu einer Schwichung der Eisen—
Imidazol-Wechselwirkung fiihrt.

In Abbildung 4.6a ist der eingeschrankte Minimumsenergiepfad fiir die Ro-
tation um die Fe — N-Bindung 6 fiir FeP(Im)MeS bei einer optimalen Fe — N-
Bindungslange dargestellt. Die hochste Energiebarriere fiir die Rotation von
AE = 4,5 kJMol™! kann bei den Temperaturen in lebenden Zellen leicht iiber-
wunden werden. Das Energieprofil entlang dieser Koordinate wurde an ein peri-

odisches Potential
V(0) = ko (1+cos (n-0—09)) (4.2)

angepasst. Obwohl die Maxima in dem berechneten Energieprofil nicht gleich
sind, ist die Abweichung des einfachen Cosinusterms nur gering. Mit n = 4 erhalt
man Kraftkonstanten von ky = 1,86 kJ Mol™! und 6° = 0°.

Zum Schluss wurde der Energieverlust der Eisen—Azol-Bindung durch Verkip-
pung des Azolrings bestimmt. Unterschiedliche Verkippungen sind typisch fiir

Azolringe die im aktiven Zentrum eines Cytochroms gebunden sind. An den bei-

Tabelle 4.2. Bindungslingen verschiedener Hem (Fe)-Stickstoff-Bindungen.

PDB Code Liganden drex 0] dFe—Proximal [nm] Auflosung [A]
1EA1 Fluconazol, Cystein 0,234 0,231 0,221
1EGY 9-Amino-Phenantren, Cystein| 0,210 0,210 0,235
1F4T 4-Phenyl-Imidazol, Cystein 0,213 0,264 0,193
1JIN Ketoconazol, Cystein 0,204 0,230 0,204
1MBI Imidazol, Histidin 0,214 0,204 0,200
1PHA PFZ, Cystein 0,185 0,205 0,163
1PHD 4-Phenyl-Imidazol, Cystein 0,228 0,232 0,160
1PHF 4-Phenyl-Imidazol, Cystein 0,222 0,207 0,160
1PHG Metyrapon, Cystein 0,216 0,220 0,160
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den Potentialen in Abbildung 4.6b kann man sehen, dass die Beitrdage von Torsion
und Verkippung zur Bindungsenergie annidhernd additiv sind. Die obere Kurve
wurde bei einem Torsionswinkel von 6 = 0° berechnet und verlduft so gut wie
parallel zu der Kurve, die in der ekliptischen Orientierung (6 = 45°, Minimum)
erhalten wurde, was die Unabhéngigkeit dieser zwei Bewegungen demonstriert.
Mein Teil des Projekts war damit beendet. Doch gerade mit den Ergebnissen
iiber das Potential der Verkippung konnten die biologischen Daten der verschiede-
nen Inhibitoren erklart werden. Diese Verkippung ist es, die den gréfiten Einfluss
auf die Bindungsstéirke des Inhibitors hat. Indem man diese Verkippung als einen
Strukturparameter der Wechselwirkung nutzt, sollte es moglich sein, gezielt neue

und selektivere Inhibitoren zu entwickeln.
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Zusammenfassung und Ausblick

Ich habe in dieser Arbeit die Entwicklung der neuen Bewertungsfunktion AI-
SCORE fiir das Docking-Programm FLEXX vorgestellt. AISCORE erweitert die
bekannte LUDI-Bewertungsfunktion um eine differenzierte Behandlung von Was-
serstoffbriicken nach ihrem chemischen Kontext. Aulerdem wurde ein Algorith-
mus zur Behandlung von mehrfach gegabelten Wasserstoftbriicken implementiert.

Fiir die Parametrisierung von AISCORE wurden zunéchst quantenchemische
ab initio-Rechnungen an 81 wasserstoffverbriickten Komplexen aus kleinen or-
ganischen Molekiilen durchgefithrt. Mit Hilfe von Dichte-Funktional-Methoden
und der M@LLER—PLESSET-Storungstheorie zweiter Ordnung wurden die Wech-
selwirkungsenergien dieser 81 Komplexe berechnet und anschliefend in Donor-
und Akzeptorenergien fiir das additive Inkrementesystem HBINC aufgeteilt. Es
konnte eine grofle Bandbreite an moglichen Wasserstoftbriickenenergien gezeigt
werden, ebenso die Wichtigkeit von Schwefel als Wasserstoffbriickendonor und
-akzeptor. Eine exzellente lineare Korrelation von r? = 0,994 zwischen HBINC-
Energien und MP2-Energien konnte erreicht werden.

Die Inkremente von HBINC wurden dann als Grundlage fiir die Parame-
trisierung von AISCORE verwendet. Ein Solvatationsfaktor skaliert alle Inkre-
mente gleichermaflen um die Erniedrigung der Wechselwirkungsenergie in einem
Losungsmittel gegeniiber der Energien im Vakuum zu modellieren. Fiir resonanz-
assistierte und geladene Wasserstoftbriicken, sowie fiir lipophile, aromatische und
metallische Wechselwirkungen wurden eigene Parameter eingefiihrt. Diese Para-
meter sind zusammen mit dem Solvatationsfaktor an einen Datensatz von 100
Protein—Ligand-Komplexen mit bekannter Struktur und bekannter experimen-
teller freien Bindungsenergie angepasst worden.

Der Vergleich von AISCORE mit FLEXXSCORE zeigt, dass AISCORE die frei-
en Bindungsenergien der Protein—Ligand-Komplexe signifikant besser abschéitzen

kann. Dabei spielen sowohl die chemisch diverse Behandlung der Wasserstoft-
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briickenenergien als auch die Behandlung der gegabelten Wasserstoftbriicken eine
Rolle. Selbst eine nachoptimierte Version von FLEXXSCORE, bei der zusétzlich
die neue Funktionalitét fiir die Behandlung multifurkater H-Briicken zum Einsatz
kam, konnte die lineare Korrelation von AISCORE nicht erreichen.

Durch eine zehnfache leave-ten-out Kreuzvalidierung wurde die Moglichkeit
einer Ubertrainierung von AISCORE auf die 100 Komplexe des Datensatzes dis-
kutiert.

Trotz der signifikanten Verbesserung in der Vorhersage der freien Bindungs-
energie, ist AISCORE im Redocking mit einer kumulativen Erfolgsrate von 44%
(bei 2,5 A) schlechter als FLEXXSCORE (55%). Als mogliche Ursache wurde
die Abschitzung der Gesamtkomplexierungsenergie wihrend des inkrementellen
Aufbaus diskutiert.

Auf Grundlage des im Zuge dieser Arbeit entwickelten Programms GEOM-
GEN wire eine Parametrisierung, die Redocking-Ergebnisse mit beriicksichtigt,
moglich. Dafiir ist eine Erweiterung von GEOMGEN noétig sowie ein groflerer
Satz von Protein—Ligand-Komplexen. Damit ein solcher Ansatz erfolgreich ist,
bedarf es vorher einer Anpassung des Algorithmus, der fiir die Abschétzung der
zu erwartenden Beitrdge von noch nicht platzierten Fragmenten zur freien Bin-
dungsenergie verwendet wird. Alternativ kann FLEXX mit wenig Aufwand so
umprogrammiert werden, dass jeder inkrementelle Aufbau ausgehend von den
Basisfragmenten separat erfolgt, so dass eine solche Abschétzung nicht beno6tigt
wird.

Um die Bewertungsfunktion auch auf die Erkennung moglicher Leitstruktu-
ren zu trainieren, sind Enrichment Tests unerlisslich. Dabei werden einige zig-
Tausend Molekiile in ein Protein gedockt. Von den Molekiilen ist jeweils bekannt,
ob sie eine Aktivitédt gegeniiber dem Protein haben oder nicht. Solche Datensétze
fiir Enrichment Tests sind verfiigbar und erfordern nur wenige Erweiterungen im
Programm GEOMGEN.

ATSCORE konnte bereits in FLEXR implementiert werden. Mit FLEXR koénnen
flexible Liganden in flexible artifizielle Rezeptoren gedockt werden. Im Falle
des Koffeinrezeptors von WALDVOGEL et al. konnte mit AISCORE von alky-
lierten Oxypurinen im Komplex mit diesem Rezeptor die richtige Struktur ge-
neriert werden und die freien Bindungsenergien der Komplexe untereinander in
der richtigen Reihenfolge berechnet werden. AISCORE ist jedoch fiir Protein—
Ligand-Wechselwirkungen in Wasser parametrisiert. Die berechneten Energien

der Oxypurin-Komplexe wurden durchweg iiberschéitzt, da die experimentelle
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Energiebestimmung in CDCl3 durchgefiithrt worden ist. Es ist deswegen eine Re-
kalibrierung von AISCORE fiir artifizielle Rezeptoren notwendig. Dafiir braucht
es einen grofleren Satz an Komplexen mit bekannter experimenteller Bindungs-
energie und bekannter Komplexgeometrie.

In einem letzten Kapitel habe ich die Parametrisierung von Kraftfeldpara-
metern fiir eine ganz spezielle Bindung mit Hilfe von quantenchemischen ab in-
itio-Rechnungen beschrieben. An einem Modellsystem wurden die Potentiale fiir
eine koordinative Eisen—Stickstoff-Bindung wie sie in Cytochromen vorkommt,
berechnet und Parameter fiir Kraftfelder bestimmt. Mit Hilfe dieser Parameter
konnten molekulardynamische Rechnungen durchgefiihrt werden, die die Enan-

tioselektivitdt von Cytochromen in pathogenen Pilzen abschéitzen konnten.
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