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SUMMARY

SUMMARY

Terpenoids are a highly diverse class of natural compounds. Among other properties, they
are interesting for applications in the pharmaceutical industry or as flavoring or odorant
substances. Terpene synthases are involved in the biosynthesis of terpenoids and are often
able to catalyze the formation of complex carbon skeletons. On the other hand, prenyl
transferases are responsible for the modification of other molecules with prenyl moieties.
Together, both enzyme classes form the foundation of a vast chemical diversity. A deeper
understanding of the mechanisms steering the underlying catalyses will allow for modification
and biotechnological use of the enzymes. This work is concerned with the modeling of prenyl
transferases and terpene synthases and molecular docking studies of reaction intermediates.
It is divided into three parts.

First, homology models for seven DMAPP:AMP/ADP/ATP transferases, AtIPT1 and AtIPT3
to AtIPT8, from Arabidopsis thaliana were created. The catalytic mechanism known for a
related enzyme is transferred to the produced models and discussed in this context. A virtual
screening yielded numerous suggestions for potential inhibitors of the modeled enzymes.
Based on these results, 17 potential inhibitors of the modeled enzymes were selected for
further investigation. The substances were chemically synthesized and subsequently tested
for their activity on AtIPT1 by cooperation partners. The enzyme tests identified six mildly
inhibitory compounds with ICs, values between 300 uM and 1000 yM.

In the second part, homology models for the four kaurene synthase-like enzymes

e ent-kaurene synthase from Arabidopsis thaliana

e cis-abienol synthase from Nicotiana tabacum

¢ santalene and bergamotene synthase from Solanum habrochaites
e [B-phellandrene synthase from Solanum lycopersicum

were produced. Using molecular docking, respective substrate structures were positioned in
the enzymes’ active sites. The resulting receptor-ligand complexes are the basis for a
detailed and comparative discussion of aspects of enzyme catalysis. In addition to the
modeling of the kaurene synthase-like enzymes, quantum chemical gas-phase calculations
were conducted. The results of these calculations illustrate that intermediate carbocations
can interact strongly with the free electrons of sulfur atoms of methionine residues during
enzymatic catalysis. Moreover, aromatic systems of active site amino acids are also able to
stabilize cationic intermediates.

Further quantum chemical calculations in gas-phase adress the product formation in the
multi-product enzyme santalene and bergamotene synthase. The results provide the picture
of a very fine enzymatic modulation of product determination. Differing positions of reaction
intermediates in the binding pocket lead to the formation of different products. Based on
these modelings, suggestions for mutations of santalene and bergamotene synthase and cis-
abienol synthase were deduced with the goals to gain insight into specific amino acids’
functions and a stepwise functional exchange of both enzymes. Site-directed mutagenesis
and subsequent activity tests were performed by cooperation partners. The outcomes supply
a detailed impression of the product spectra of single mutants of santalene and bergamotene
synthase and cis-abienol synthase. The product spectra of both enzymes are discussed
within the context of the protein models.

Vi



SUMMARY

The third part of this work deals with the modulation of the product spectrum of santalene
and bergamotene synthase by interactions between ligands and the binding pocket.
Molecular docking is investigated as a method to place cationic reaction intermediates in the
respective enzyme active sites. For this purpose, the docking program PLANTS was
extended by the explicit modeling of interactions between intermediary cations and special
receptor atoms. These receptor atoms comprise sulfur atoms of methionine side chains and
aromatic carbon atoms. By extensive docking experiments into the known structure of
Mentha spicata limonene synthase and the modeled structure of santalene and bergamotene
synthase, the newly modeled interactions are investigated. The consequences of using
different potentials to describe the newly implemented interactions are explored using
statistical approaches. Geometric quantities as well as terms of the scoring function for
docking poses are analysed. These analyses imply that the randomized pose generation in
PLANTS has a larger influence on pose scoring than the variation of parameters of the used
interaction potentials. As a consequence, it is insensible to optimize single force field
parameters for molecular docking without addressing other important aspects of
intermolecular interactions. Such features include extended receptor flexibility, entropy and
solvation.

The theoretical investigations in this work exclude that product determination in terpene
synthases is explicable by molecular docking or quantum chemical calculations only. Rather,
an integrated treatment of enzyme-ligand interactions is necessary that models molecular
orbitals and represents the enormous conformational space realistically.

VIl
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Abkurzung

Bedeutung

ACO

Ant colony optimization (engl. Ameisenkolonieoptimierung)

AMP, ADP, ATP

Adenosinmono-/ di-/ triphosphat

AtIPT Arabidopsis thaliana Isopentenyltransferase

AtKS Arabidopsis thaliana ent-Kaurensynthase

CPP Copalyldiphosphat, naher zu bezeichnen als ent- bzw. syn-Form

DMAPP Dimethyllallyldiphosphat

DMASPP Dimethylallyl-S-thiolodiphosphat

DNA Deoxyribonucleic acid (engl. Desoxyribonukleinsaure)

FPP Farnesyldiphosphat

GPP Geranyldiphosphat

GGPP Geranylgeranyldiphosphat

HIIPT Humulus lupulus Isopentenyltransferase

HMBPP 1-Hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphat

IPP Isopentenyldiphosphat

IPT Isopentenyltransferase

NMR Nuclear magnetic resonance (engl. magnetische Kernspinresonanz)

NPP Neryldiphosphat (Z-Geranyldiphosphat)

NtABS Nicotiana tabacum cis-Abienolsynthase

PDB Protein Data Bank (engl. Proteindatenbank)

PLANTS Protein-ligand ant system (engl. Protein-Ligand-Ameisensystem)

PLP piecewise linear potential (engl. stickweise lineares Potenzial)

RMSD Root-mean-square deviation (engl. Wurzel der mittleren quadratischen
Abweichung), siehe Gleichung 3, Seite 34

RNA Ribonucleic acid (engl. Ribonukleinsaure)

ShSBS Solanum habrochaites Santalen- und Bergamotensynthase

SIPHS Solanum lycopersicum B-Phellandrensynthase

TbTS Taxus brevifolia Taxadiensynthase

tRNA Transfer-RNA
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HINWEISE ZUR NOTATION

Fur Aminosauren werden sowohl die Ublichen Ein- als auch Dreibuchstabenabkirzungen
verwendet. Die Einbuchstabenkodierung ,X“ bedeutet eine nicht naher spezifizierte
Aminosdure. Um in dieser Arbeit eine inhaltliche Verwechselung zwischen den
Modellierungen verschiedener Enzymklassen zu vermeiden, werden die unterschiedlichen
Kodierungen abschnittsweise bzw. thematisch verknipft gebraucht:

Einbuchstabenabkiirzung:

e 4.1 Isopentenyltransferasen aus Arabidopsis thaliana
Dreibuchstabenabkirzung:

o 4.2 Kauren-Synthase-ahnliche Enzyme

e 4.3 Molekulares Docking von Reaktionsintermediaten in Mentha spicata
Limonensynthase und Solanum habrochaites Santalen- und Bergamotensynthase

Wenn fur Prenyldiphosphate Abkirzungen verwendet werden, sind im Allgemeinen die
entsprechenden E-Isomere gemeint. Eine explizite Erwahnung der E/Z-lsomerie erfolgt
notigenfalls.

Farbverzeichnis fir Atome

Im Bereich der Molektlmodellierung ist folgende farbliche Kodierung fur Atomtypen blich:
Wasserstoff (H) l Kohlenstoff (C) N stickstoff (N)

l Sauerstoff () Phosphor (P) Schwefel (S)

Abweichungen von diesem Farbschema in dieser Arbeit werden explizit angegeben.
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GLOSSAR

GLOSSAR

Die wissenschaftliche Literatur im Bereich der Molekulmodellierung, virtuellen Inhibitorsuche
und Quantenchemie ist von einigen englischsprachigen Begriffen gepréagt, die sich nur
schwer bedeutungsgleich ins Deutsche Ubertragen lassen. Solche Begriffe werden hier kurz
erlautert, da sie in der Arbeit verwendet werden.

Alignment

Boxplot

Clustering

Docking

Heatmap

Sampling

Scan

Scoring

Screening

Template

Hier im engeren Sinne: Das algorithmische Aufeinanderpassen von
Aminosauresequenzen  (Sequenz-Alignment)  bzw.  Sekundar-  oder
Tertiarstrukturen von Proteinen, dann Struktur-Alignment

Grafische Darstellung der Verteilung einer oder mehrerer Variablen als
Rechteck tUber einer Skala. Das Rechteck begrenzt jeweils oberes und unteres
Quartil der Variablen. Der Median der aufgetragenen GroRe wird mit einem
Strich markiert. Vom Rechteck ausgehend werden jeweils durch zwei mit
einem Strich abgeschlossene ,Antennen” Variablenwerte innerhalb des (hier)
anderthalbfachen Quartilabstandes dargestellt. Werte jenseits dieser Grenzen
werden als Punkte dargestellt und gelten als Ausreil3er im Sinne des Boxplot.

Auch Cluster-Analyse, Verfahren zur Entdeckung und Beschreibung von
Ahnlichkeiten in Daten

Hier im engeren Sinne des molekularen Docking: die Modellierung von
Wechselwirkungen zwischen Rezeptor- und Ligandmolekilen unter Benutzung
einschlagiger Software

Zweidimensionale Darstellung von Daten, die farblich reprasentiert werden

Hier im engeren Sinne: Auswahl von Stichproben konkreter Konformationen
eines Molekilensembles aus einem Konformationsraum

Abtastung, hier im engeren Sinne einer schrittweisen Untersuchung von
Energiehyperflachen

Hier im engeren Sinne: Bewertung der Konformation eines Liganden in einem
Rezeptor; Score entsprechend: Zahlenwert einer solchen Bewertung

Hier im engeren Sinne: Das mehr oder weniger systematische Untersuchen
von Hypothesen zu molekularen Interaktionen durch entweder theoretische
Methoden (virtual screening) oder Labormethoden, wie Bindungs- und
Umsetzungsstudien

Vorlage, hier im engeren Sinne eine experimentell ermittelte Proteinstruktur

XV






EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Terpenoide bilden mit mehreren zehntausend Vertretern die groRte Naturstoffklasse.! Sie
sind im Bereich des Lebens ubiquitar verbreitet und spielen wichtige Rollen in grund-
legenden metabolischen Prozessen.? Auch in komplexe kologische Zusammenhénge sind
sie involviert.! Prenyltransferasen und Terpensynthasen sind die biokatalytischen Eltern
dieser Chemodiversitat.

1.1 Prenyltransferasen und Terpensynthasen

Prenyltransferasen sind Enzyme, die Ubertragungen von Prenylresten — aktivierten
Isoprenen — katalysieren. Terpensynthasen sind ein Spezialfall der Prenyltransferasen, wenn
eine intramolekulare Prenylrestverkniipfung erfolgt.®> Der wesentliche Unterschied zwischen
beiden Enzymklassen besteht darin, dass echte Prenyltransferasen ein Akzeptormolekl
prenylieren, wahrend Terpensynthasen Ein-Substrat-Enzyme sind und nach enzymatischer
Aktivierung eine formal intramolekulare Reaktion katalysieren.

Prenyltransferasen und Terpensynthasen haben ein gemeinsames Substratspektrum: Beide
Enzymklassen setzen Prenyldiphosphate als chemisch aktivierte Prenylketten unter-
schiedlicher Lange um. Es gibt jedoch zusétzlich Substrate fur Terpensynthasen, die tUber
keinen Diphosphatrest verfiigen.” Die Elementareinheiten fiir die Biosynthese langerer
Prenyldiphosphatketten sind in Abbildung 1 dargestellt.

a) b)

- 00 A - 00 A
> >—\—O\P”\ ,\P’O Isopentenyldiphosphat-Isomerase >—\_O\P”\ ,\P’O
/ O A - / O A\Y
\ g 2% -~ d 9%

Isopren Isopentenyldiphosphat (IPP) Dimethylallyldiphosphat (DMAPP)

Abbildung 1. a) Isopren und b) die Cs-Elementarbausteine fiir Terpenoide und Prenyl-
modifikationen, Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP)S. Der
terminale Phosphatrest wird als B-Phosphatrest und der Phosphatrest zwischen B-Phosphat
und organischem Rest als a-Phosphatrest bezeichnet.

Modifikationen an Terpenen erweitern die Chemodiversitdt dieser Substanzklasse und
erlauben feine Modulationen der molekular vermittelten Informationen.®

1.1.1 Klassifikation

Enzyme sind nach verschiedenen Gesichtspunkten klassifizierbar. Der folgende Abschnitt
ordnet Prenyltransferasen und Terpensynthasen beziglich Funktion (EC-Nomenklatur),
Struktur, chemischer Mechanistik und phylogenetischer Aspekte.

1.1.1.1 Funktion

Prenyltransferasen werden nach dem Nomenklaturschema fir Transferasen benannt, so
dass eine Donor:Akzeptor-Transferase die Ubertragung der bonor-Gruppe auf die
Akzeptor-Gruppe bewerkstelligt.” In der Praxis wird jedoch oft vereinfachend zu Donor-
Transferase abgeklrzt, zum Beispiel Isopentenyl-Transferase und Geranyl-Transferase.
Auch andere Trivialnamen bzw. Schreibweisen werden verwendet, beispielsweise Farnesyl-
proteintransferase fur ein Enzym, das Farnesylgruppen auf Proteine Ubertragt (eigentlich
Farnesyl:Protein-Transferase). In der EC-Nomenklatur gehdren Prenyltransferasen zur
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Klasse ,EC 2.5.1 — Enzyme, welche Alkyl- oder Arylreste Ubertragen, die keine Methyl-

gruppen sind*.’

Prenyldiphosphat o

9 o;P/\ o o-\P,O Terpen(oid)nomenklatur
. /30 N
0=P—0 O'—Ig—ol (0] Cs Hemiterpene
Z 3 / é Cio Monoterpene
’ PP Enzymatische Cis Sesquiterpene
> Aktivierung Cy Diterpene
n \ c Sesterpene
25
Cy Triterpene
H Cys Sesquarterpene
Cup Tetraterpene
C.s0 Polyisoprene
Terpensynthasen Prenyltransferasen
|
Monoterpene + Akzeptormolekiil
— Sesquiterpene |
— Diterpene [ | |
Prenyldiphosphat Aromat Protein
- und andere — ¢
Y
kettenverléngernd aromatisch Proteinprenyltransferasen
E OL /IO o\ O o)
= =\ /o 2 NH\)]\ A4
ol 0 o} WYY ONH
Geranyldiphosphat E\
~o X TH s
(4S)-(-)-Limonen B-Myrcen >_\_>_\f;Pu \P,o' 10 3/
Pfefferminze, Hopfen, z OI © \E) Ubichinon 10 Farnesylierung oder
Edeltanne Cannabis spp. i Eukaryonten Geranylgeranylierung
Neryldiphosphat an Cysteinseitenketten
A nahe des Carboxy-Terminus
HO o Zielproteine:
H Iy .00 N verschiedene G-Proteine,
E Oy .0 X Transducin, Proteinkinasen,
- /S07 Lamine und andere
p-Caryophyllen o © N7
Basilikum, Oregano, (E,E)-Farnesyldiphosphat
Rosmarin, Zimt etc. Endophenazin A
a-Zingiberen Streptomyces annulatus
Ingwer
k
_ E E E oL /9 O\ O
o g 9%
Abietan (E,E,E)-Geranylgeranyldiphosphat
Kieferngewachse, Korbblutler

Abbildung 2: mit
Beispielen fiur Reaktionsprodukte (und natirliche Quellen,

Terpenoide nach der Anzahl der Isopreneinheiten

Einteilung von Terpensynthasen und Prenyltransferasen jeweiligen

820 sowie Nomenklatur der

Prenyldiphosphate mit mehreren Prenyleinheiten werden enzymatisch durch Kondensations-
reaktionen gebildet.”** Dabei werden Cs-Einheiten verkniipft, um langerkettige Prenyl-
diphosphate oder Terpene zu erhalten, was in Abbildung 2 veranschaulicht wird. Die Anzahl
der Kohlenstoffatome ist dabei jeweils ein Vielfaches von finf, was als sogenannte Cs-Regel
oder Isoprenregel (Wallach 1914, siehe dazu %) bezeichnet wird. Diese Regel kann dabei
helfen, biosynthetische Urspriinge von neu identifizierten Naturstoffen aufzuklaren. Die
Verknupfung der Isopreneinheiten kann sowohl in E- als auch in Z-Form erfolgen, was ein

2
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zusatzliches Klassifizierungsmerkmal fir kettenverlangernde Prenyltransferasen darstellt,
weil diese ihre Substrate in der Regel isomerenspezifisch akzeptieren und umsetzen.
Kettenverlangernde trans-Prenyltransferasen bilden im Allgemeinen Produkte bis Csg,. Cis-
Prenyltransferasen katalysieren hingegen den Aufbau langerer Polymere.?® Weiterhin wird
bei der Isoprenkettenverlangerung nach dem Ort der Bindungsknipfung zwischen den
beiden Prenyleinheiten zwischen Kopf-zu-Kopf- und Kopf-zu-Schwanz-Verkntpfungen (1-4-
Kondensationen) unterschieden.?

Terpensynthasen sind oft Multiproduktenzyme und werden meistens nach dem Produkt mit
der hochsten Ausbeute in vitro bzw. dem zuerst identifizierten Reaktionsprodukt in vivo
benannt, wie Limonensynthase und Kaurensynthase. Abbildung 2 bietet nur ansatzweise
einen Eindruck davon, welche Diversitdt Kohlenstoffgeriiste mit wachsender Zahl von
Isopreneinheiten annehmen konnen. Entsprechend der EC-Nomenklatur gehoren viele
Terpensynthasen in die Klassen ,EC 4.2.3 — phosphatumsetzende Enzyme* und ,EC 5.4.99
— intramolekulare Transferasen von weder Acyl-Gruppen, noch Phosphat-, Amino- oder
Hydroxylgruppen®.” Es gibt Terpensynthasen, die Nichtzyklisierungsreaktionen katalysieren
(sieche beispielsweise 2*?°). Daher sind Terpenzyklasen als eine Untergruppe der
Terpensynthasen zu verstehen.

1.1.1.2 Struktur

Uber strukturelle Doméanen in Terpensynthasen und ihre katalytische Bedeutung bieten
Koksal et al. einen hervorragenden Uberblick.?’

a-Domane
(Klasse-I-Terpensynthasen)

Metallbindemotiv
NDTKTYQAE

B-Domane
(katalytisch aktiv in
Klasse-II-Terpensynthasen)

¥ / Metallbindemotiv
DDMAD

Substratbindetasche mit drei
Metallkationen (Mg++) und
2-Fluoro-GGPP

X N-Terminus
\_/ (hochflexibel, interagiert in Klasse-I-Terpensynthasen
mit der Substratbindetasche)

y-Doméane
(dient in manchen Terpensynthasen der Membraninteraktion)

Abbildung 3: Modell der Taxadiensynthase aus Taxus brevifolia als Beispiel fir den
modularen Aufbau von Terpenzyklasen (modifiziert von Koksal et al., 27). Fettgedruckte Amino-
sauren sind direkt an der Metallkomplexierung beteiligt. Verschiedene Terpensynthasen
besitzen nur Teile dieser Tertiarstruktur, siehe auch Abschnitt 1.1.1.4 Phylogenie, Seite 9 ff.
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Es wird zwischen Klasse-I- und Klasse-lI-Terpensynthasen unterschieden, die verschiedene
Reaktionsmechanismen bedingen (siehe Abschnitt 1.1.1.3 Reaktionsmechanismus, Seite
6 ff.).** Die strukturellen Grundlagen der diversen Eigenschaften schildert Abbildung 3.
Klasse-I-Terpensynthasen verfliigen Uber zwei konservierte Metallbindemotive mit den
Konsensussequenzen DDXXD und (N,D)DXX(S,T)XXXE, die in der Regel drei divalente
Metallkationen, meist Magnesium, komplexieren (fettgedruckt: die typischerweise metall-
komplexierenden Aminoséuren).?” Viele der bisher charakterisierten Terpensynthasen aus
Pflanzen und Pilzen sind als Homodimere aktiv (*>*°~*%), es gibt aber offenbar Ausnahmen.>*

So ist die groRe Mehrheit der kurze cis-Prenyldiphosphate synthetisierenden Enzyme als
Homodimer aktiv, wéhrend einige Geranyldiphosphatsynthasen als Heterodimere aktiv
sind.®*2" Es ist bemerkenswert, dass auch diese kettenverlangernden Prenyltransferasen
(aber nicht polymerisierenden, sondern sog. short chain prenyl transferases, engl., Kurz-
ketten-Prenyltransferasen) wie Farneslyldiphosphatsynthase und Geranylgeranyldiphosphat-
synthase eine katalytisch aktive Doméane besitzen, die der a-Domane der Klasse-I-Terpen-
synthasen &hnelt.*® Diese Doméne besteht aus 12 a-Helices, die ein sogenanntes og/0g-
Barrel-Faltungsmotiv bilden. Einen Uberblick zur Doméanenstruktur in Terpensynthasen bietet
Tabelle 1.

Tabelle 1: Auswahl von Terpensynthasen mit verdéffentlichter Réntgenkristallstruktur.
Verwendete Farbcodierung: - Mono-, = Sesqui-, = Di- und o Triterpensynthasen. Spalte “D“
beinhaltet die jeweils vorhandenen Terpensynthasedoméanen entsprechend Kdksal et al.?’ und
Abbildung 3, Seite 3. PDB (engl. Protein Data Bank, Proteindatenbank) steht fir den
Identifikator in der Proteindatenbank.®® Mit * markierte Enzyme katalysieren die Bildung von
Prenyldiphosphaten. Die aufgeflihrten Triterpensynthasen sind Transmembranproteine (1EZF)
oder membranassoziiert (1SQC, 1W6K) und verfigen Uber all-a-Doménen mit entfernter
Ahnlichkeit zur entsprechenden Doméane in Mono-, Sesqui- und Diterpensynthasen.

Terpensynthase Organismus D |PDB
4S-Limonensynthase Mentha spicata aB  20NH*
Bornyldiphosphatsynthase* Salvia officinalis aB | 1N1B 8
1,8-Cineolsynthase Salvia fruticosa af  235C*®
epi-Isozizaensynthase Streptomyces coelicolor A3 a 3KB9*
(+)-6-Cadinensynthase Gossypium arboreum aB 3G4F 42
Aristolochensynthase Aspergillus terreus a 3BNX®
5-epi-Aristolochensynthase Nicotiana tabacum aBf  5EAU **°
Abietadiensynthase Abies grandis aBy 3S9v *°
Taxadiensynthase Taxus brevifolia aBy 3P5R 2
ent-Copalyldiphosphatsynthase* Arabidopsis thaliana aBy 3PYA?
Squalenzyklase Alicyclobacillus acidocaldarius - 1SQcC *®
Squalensynthase Homo sapiens - 1EZF®
Lanosterolsynthase Homo sapiens - 1W6K *°
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Interessanterweise ist die Abietadiensynthase aus Abies grandis durch katalytisch aktive
Klasse-I- und Klasse-ll-Terpensynthasedoménen bifunktional.**>* In Klasse-lI-Terpen-
synthasen befindet sich das katalytische Zentrum in der p-Domane, am Rande zur y-
Doméne.?” Es beinhaltet ein DXDD-Motiv, welches direkt zur Katalyse beitragt.>> Tri- und
Tetraterpensynthasen wurden von Wendt und Schulz mechanistisch als Klasse-lI-
Terpensynthasen eingeordnet.?® Die Biosynthese groRerer Isoprenpolymere erfolgt durch
Deka-, Undeka- und weitere cis-Prenyldiphosphatsynthasen, die als Transmembranproteine
charakterisiert wurden und nur noch entfernte Ahnlichkeit mit den Terpensynthasen kleinerer
Produkte aufweisen.”®*® Es sei darauf hingewiesen, dass namentliche Terpenzyklasen in
ihrem Produktspektrum auch nichtzyklisierte Terpene oder Terpenalkohole wie Geraniol oder
Farnesol aufweisen kénnen.?*2

Tabelle 2: Ausgewahlte Prenyltransferasen mit verdffentlichter Réntgenkristallstruktur.
Verwendete Farbkodierung: Mono-, Sesqui- und Diterpentransferasen. Das mit *
markierte Enzym katalysiert die Ubertragung von Triterpenen und Flavonoiden auf Glycosyl-
reste. PDB steht fiir den Identifikator in der Proteindatenbank.*

Prenyltransferase Organismus PDB

tRNA-Isopentenyltransferase Saccharomyces cerevisiae 3EPH >
Adenylatisopentenyltransferase Humulus lupulus 3A8T *°
Farnesylproteintransferase Rattus norvegicus 1QBQ *°
Farnesyldisphosphatsynthase Gallus gallus 1FPS >
Rab-Geranylgeranyltransferase Rattus norvegicus 1DCE *®
Geranylgeranyldiphosphatsynthase Saccharomyces cerevisiae 2DH4 *°
multifunktionell* Medicago truncatula 2ACV %

Die strukturellen Merkmale von Prenyltransferasen sind weniger konserviert als bei Terpen-
synthasen. Allerdings katalysiert diese Enzymklasse auch ein breiteres Reaktionsspektrum.

Aromatische Prenyltransferasen die an der Biosynthese von Ubichinon, Menachinon und
Plastochinon beteiligt sind wurden als Membranproteine beschrieben.®® Sie verfiigen iiber
konservierte (N,D)DXXD-Motive zur Komplexierung von Prenyldiphosphaten Uber
Magnesiumionen.®? Erste Strukturvorschlage wurden von Bréuer et al. beschrieben.®®%

An der Biosynthese mikrobieller Sekundarstoffe beteiligte aromatische Prenyltransferasen
sind I6sliche Enzyme ohne die bekannten aspartatreichen Motive.> Wahrend sich deren
Vertreter CloQ und NphB von zum Beispiel pflanzlichen DMAPP:Indol-Transferasen in der
Sequenz stark unterscheiden, verfligen alle Uber eine barrel-Architektur mit zehn innen
liegenden antiparallelen B-Faltblattern, die von zehn a-Helices umgeben sind (ABBA- oder
(aoBPB)s- Faltung).®?%

Die DMAPP:tRNA-Transferase aus Saccharomyces cerevisiae Ubertragt einen Prenylrest auf
Nukleotide von tRNA-Molekiilen.>* Das Enzym besteht aus einer Kerndoméne und verfiigt
Uber ein flexibel verkniipftes Zinkfinger-Motiv zur Erkennung der tRNA.>* Dieser Kerndoméne
ahnelt die Struktur der Adenosinphosphat-lsopentenyltransferase aus Agrobacterium
tumefaciens.®® Entfernte Ahnlichkeiten weist auch die Adenylatisopentenyltransferase aus
Humulus lupulus (HIIPT) auf.®® Strukturelle Ahnlichkeiten zu experimentellen Enzym-
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strukturen wurden untersucht: Ein ahnliches p-Loop-Motiv (engl. loop, Schleife — eine
Sekundarstruktur mit flexibler raumlicher Ordnung; ein p-Loop dient der Phosphaterkennung)
wie in der HIIPT ist in der Familie der Nukleosidtriphosphat-Hydrolasen beschrieben. Auch
C-terminale Strukturmotive der HIIPT finden sich in dieser Familie wieder.®®

Proteinprenylierung wird durch drei verschiedene Gruppen von Prenyltransferasen
katalysiert: Farnesyl:Protein-Transferase, Geranylgeranyl:Protein-Transferase | und Geranyl-
geranyl:Protein-Transferase 11.°” Trotz sehr ahnlicher Faltungen unterscheiden sie sich in der
Akzeptorspezifitat.®” Ein Ubersichtsartikel von Maurer-Stroh et al. zeigt ferner strukturelle
Verwandtschaften zu Terpensynthasen auf, obwohl die Sequenzéahnlichkeit zwischen diesen
Enzymklassen gering ist. Auch strukturelle Bedingungen zur Wechselwirkung mit
Akzeptorproteinen werden beschrieben.®’

1.1.1.3 Reaktionsmechanismus

Auf welche Weise Enzyme chemische Reaktionen katalysieren, ist eng mit der Frage danach
verbunden, wie sie mit ihren Substraten und Kofaktoren wechselwirken. Zielgerichtete
Mutagenesen bestimmter Aminosauren von Enzymen und anschlieende Umsatz-
untersuchungen kdnnen die Involvierung dieser Aminosauren am Reaktionsmechanismus
nachweisen. Untersuchungen mit (zum Teil radiomarkierten) Substrat- und Intermediat-
analoga liefern potenziell Hinweise auf die elektronischen Prozesse vom Substrat zum
Produkt. Als Reaktionsmechanismus einer Enzymkatalyse ist im weiteren Sinne die Gesamt-
heit von Wechselwirkungen und tatsachlichen Umsetzungen im Enzym-Ligand-Komplex zu
verstehen. Degenhardt und Kollegen verfassten 2009 einen Ubersichtsartikel tber Mono-
und Sesquiterpensynthasen, worin zahlreiche Untersuchungen zu den Reaktions-
mechanismen dieser Enzyme zusammengefasst sind.®

Die Enzymkatalyse von Monoterpensynthasen wird durch die metallionenabhangige
lonisierung des Substrates eingeleitet. Das resultierende kationische Intermediat kann
verschiedene Zyklisierungs- und Umlagerungsschritte durchlaufen, bis die Reaktion durch
Deprotonierung oder die Addition eines Nukleophils — beispielsweise Wasser — formal endet.
Diese Funktionsweise wurde in den 1980er Jahren durch Croteau mit Hilfe von Substrat- und
Intermediatanaloga sowie Inhibitoren an mehreren Monoterpensynthasen belegt.®®" Eine
Umlagerung des Diphosphatrestes vom Geranyl- zum Linalyldiphosphat und die
Isomerisierung von der transoiden zur cisoiden Form fuhren zur Bildung des Linalylkations.
Erst dieses Intermediat kann zum a-Terpinylkation zyklisieren, welches Ausgangspunkt far
zyklische Monoterpene ist. Azyklische Monoterpene kdnnen mechanistisch sowohl Uber das
Geranyl- als auch das Linalylkation gebildet werden. Fir eine Veranschaulichung dieser
formalen Ablaufe sei auf die entsprechenden Darstellungen in Degenhardt et al.® verwiesen.

Ahnlich dieser Mechanismen verlauft auch die Enzymkatalyse in Sesquiterpensynthasen,
wobei zwischen der anfanglichen Bildung des Nerolidylkations und des (E,E)-
Germacradienylkations unterschieden wird. Durch die zusétzliche Isopreneinheit kommt
jedoch insgesamt eine deutlich gréRere Produktvielfalt zu Stande.® Ringkontraktionen, 1,2-
Methyl- und Wagner-Meerwein-Umlagerungen erweitern die grundsatzliche Diversitat.”>"’
Bemerkenswert ist die Enzymkatalyse mancher Sesquiterpensynthasen wie 5-epi-
Aristolochensynthase, die {iber neutrale Intermediate verlauft.®’® Durch eine Reprotonierung
wird bei solchen Mechanismen erneut ein Kation gebildet wonach weitere Zyklisierungs- und
Umlagerungsschritte ablaufen kénnen, wie in den Katalysen von Vetaspiradiensynthase”,
Valencensynthase” und B-Selinensynthase®. Kéllner und Kollegen zeigten fiir zwei
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Sesquiterpensynthasen aus Mais, dass fir die Reprotonierung Wassermolekile als
Protonendonor fungieren.®! Diese S&ure/Base-katalysierten Enzymreaktionen werden auch
von Miller und Allemann diskutiert, die Uber eine Beteiligung von Tyrosinseitenketten oder
des Diphosphatrestes als Protonendonor spekulieren.® Sie filhren ferner aus, dass die
Komplexierung des Substratmolekils Farnesyldiphosphat (FPP) mit einem Magnesiumion
vermutlich eine Vororientierung des Diphosphatrestes fir die Bindetasche bewirkt, die zur
anschlieenden Rekrutierung eines zweiten Magnesiumions beitragt. Dieser Prozess geht —
in der Modellvorstellung — davon aus, dass anschlie3end die Substratbindetasche durch
Konformationsdnderungen weitgehend vom Lésungsmittel abgeschirmt wird, bis die
Rekrutierung eines dritten Magnesiumions weitere Konformationsanderungen auslost, die
zur Reaktionsinitiation fuhren. Miller und Allemann gehen von einer relativ starren
Positionierung des Diphosphatrestes in der Bindetasche wahrend des Reaktionsverlaufs
aus, wahrend im hydrophoben Teil der Bindetasche die Transformation des kationischen
Intermediats verlauft.®

Mono- und Sesquiterpensynthasen sind als Klasse-I-Terpensynthasen definiert, weil ihr
Reaktionsmechanimsus durch die ionische Abspaltung des Diphosphatrestes beginnt.”
Auch fir Diterpensynthasen werden analoge Reaktionswege beschrieben.?2®* Allerdings
erlaubt die um die y-Domé&ne erweiterte Tertidarstruktur (siehe Tabelle 1, Seite 4) zuséatzliche
Funktionalitat, wie sie bei Abies grandis Abietadiensynthase nachgewiesen wurde.*® Die
bifunktionale Abietadiensynthase katalysiert zweistufig die Bildung allylischer Abietadien-
Doppelbindungsisomere aus Geranylgeranyldiphosphat (GGPP), wie in Abbildung 4
dargestellt. Dabei treten folgende Teilschritte auf (siehe auch Peters und Croteau, #%):

o Klasse-ll-Reaktion: In einer Bindetasche zwischen (- und y-Doméane findet die
protonierungsinitiierte Zyklisierung des GGPP zu Copalyldiphosphat (CPP) statt.

¢ Klasse-I-Reaktion: In der a-Domane wird der Diphosphatrest abgespalten und nach
einer weiteren Zyklisierung und Deprotonierung entstehen Abietadiene.

r\ﬁ, O\P/o\p/o-
2™\ /o
\// \\/ _L, QDf 6 0

H

/ AN / \ Klasse Il
(+)-Copalyldiphosphat

o
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diverse Abietadiene Isopimar-15-en-8-yl-Kation

Abbildung 4: Klasse-ll- und Klasse-I-Reaktion von Abietadiensynthase aus Abies grandis.
Abbildung modifiziert nach Zhou et al.*

Einige in die Katalyse involvierte Aminosaureseitenketten wurden mit zielgerichteter
Mutagenese identifiziert.*®
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Sehr komplexe Kohlenstoffgerlste entstehen bei Umsetzungen von GGPP mit
Phomactatriensynthase und Taxadiensynthase.®” Die Mechanismen wurden mit Hilfe von
Deuterium-markiertem GGPP und quantenchemischen Berechnungen aufgeklart.®”

Triterpensynthasen benutzen Squalen oder Oxidosqualen als Substrat fur Zyklisierungs-
reaktionen #3889 Bej diesen Klasse-ll-Terpensynthasen erfolgt die Aktivierung des
Substrates durch Protonierung, wie in Abbildung 5 veranschaulicht wird.

O
>=\_>:\_>=\_/=<_/:<_/ﬁ< (S)-2,3-Oxidosqualen
,/Enzymbindung

Zyklisierungs-

kaskade

HO

4 Umlagerungen und
Deprotonierung

Aktivierung
durch Protonierung

HO Lanosterol

Abbildung 5: Reaktionsschema der Biosynthese von Lanosterol aus dem Triterpenoid Oxido-
squalen durch Lanosterolsynthase.4 Dieses Beispiel zeigt eine Aktivierung des Prenylrestes
ohne Diphosphatabspaltung aber mit zahlreichen Zyklisierungen und Umlagerungen, wie sie
fur Terpensynthasen typisch sind. Die Farbung des Substratmolekils hebt die sechs Prenyl-
reste hervor.

Ein Ubersichtsartikel von Liang et al. aus dem Jahr 2002 bietet einen grundlegenden Uber-
blick iber mechanistische Aspekte von Prenyltransferasen.®

Bei kettenverldngernden Prenyltransferasen wird grundséatzlich zwischen den trans- (oder E-)
und den cis- (oder Z-) Prenyltransferasen differenziert, die sich schon in ihrer Aminoséaure-
sequenz stark unterscheiden.® Bereits friihe Untersuchungen zeigten eine Metallionen-
abhangigkeit dieser Enzyme.** Die jeweiligen Mechanismen unterscheiden sich jedoch nicht
nur in der bevorzugten Abstraktionsposition eines Protons.®*® Unter Benutzung reaktions-
verlangsamender Substratanaloga wurde an Oktaprenyltransferase gezeigt, dass in trans-
Prenyltransferasen ein sequentieller Ablauf von lonisierung, Kondensation und Elimierung
auftritt.”” Fir cis-Prenyltransferasen konnte dieser Ansatz am Beispiel der Undekaprenyl-
transferase nicht nachvollzogen werden, so dass Lu et al. hier vom Vorliegen eines
konzertierten Ablaufs der Reaktionsschritte ausgehen.’*** Die Polymerisierung von Isopren
zum klassischen Naturkautschuk im Latex von Hevea brasiliensis (Kautschukbaum) erfolgt
durch cis-Prenyltransferasen.®® Das natiirliche Isoprenpolymer Guttapercha des Baumes
Palaquium qgutta ist jedoch trans-verknupft. Sehr bemerkenswert sind aktuelle
Forschungsergebnisse von Frick et al., die am Beispiel einer Prenyldiphosphatsynthase aus
Phaedon cochleariae beweisen, dass der metallische Kofaktor — in diesem Falle Cobalt-,
Mangan- bzw. Magnesiumionen — die Kettenlange des Katalyseproduktes beeinfluf3t. Somit
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kann die Art des vorliegenden Metallions zu Diversifizierung und Regulation des
Terpenoidstoffwechsels beitragen.*®

Als ein Beispiel flr aromatische Prenyltransferasen soll das Enzym CloQ dienen. Zu CloQ
publizierten Metzger et al. 2010 eine Enzym-Ligand-Struktur und interessante
mechanistische Studien, entsprechend derer in der Bindetasche dieses Enzyms keine
Metallionen, sondern positiv geladene Aminoséureseitenketten fir die entsprechende
Polarisierung der C-O-Bindung zwischen Diphosphat und Prenylrest sorgen.®> Der
anschlielende Angriff des Prenylkations am aromatischen Kosubstrat entspricht dem
Formalismus einer Friedel-Crafts-Alkylierung.

Proteinprenyltransferasen bilden Thioetherverknipfungen zwischen Cysteinseitenketten des
Proteins und dem entsprechenden Prenylkation.”” Bei der Ras-Farnesyltransferase wird
hierzu die Cysteinseitenkette durch ein Metallion zum Thiolat aktiviert, so dass sie als
Nukleophil fur die Verknlipfung mit dem Farnesylkation dient, welches sich durch lonisierung
des FPP bildet. Diese lonisierung wird durch positiv geladene Aminosaureseitenketten in der
Néhe des Diphosphatrestes begiinstigt.

1.1.1.4 Phylogenie

Terpensynthasen und Prenyltransferasen sind die Biokatalysatoren fir die Bildung von
Molekilen im gesamten Spektrum zwischen Primarmetabolismus und 6kologisch hoch-
spezialisierten Substanzen wie Boten-, Lock- und Abwehrstoffen. Die Phylogenetik dieser
Enzymklassen ist besonders in Pflanzen und Mikroorganismen sehr facettenreich.

Fur Terpensynthasen gilt allgemein, dass es zwar geringe Sequenzhomologie, aber starke
mechanistische und strukturelle Ahnlichkeiten gibt.?”# Ein umfangreicher Ubersichtsartikel
von Chen et al. charakterisiert die mutmafiliche Geschichte pflanzlicher Terpensynthasen
und ihrer Diversifikation.?® Die Klassifikation entsprechend des Reaktionsmechanismus in
Klassen | und Il hat ihre Ursache in strukturellen Gegebenheiten, die wiederum auf der
Aminosauresequenz der entsprechenden Enzyme beruhen. Die meisten bekannten
pflanzlichen Terpensynthasen gehoren zur Klasse 1, in welcher die enzymatische Reaktion
durch die lonisierung des Prenyldiphosphates eingeleitet wird. Das Moos Physcomitrella
patens verfigt Uber eine bifunktionale Terpensynthase, deren N-terminale Domane
Ahnlichkeiten zu Klasse-II-Terpensynthasen aufweist, wahrend der C-terminale Bereich
Klasse-I-Terpensynthasen &hnelt (vgl. Abbildung 3, Seite 3). Es wird heute davon
ausgegangen, dass solche Enzyme evolutiondre Vorlaufer fir spater herausgebildete
Klasse-I- und Klasse-lI-Terpensynthasen sind. Sequenzanalysen in Gymnospermen und
Angiospermen weisen darauf hin, dass es zu einer Duplikation des Gens fiir ein solches
bifunktionales Enzym gekommen ist, dessen zwei Ausfuhrungen sich anschlieRend
evolutiondr unterschiedlich spezialisierten, und sich so die beiden Funktionalitaten
trennten.®® Wahrend in Pilzen auch die bifunktionalen Enzyme nachgewiesen wurden,
verfugt das Leguminosen-Symbiose-Bakterium Bradyrhizobium japonicum tber zwei Terpen-
synthasen mit jeweils nur einer der beiden Funktionen.**'® Einige Gymnospermen verfiigen
Uber bifunktionale Diterpensynthasen, in denen sowohl die Klasse-I-(a-) als auch die Klasse-
II-(B)-Doméane aktiv sind. In Angiospermen wurden bisher nur monofunktionale Diterpen-
synthasen gefunden, die entweder der Klasse | oder der Klasse Il angehdren. Bisher wurden
nur Mono- und Sesquiterpensynthasen entdeckt, die ebenfalls dieser Monofunktionalitéat
unterliegen. In diesen fehlt in vielen Féllen die B-Doméane ganz oder teilweise, was Chen et
al. als mégliche evolutiondre Anpassungen deuten. %0102
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Cao und Kollegen (*?) entwickelten die a/B/y-Nomenklatur, welche auch Koksal et al.
aufgriffen (vgl. Abbildung 3, Seite 3 und ?’). Sie fanden ferner fiir bakterielle Klasse-lI-
Diterpensynthasen in den Sequenzen von Farnesyl- und Geranylproteintransferasen und
Triterpensynthasen Motiventsprechungen, die auf eine verwandte B/y-Struktur hindeuten.>?
Fur pflanzliche Diterpensynthasen schlagen sie allgemein eine a/B/y-Architektur vor,
basierend auf der Theorie, dass Mono- und Sesquiterpensynthasen (oft mit a/B-Struktur) in
Pflanzen durch Exonverlust und Rekombination aus urspriinglichen Diterpenzyklasen hervor-
gingen, vgl. Tabelle 1 (Seite 4). Mit der Aufklarung der Struktur der bifunktionalen
Abietadiensynthase aus Abies grandis durch Zhou et al. konnte diese Theorie nachvollzogen
werden.*® Der ,Verlust* der y-Doméne in Mono- und Sesquiterpensynthasen fand nach-
weislich mehrfach und unabhangig voneinander statt, was ein Anhaltspunkt fir die
Komplexitat der Mechanismen ist, die der Selektion dieser Enzyme zu Grunde liegen.*®

Uber phylogenetische Zusammenhiange Kkettenverlangernder Prenyltransferasen mit
Terpenzyklasen oder Proteinprenyltransferasen ist wenig bekannt. Proteinfarnesyl- und
Proteingeranylgeranyl-Transferasen sind sich grundsatzlich sehr &hnlich.®” Sie bestehen aus
einer a- und einer B-Untereinheit, wobei Letztere der ag/0s-Barrel-Doméne aus Terpen-
synthasen strukturell stark ghnelt.®’

1.1.2 Okologische Bedeutung

Die hohe Komplexitat der biochemischen Information in Terpenoiden spiegelt sich in
vielfaltigen ©6kologischen Zusammenhangen wider. Gershenzon und Dudareva beleuchten
die okologische Bedeutung von Terpenoiden in einem Ubersichtsartikel anhand einiger
Beispiele."

o Pathogenabwehr bei Pflanzen:
o Insektenlarven der Spezies Trichoplusia ni vergiften sich an den Cardenoliden
von Asclepias curassavica (Indianer-Seidenpflanze)'®, siehe auch %1%,

o Arabidopsis thaliana-Pflanzen, die durch eine genetische Transformation
Ubernattrlich viel Linalool, einen Monoterpenalkohol, produzieren, werden
signifikant weniger von Myzus persicae (Grine Pfirsichblattlaus) als
Nahrungsquelle benutzt.**’

o Mit Methyljasmonat, das in Pflanzen Pathogenreaktionen auslost, behandelte
Picea abies (Gemeine Fichte) steigern den Gehalt von Mono- und Diterpenen
im Harz des Stammes, was einen geringeren Befall durch Ips typographus
(Buchdrucker-Kéfer) zur Folge hat.'%

o Pflanzlich produzierte, triterpenoide Saponine zerstdren die Integritat von
Pilzmembranen und schitzen so vor Pilzinfektionen'®®, wahrend Avena
strigosa-Pflanzen, bei denen die Fahigkeit zur Produktion solcher Substanzen

fehlt, eine deutlich schlechtere Immunitat aufweisen.*°

e Abwehrsekrete von Insekten:

o Iridoide, eine Klasse von Monoterpenoiden, sind wichtige Abwehrstoffe
verschiedener Ameisen- und Ké&ferarten gegen Fralifeinde. Die bio-
synthetische Herkunft der Abwehrsekrete beinhaltet in der Regel die
pflanzliche Nahrung.***~'*°
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e Chemische Wehrstoffe in Meeresorganismen (siehe auch ')

o Grinalgen (Caulerpa spp.) werden von eigentlichen Fraldfeinden,
verschiedenen Seesternarten, verschmaht. Verantwortlich dafiir ist u.a.
Caulerpenin, ein von den Griinalgen produziertes Sesquiterpenoid.**’

o Andere Grinalgen (Halimeda spp.) zeigen eine schnelle, verwundungs-
aktivierte Bereitstellung von Halimedatrial, einem Diterpenoid, das Fral3feinde
abschreckt.*8°

o Viele sesshafte Meeresorganismen uberziehen ihre Oberflache mit komplexen
Stoffgemischen. Diese beinhalten verschiedene Terpenoide mit antifungaler
und antibakterieller Wirkung und verhindern auch Algenbewuchs '*°, siehe
auch

1.1.3 Bedeutung fur den Menschen

Uber diese erst wenig erforschte Vielfalt an Okologischen Interaktionen hinaus haben
Terpenoide auch fur den Menschen eine groRe Bedeutung. Sie stellen einen wesentlichen
Anteil der Naturstoffe, die vom Menschen gustatorisch oder olfaktorisch wahrgenommen
werden.'?® Dies zeigt sich beispielsweise in unterschiedlichen Geschmackswahrnehmungen
agrarwirtschaftlich zum Teil sehr bedeutsamer Pflanzenarten und -unterarten mit
verschiedenen Terpenoidprofilen wie Wein*?'?* Mohren'® oder SiiRkartoffeln'?®. Ferner
kommen Terpenoide haufig in gro3en Mengen in Pflanzen vor, die als Gewirz verwendet
werden. Beispiele daflr sind:

e Sesquiterpene und Sesquiterpenlaktone aus verschiedenen lllicium-Arten

(Sternanis)*? 3

e Zahlreiche Mono- und Sesquiterpenoide aus Piper nigrum (Schwarzer Pfeffer)®%

e Monoterpene und Monoterpenalkohole aus Mentha spp. (Minze)®!33134

e Das Monoterpen-Keton Carvon aus Carum carvi (Kimmel), Anethum graveolens
(Dill) und Mentha spicata (Griine Minze)***

e Viele Mono- und Sesquiterpene und ihre Alkohole aus Zingiber officinale
(Ingwer)10,136,137

e Uber 30 eindeutig identifizierte Sesquiterpene aus Ocimum basilicum (Basilikum)**

e Das atherische Ol aus Oreganum vulgare (Oregano) wird von Monoterpenen
dominiert (zum Teil Linien mit Gber 90% Gewichtsanteil von Monoterpenen), wobei
die anteilige Zusammensetzung zwischen verschiedenen Linien stark variiert.**®

Bei der Extraktion von &therischen Olen aus Pflanzen sind Terpenoide oft wesentliche
Bestandteile. Seit Jahrhunderten werden diese Ole wegen ihrer besonderen Eigenschaften
verwendet.'® Mit modernen wissenschaftlichen Methoden sind &therischen Olen zum
Beispiel antibakterielle, antifungale, antiinflammatorische oder spasmolytische Wirkungen
nachgewiesen worden.”*®*'*® Zunehmend gibt es auch Untersuchungen, die Terpen-
biosynthese gezielt zu beeinflussen, um Eigenschaften beispielsweise in Pflanzen zu
modifizieren oder bestimmte Terpenoide anzureichern.'*~'** Ein Beispiel hierfur ist der
genetische Eingriff in die Biosynthese des toxischen Terpenoid-Aldehyds Gossypol in
Baumwollpflanzen, so dass transgene Pflanzen durch eine Reduktion des Gossypol-Gehalts
potenziell auch als Tierfutter verwendet werden kénnten.™? Einen aktuellen Uberblick tiber
das sog. pathway engineering (engl., Konstruktion von Synthesewegen) zur bio-
technologischen Produktion verschiedener Terpenklassen bietet Misawa.**?
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Mehrere aktuelle Ubersichtsartikel beschéftigen sich mit der Bedeutung von Proteinprenyl-
transferasen in pharmazeutischen Kontexten. Die posttranslationalen Modifikationen der
Farnesylierung und Geranylgeranylierung von Substratproteinen wie zum Beispiel G-
Proteinen kann Signalwirkung fir ganze Biosynthesewege haben.***** Dies ist nicht auf den
Saugetiermetabolismus beschrankt, sondern im Pflanzen- und Tierreich weit verbreitet. Fur
die Blockade von Proteinprenyltransferasen werden oft Inhibitoren eingesetzt, die den
Substraten  Farnesyldiphosphat und  Geranylgeranyldiphosphat  &hneln.****%°  Die
Prenylierung von Proteinen hat oft Einfluss auf ihre Lokalisation, weil hydrophobe Prenyl-
reste als Membrananker dienen kénnen.*®*

Der wohl beriihmteste Wirkstoff gegen Krebs — Paclitaxel — wurde 1967 erstmals isoliert und
ist ein hochsubstitutierter Naturstoff, der sich von dem Diterpen Taxadien ableitet.'®? Die
naturliche Quelle ist die sehr langsam wachsende Pazifische Eibe (Taxus brevifolia), was die
Erforschung alternativer Anreicherungsmethoden interessant und im Laufe der Zeit auch
lukrativ machte.’® So entwickelten sich fiir Paclitaxel nach semisynthetischen Produktions-
verfahren moderne Fermentationsprozesse mit Pflanzenzell- und Pilzkulturen.'®*® Die
enorme Bedeutung von Paclitaxel war Motivation fur detaillierte Untersuchungen tber den
molekularen Wirkmechanismus, der darauf beruht, dass die Substanz die Mikrotubili in sich
teilenden Zellen so sehr stabilisiert, dass die Chromosomen nicht die fir die Mitose
notwendige raumliche Umverteilung erfahren kénnen und die Zelle entweder Apoptose
einleitet oder zuriick in ein vegetatives Stadium verfallt.'***"* Auch zahlreiche Osteoporose-
wirkstoffe beruhen auf der Inhibition prenylierender Enzyme, siehe Abbildung 8 (Seite 15).*"

Abgesehen von vielfaltigen Wirkweisen exogener Terpenoide, sind Terpensynthasen und
Prenyltransferasen wichtige Enzyme im Primarmetabolismus fast aller Lebensformen.
Terpenoide und spezifisch verkniipfte Prenylreste sind unabdingbare Informationstrager des
Lebens und die weitere Entschlisselung ihrer Produktion, Perzeption und Modulation
biochemischer Prozesse ist eine andauernde Herausforderung fir die Wissenschaft.

1.1.4 Isoprenoidbiosynthese

Die Biosynthese von lIsoprenoiden beginnt mit dem Anabolismus der grundlegenden
aktivierten Isoprene IPP und DMAPP aus Stoffen des Primarmetabolismus. Eukaryonten und
Archaea benutzen hierfir den Mevalonatweg (MVA-Weg), der auch einigen Bakterien zur
Verfiigung steht.*”**"* In den meisten Bakterien wird die Bereitstellung von IPP und DMAPP
Uber den Methylerythritolphosphatweg (MEP-Weg) erreicht, der auch in Pflanzen und Algen
existiert und im Gegensatz zum zytosolischen MVA-Weg in den Plastiden stattfindet.*”
Untersuchungen von Sapir-Mir et al. zeigten, dass Teile des MVA-Weges auch in den
Peroxisomen vonstattengehen.'”® Auf diese Weise werden IPP und DMAPP in diesen
Organellen gebildet, so dass eine Farnesyldiphosphatsynthase (zumindest bei Sdugetieren)
die Kondensation von IPP und DMAPP zu FPP im Peroxisom bewerkstelligt.'”® In einem
Ubersichtsartikel hinterfragen Hemmerlin et al. die Notwendigkeit fur Pflanzen, zwei
verschieden lokalisierte Isoprenoidbiosynthesewege zu besitzen und diskutieren anhand
zahlreicher Beispiele die Bedeutung dieser Tatsache fir die Mdglichkeiten von Pflanzen, mit
ihrer Umgebung zu interagieren.*’’

12



EINLEITUNG

N %0 1PP
2 MVA-Weg — o somerase
O

o Plastid
MEP-Weg — =p

=]
=

~o”

> a
Isoprensynthase
/o

o Isopren
MPP DMAPP

0, o |
WO/
S P P
N\ A0
o o d |

oo
oy
/o7 N

/
O.

Monoterpensynthasen
IPP + DMAPP —~ i
|| Geranyldiphosphat (oessl) Linalool Limonen 1,8-Cineol
= :
)\L D\\F,D\P/O
PP + DMAPP = i 0Ny g T Monoterpensynthasen
Kl |
Neryldiphosphat (Klasse 1) B-Phellandren  a-Terpinen
|
= 9 o 0 Solanum habrochaites Santalen- und Bergamoten- @O/Y @/\/k
’ o/rj\g \F'/io synthase (Sesquiterpensynthase, Klasse |)
o
2IPP + DMAPP _ » B . a-Santalen a-Bergamoten
Diterpensynthasen = \ :?’ \\/ monofunktionale Diterpen-
| J g
(Klasse II) k" synthasen(Klasse )

(Z,2)-Farnesyldiphosphat Copalyldlphosphat

3 IPP + DMAPP bifunktionale Diterpensynthasen )

.

(Klasse | und Il)
| ) monofunktionale Diterpensynthasen Abietadien
‘ N \///\ /\\\/ (Klasse 1) \
LY

o
Geranylgeranyldiphosphat

ranyllinalool ent-Kauren

OH
S S % . Zytosol
21PP + DMAPP —~ | °§p/o\P,°' Sesquiterpensynthasen ‘ = ‘
oY g o (Klasse I)
Farnesyldiphosphat B-Farnesen p-Caryophyllen Nerolidol

Abbildung 6: Funktion und Lokalisation von Isoprensynthase, Mono-, Sesqui- und Diterpen-
synthasen, Abbildung nach Fig. 1 in Chen et al., % Die Kondensationsreaktionen zu Prenyl-
diphosphaten (links) werden durch entsprechende Synthasen sukzessiv katalysiert. Die
explizit angefiuihrte S. habrochaites Santalen- und Bergamotensynthase stellt insofern eine
Ausnahme dar, als dass Sesquiterpensynthasen normalerweise zytosolisch vorliegen.101

Die Terpen-Elementarbausteine IPP und DMAPP werden durch Prenyldiphosphatsynthasen
wie FPP-Synthase und GGPP-Synthase um jeweils eine Cs-Einheit verlangert, wie in
Abbildung 6 angedeutet. Dabei kann es zu Interferenzen zwischen MVA- und MEP-Weg
kommen, deren Natur erst zum Teil erforscht wurde.'”®® Die sukzessive enzymatisch
bereitgestellten Prenyldiphosphate werden durch zahlreiche Terpensynthasen umgesetzt.
Das Schema verdeutlicht, dass die E/Z-lsomerie der verschiedenen Substrate von
Bedeutung fur die Umsetzung durch isomerenspezialisierte Enzyme ist. Die Santalen- und
Bergamotensynthase aus Solanum habrochaites ist bisher die einzige bekannte Sesqui-
terpensynthase, die spezifisch (Z,2)-FPP umsetzt und im Plastiden vorkommt.

Squalen ist im Allgemeinen eine Zwischenstufe fur die Bildung von Triterpenen und wird
durch die Squalensynthase aus zwei FPP-Molekiilen gebildet.** Die Bildung langerkettiger
Prenyldiphosphate wird von weiteren Enzymen, zum Beispiel Dekaprenyldiphosphat-
synthase und Solanesyldiphosphatsynthase, bewerkstelligt, wobei diese Enzyme in der
Regel die Kondensation an Prenylketten bestimmter Lange bevorzugen, aber eine gewisse
Substratpromiskuitét besitzen.%0181182
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Die Bildung pflanzlicher Polyisoprene wie Kautschuk oder Guttapercha wird von
spezialisierten cis- bzw. trans-Prenyltransferasen katalysiert, die IPP als Prenyldonor
benutzen, um Polyisopren um jeweils eine weitere Cs-Einheit zu verlangern.’®*'®* Dabei
bilden sich Polymerpartikel in zur Latexproduktion spezialisierten Zellen der entsprechenden
Pflanzen 1818

1.1.5 Inhibierung

Die Inhibierung von Enzymen kann in verschiedenen Kontexten interessant sein. Wahrend
sie in der Grundlagenforschung zur Ermittlung der biologischen Funktion oder bio-
katalytischen Funktionsweise von Enzymen eingesetzt wird, bieten sich auch pharma-
zeutische Anwendungsmaglichkeiten.

Fur die Inhibierung von Terpensynthasen wurden bisher hauptsachlich Substanzen benutzt,
die durch Ahnlichkeit zu naturlichen Liganden Aufschluss uber verschiedene Aspekte der
Substratbindetasche geben sollten, so zum Beispiel Phenyl-substituiertes Farnesyl-
diphosphat an Aristolochensynthase®, S-Thiolo-Farnesyldiphosphat sowie Chinuclidine und
Chinuclinidole an Dehydrosqualen- und Squalensynthase'®, S-Alkyl-Thiodiphosphate an
Farnesyldiphosphatsynthase und verschiedene Substratanaloga von Monoterpensynthasen
an Selbigen.”***%1%! Einige Beispiele fur Inhibitoren von Monoterpensynthasen sind in
Abbildung 7 dargestellt.

6-7-Dihydro-GPP  2-3-Dihydro-GPP 6-7-Epoxy-GPP 2-3-Epoxy-GPP 6-7-Cyclopropyl- 2-3-Cyclopropyl-
Methano-GPP Methano-GPP
| i i
o st F R= 0
R m = R 0'___||:):O

N F o\ S

L X %

/NH\ o o
8-9-Cyclo- Linalyl-Sulfonium  a-Terpinyl-Sulfonium- a-Terpinyl-Aza- 2-Fluoro-GPP 2-Fluoro-Linalyl-
propyl-GPP -Analogon Analogon Analogon diphosphat

Abbildung 7: Inhibitoren diverser Monoterpensynthasen, Abbildung nachvollzogen aus 83

Pflanzliche Diterpensynthasen wie ent-Kaurensynthase, die bereits zyklisierte Prenyl-
diphosphate umsetzen, kénnen mechanismusbasiert inhibiert werden. Dies zeigten fir
Arabidopsis thaliana ent-Kaurensynthase (AtKS) Roy und Kollegen mit 16-Aza-ent-Beyeran
und 16-Aza-ent-Trachyloban.'*?

Von pharmazeutischem Interesse ist die Inhibierung bestimmter prenylierender Enzyme, die
in Knochenerkrankungen wie Knochenkrebs und Osteoporose eine Rolle spielen.'®® Eine
Reihe stickstoffsubstituierter Bisphosphonate (siehe Abbildung 8) inhibiert Farnesyl-
diphosphatsynthase. Durch ihre substratanaloge Struktur binden sie mit hoher Affinitat an
das Enzym, kdnnen aber nicht durch das Enzym ionisiert werden. Das verhindert die Bildung
von FPP als Substrat fir spezielle Proteinprenylierungen, die fur Signaltransduktionen in
Knochenkrankheitshildern mitverantwortlich sind (Russell, *"%):

e nach Behandlung mit Zoledronat ist das Risiko neuer Knochenfrakturen geringer***
e Alendronat beschleunigt die Heilung von Knochenbriichen in Mausen'®®
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e Pamidronat wirkt gegen verschiedene Knochenkrebsarten in vitro***%’

e Minodronat hemmt in Kombination mit anderen Wirkstoffen Knochenkrebs®®

@] @] @] @] @] @] @] @]
IS i gn I N
HO™ | [SOH  HO”| [ SOH  HOT| | SOH HO” | | SOH
OH OH OH OH OH OH OH OH
[ 7NN

/) NH,

N H,N XN
Zoledronsaure Alendronséaure Pamidronsaure Minodronsaure

Abbildung 8: Pharmazeutisch relevante Bisphosphonate, die FPP-Synthasen inhibieren. "

1.1.6 Theoretische Untersuchungen

Theoretische Modellierungen bedienen sich unterschiedlicher Methoden, um hypothetische
Reaktionsmechanismen zu untermauern bzw. zu widerlegen und kénnen in vivo- und in vitro-
Experimente fur weiteres Verstandnis leiten. Einerseits dienen bioinformatische Methoden
dem Erkennen von Ahnlichkeiten zwischen Aminosauresequenzen und der genomischen
Organisation oder der vorlaufigen Zuweisung von Funktionen an uncharakterisierte Gen-
produkte. Andererseits geben computerchemische Untersuchungen Einblick in molekulare
Verhéltnisse und Prozesse. Die formalen Reaktionsmechanismen zahlreicher Prenyl-
transferasen und Terpenzyklasen wurden mit der Identifikation ihrer Funktion
postuIiert.26’44’51’87’199’200

Der Ubersichtsartikel von Degenhardt et al. fasst den Wissensstand zu den Reaktions-
mechanismen vieler Mono- und Sesquiterpensynthasen zusammen, die Uberwiegend
biochemisch charakterisiert wurden.® Um die theoretische Untersuchung der Reaktions-
mechanismen solcher Enzyme (ohne expliziten Einbezug der Enzyme) mit quanten-
chemischen Methoden haben sich in den letzten Jahren besonders Tantillo und Kollegen
verdient gemacht:

e Zyklisierungswege des Farnesylkations zu Pentalenen®*

e Studie zur intramolekularen Mobilitdt eines Protons in der von Taxadiensynthase
katalysierten Reaktion®*?

e Diskussion von Bifurkationen der Energiehyperflache in Reaktionsmechanismen am
Beispiel der Abietadiensynthasereaktion®®®

e Umfangreiche Berechnungen zur Theorie, dass konkrete Konformationen des
Bisabolylkations in  Sesquiterpensynthasen die Produktbildung malfigeblich
bestimmen®*

e Ubersichtsartikel zur intramolekularen Stabilisierung von kationischen Zwischen-
zustanden in der Terpenbiosynthese®®

e Theoretische Ableitung formaler Reaktionsmechanismen fir diverse Diterpene,
welche die Bildung sekundarer Karbokationen vermeiden®®

e Berechnungen zu feinen Unterschieden bei kationischen Zwischenzustanden in der
Bildung von Bergamotenen und verwandten Terpenen?®”’
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e Berechnung der kompletten karbokationischen Reaktionskaskade von GGPP zum
Taxadien®*®

Folgender Umstand macht quantenchemische Berechnungen zu formalen Reaktions-
mechanismen (das heil3t ohne Einbezug des Enzyms) interessant: Teilweise kann abgeleitet
werden, welche Aspekte des Reaktionsverlaufs das katalysierende Enzym adressieren
muss, um das entsprechende Produkt zu bilden, wie die Bereitstellung eines Intermediates in
einer gewissen Konformation oder die Stabilisierung eines bestimmten Zwischenzustandes.
Ebenfalls von Tantillo stammt ein Ubersichtsartikel zu theoretischen Untersuchungen der
Rolle von Karbokationen in der Terpenbiosynthese.?®

Auch kombinierte Quanten- und Molekilmechanikansatze (QM/MM) wurden bereits fur die
Simulation von Terpensynthasereaktionen benutzt.?® Zhou et al. adressierten mit Hilfe von
Molekuldynamiksimulationen mit verschiedenen Kraftfeldern die Rolle einer Loop-
Substruktur in der Klasse-ll-Doméne der Abies grandis Abietadiensynthase.* In einer
Publikation, in der Experimente mit radiomarkiertem Substrat und quantenmechanische
Berechnungen kombiniert wurden, werden Reaktionsmechanismen fur die Bildung der
Diterpene Phomactatrien und Taxadien vorgeschlagen.?” Die Funktionsweise von cisoiden
und transoiden Zyklisierungsmechanismen in Sesquiterpenen wurde ebenfalls mit quanten-
chemischen Methoden und experimentell mit Substratanaloga untersucht.** Ferner existieren
auch allgemeine Betrachtungen zu den Voraussetzungen fir eine aktivierende Bindung von
Diphosphaten in Substratbindetaschen von Enzymen.?*°

Zu diesen computerchemischen Ansatzen kommen zahlreiche bioinformatische Methoden,
die vor allem Einblicke in die Phylogenetik liefern bzw. flr den Vergleich wichtiger Sequenz-
motive verwendet werden — siehe hierzu Phylogenie, Seite 9 f. und ?"**?**, Im Bereich der
Prenyltransferasen gibt es weniger Diversitat bezliglich der molekularen Ablaufe, so dass
h&aufig Homologieschlisse gefuhrt werden. Nur wenige computerchemische Untersuchungen
befassten sich bisher mit Prenyltransferasen, so zum Beispiel die Modellierungen
membrangebundener Enzyme, die p-Hydroxybenzoeséure prenylieren.®®®422213 pyrch die
wachsende Zahl verfiigbarer Gensequenzen und experimenteller Strukturen wachst auch
das Wissen uber Phylogenetik und Struktureigenschaften von Proteinen im Allgemeinen.
Solche theoretischen Methoden dienen heutzutage im gesamten naturwissenschaftlichen
Bereich als wichtige Ergédnzungen zur empirischen Wissenschatft.

1.1.7 Beispiele fur prenylierende Enzyme

Um einerseits auf die in dieser Arbeit untersuchten Enzyme hinzuftihren und andererseits die
Vielfalt der prenylierenden Enzyme zu demonstrieren, beinhaltet der folgende Abschnitt
kurze Charakterisierungen ausgewahlter Prenyltransferasen und Terpensynthasen.

1.1.7.1 Limonensynthase aus Mentha spicata

Eine gut untersuchte Monoterpenzyklase ist die (4S)-Limonensynthase aus der Griinen
Minze (Mentha spicata). Die Aufklarung von Strukturen dieses homodimeren, lgslichen
Enzyms im Komplex mit Substratanalogon bzw. Intermediatanalogon erlaubt eine detaillierte
Beschreibung des enzymatischen Reaktionsprozesses.”” Die Enzymkatalyse folgt dem
Klasse-I-Mechanismus. Hyatt et al. diskutieren leicht unterschiedliche Mechanismen fir die
Umwandlung intermediarer Linalyldiphosphat-Konformationen, je nachdem, ob ein Linalyl-
diphosphat-Molekil aus dem Losungsmittel stammt oder in der Substratbindetasche
entstand. Die diskutierten Unterschiede werden in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Vorgeschlagene Reaktionsmechanismen in Mentha spicata Limonensynthase,
nach Hyatt et al., . Links ist die traditionelle Vorstellung von der gekoppelten Isomerisierung-
Zyklisierung dargestellt, rechts zuséatzliche Konformationsumwandlungen. Die in Kasten

dargestellten  Zwischenzustdande sind anhand der Roéntgenkristallstrukturmodelle
plausibilisiert.
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Die detaillierte Darstellung von Hyatt et al. verdeutlicht, dass in Terpensynthasen gering-
fugige Konformationsunterschiede wesentlichen Einfluss auf den Reaktionsverlauf haben
konnen.

1.1.7.2 Isopentenyltransferasen aus Arabidopsis thaliana

In A. thaliana gibt es neun Gene, welche als putative Isopentenyltransferasen annotiert
sind.?**#* Sije kodieren fiir die Proteine AtIPT1 bis AtIPT9. Diese sind eingeteilt in zwei
Gruppen, welche sich strukturell und funktionell unterscheiden:

AtIPT2 und AtIPT9 sind DMAPP:tRNA-Transferasen (EC-Klasse 2.5.1.8).
AtIPT1 und AtIPT3 bis AtIPT8 sind DMAPP:ATP/ADP-Transferasen (EC-Klasse 2.5.1.27).

Beide Enzymunterklassen spielen wichtige Rollen in der Cytokininbiosynthese. Cytokinine
sind Phytohormone von zentraler Bedeutung fir das Wachstum und die Entwickung von
Pflanzen.?*® Prozesse, die durch Cytokinine beeinflusst werden, sind u. a. Zellteilung, Photo-
synthese und Zelldifferenzierung.?*’ Strukturell sind natiirliche Cytokinine Adeninderivate, die
an N°-Position entweder durch Prenylierung oder aromatisch modifiziert sind. Die Positionen
N3, N” und N° werden in Pflanzen oft glykosyliert, womit die Bindung an Cytokininrezeptoren
unterbunden wird.?*#?*° Die resultierenden Nukleoside gelten als Speicherform fiir Cytokinine
wahrend die freien Basen als aktive Form der Cytokinine betrachtet werden.?*?

N e e

6. A
HN Né-(A2-Isopentenyl)-Adenin trans-Zeatin cis-Zeatin Dihydrozeatin
Ny HO
o I J
gN N/2
H 3 HO
H
L'g
Adenin Né-Benzyladenin Né-(2-hydroxybenzyl)-Adenin NE-(3-hydroxybenzyl)-Adenin

Abbildung 10: Strukturformeln von Cytokininen als freie Basen des Adeningrundkoérpers mit
Substitutionen, Abbildung nach **®

Die jeweilige Modifikation an N® hat wesentlichen Einfluss auf die physiologische Wirkung.
Bereits kleine Unterschiede in der Substitution resultieren in drastischen Veranderungen der
Hormonantwort.”*® Isopentenyltransferasen bilden hierbei den Ausgangspunkt fir die
Biosynthese prenylierter Cytokinine. Sie libertragen den Prenylrest auf das N°®-Atom von
Adenosinresten, wie in Abbildung 11 veranschaulicht. Verschiedene Enzyme katalysieren die
in Abbildung 10 gezeigten Modifikationen an N°-(A2-Isopentenyl)-Adenin zu Zeatinen.?'#?%°
Isopentenyl:tRNA-Transferasen (bertragen die Prenylgruppe auf Adenosine nahe der
Anticodonregion von tRNA-Molekilen, woraus Uber enzymatische Folgeschritte Cytokinine
regeneriert werden.”** Aus diesem Biosyntheseweg stammt jedoch nur ein geringer Teil des
physiologischen Cytokininhaushalts von Pflanzen.””® GroRere Bedeutung kommt der
Prenylierung von Adenosinphosphaten zu.”?* Takei et al. identifizierten 2001 erstmals die
Gene fur AtIPT1-8 mit der Spekulation, dass AtIPT2 zur Klasse der Isopentenyl:tRNA-
Transferasen gehort und fiuhrten erste Funktionsanalysen nach heterologer Expression in
Escherichia coli an AtIPT1, 3 und 8 durch.?* Im gleichen Jahr berichtete Kakimoto iiber das
neunte AtIPT-Gen. Er zeigte eine Bevorzugung von AtIPT4 fir ATP und ADP gegeniber
AMP als Prenylakzeptor.”®> Eine tRNA-modifizierende Isopentenyltransferase (IPT) aus
A. thaliana wurde 2002 charakterisiert.??*
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Abbildung 11: IPT-katalysierte Reaktionen

Bakterielle Isopentenyltransferasen nutzen AMP als Prenylakzeptor und als Donormolekiile
sowohl DMAPP als auch 1-Hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphat (HMBPP). Damit
kirzen sie den herkémmlichen Cytokininbiosyntheseweg um die Involvierung einer der
Prenylierung folgenden Hydroxylierung ab.**??* Tabelle 3 fasst Ergebnisse von Unter-
suchungen der Prenylakzeptorspezifitdt einiger pflanzlicher IPT zusammen. Diese Resultate
zeigen, dass verschiedene IPT einige Nukleotide bevorzugen.

Tabelle 3: Michaeliskonstanten fir ausgewahlte Substrate verschiedener IPT. Tmr und Tzs
sind zwei IPT-Enzyme aus A. tumefaciens. n. b.: nicht bestimmt

Enzym DMAPP AMP ADP ATP
Tmr 2% 8,5 UM 85 nM n. b. n. b.
AtIPT1 2 ~50 pM ~185 uM 14,6 pM 11,4 pM
AtIPT4 #° 11,6 pM Kein Umsatz 9,1 uM 3,4 uM
Tzs #° 11,1 pM 8,2 mM n. b. n. b.

Fur AtIPT4 wurde aul3erdem eine Abhangigkeit der Enzymaktivitdt von Magnesiumionen als
Kofaktor nachgewiesen — ohne Magnesium zeigte sich eine deutlich verringerte Enzym-
aktivitat.?*> Untersuchungen zur raumlich differenzierten Expression der AtIPT in vivo unter-
mauern, dass die verschiedenen Isoenzyme zur Modulation gewebespezifischer Cytokinin-
bediirfnisse notwendig sind.?*®?*’ Das AtIPT6-Gen enthélt in einigen Okotypen eine
Verschiebung des Leserahmens und wird nicht exprimiert.**°

Anhand einer Rontgenkristallstrukturanalyse der DMAPP:tRNA-Transferase aus Saccharo-
myces cerevisiae wurde 2008 ein detailliertes Modell flir den Reaktionsmechanismus dieser
Enzymklasse entworfen.> Fir die A. tumefaciens IPT Tzs existiert seit 2008 ein réntgen-
kristallographiebasiertes Strukturmodell, das ebenfalls Rickschlisse auf den Reaktions-
mechanismus bietet.*® Das erste Modell einer pflanzlichen DMAPP:ATP/ADP-Transferase
wurde 2010 verdffentlicht und stammt von Réntgenkristallstrukturanalysen des Enzyms aus
Humulus lupulus (Hopfen).*®

Interessanterweise sind IPT selbst Ziel von Prenylierungen. So konnte nachgewiesen
werden, dass eine Farnesylierung von AtIPT3 die Lokalisation des Enzyms von Zellkern und
Zytoplasma in die Plastiden verschiebt und somit die Cytokininbiosynthese moduliert.??®
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1.1.7.3 Kaurensynthase-ahnliche Enzyme

Die Gruppe der Kaurensynthase-ahnlichen Enzyme ist Giber Sequenzéahnlichkeit zum Enzym
Kauren-Synthase definiert. Der Begriff kaurene synthase-like (engl., Kaurensynthase-
ahnlich, nachfolgend KSL) wurde zum ersten Mal im Jahr 2004 bei Untersuchungen am
Genom von Oryza sativa verwendet. Sieben Gensequenzen wurden entsprechend als
Kaurensynthase-ahnlich annotiert.”® Diese Annotation beruht auf einem Gibberellinmangel-
Phanotyp, der unter Defizienz eines bestimmten Gens beobachtet wurde.”” Kaurensynthase
ist ein wichtiges Enzym fir die Bereitstellung von Gibberellin in vivo, so dass fur das
entsprechende Gen die Kaurensynthasefunktion vorhergesagt wurde.?”® Nachfolgende
Sequenzvergleiche zeigten, dass viele Pflanzen Uber homologe Kaurensynthasegene
verfigen. Experimente zur Funktion der Genprodukte belegen unterschiedliche Diterpen-
synthaseaktivitaten.”**?*! Eine funktionelle Charakterisierung der als Kaurensynthase
annotierten Gene in Reis wurde 2007 von Xu et al. durchgefiihrt und beschreibt die Bildung
der Diterpene in Abbildung 12.%%

syn-Stemaren syn-Stemoden

ent-lsokauren ent-Sandaraco-Pimaradien ent-Cassadien ent-Kauren

Abbildung 12: Produkte der Kaurensynthase-ahnlichen Enzyme aus Reis (Oryza sativa subsp.
indica) nach **

Die KSL-Enzyme aus Reis wurden umféanglich untersucht und bieten einen Einblick in die
Produktvielfalt dieser Gruppe von pflanzlichen Enzymen, die als Klasse-I-Terpensynthasen
eingestuft werden. Die Reaktionsprodukte der Reis-KSL-Enzyme sind Vorstufen fur die
Biosynthese diverser in Pflanzen wirksamer Stoffe wie Momilaktone, Phytoalexine und
Gibberelline.”®* Gibberelline sind eine Klasse von Phytohormonen, die zahlreiche
metabolische Prozesse in Pflanzen modulieren, beispielsweise Keimung, Streckungs-
wachstum, Blitenbildung und Samenentwicklung.?**>***> Der Pilz Gibberella fujikuroi nutzt
Gibberellin zur Interferenz mit dem Wachstum von Wirtspflanzen und ist gleichzeitig
Namensgeber der Substanzklasse.®®**® In Arabidopsis thaliana wurde eine enge
Verkniipfung zwischen Gibberellinen und dem zirkadianen Rhythmus festgestellt.?*"?%

Eine Publikation aus dem Jahr 2011 beschreibt die Synthese von ent-Kauren-Derivaten, die
an Maus-Makrophagenzellen antiinflammatorisch  wirkten.”° Eine mogliche Weiter-
entwicklung zur Behandlung von Entziindungen wird angeregt. Eine andere Studie zeigte,
dass in Linien von Streptomyces platensis Kaurensynthasen und verwandte Enzyme eine
tragende Rolle in der Biosynthese von Platensimycin und Platencin spielen — zwei viel-
versprechenden Leitstrukturen in der Diabetestherapie.?*°
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Ein Ubersichtsartikel von Hedden und Kamiya beschreibt wichtige Schritte der Biosynthese
von Gibberellinen und einige Aspekte ihrer Regulation.?®® Gibberelline sind modifizierte
Diterpene und leiten sich als solche von Geranylgeranyldiphosphat ab.?** Fiir die Bio-
synthese von ent-Kauren sind in hoheren Pflanzen die Enzyme ent-Copalyldiphosphat-
synthase und ent-Kaurensynthase verantwortlich (Schema in Abbildung 13) wéahrend die
fungale Biosynthese ein bifunktionales Enzym verwendet.**?** Auch in dem Moos
Physcomitrella patens wurde ein multifunktionales Enzym nachgewiesen, das in vitro
zusatzlich die Umsetzung von ent-Copalyldiphosphat zu ent-16a-Hydroxykauren
katalysiert.?! Die singularen Enzymfunktionen wurden beispielsweise bei A. thaliana und
Cucurbita maxima gefunden und verteilen sich auf jeweils zwei Enzyme, die in den Plastiden
lokalisiert sind.?**?*®* Der weitere Metabolismus von Gibberellinen beinhaltet diverse
Modifikationen an unterschiedlichen Positionen, die von Hedden und Kamiya Ubersichtlich
dargestellt werden.?*®

o2 o
o ent-Copalyl- /\(V ~P.__P”7  entKauren-
OO\P’\ diphosphatsynthase H H o o B synthase
o-b-g O ————— ¥ —_—
C|)_ (EC 5.5.1.13) (EC 4.2.3.19)
% H
Geranylgeranyldiphosphat ent-Copalyldiphosphat - ent-Kauren
(GGPP) ==
-
-
zahlreiche bioaktive Gibberelline -

Gibberellinsdurealdehyd
(GA,,-Aldehyd)

Abbildung 13: Zyklisierung von GGPP und Folgeschritte in der Biosynthese diverser
Gibberelline. Drei Reaktionspfeile bedeuten jeweils mehrere Modifikationsschritte. Fir eine
Ubersicht zu produzierten Gibberellinen siehe Hedden und Kamiya, **.

Die Expasy-ENZYME-Datenbank (***) verzeichnet UniProt-Eintrage (**°) fur funf
verschiedene ent-Kaurensynthasen (URL: http://enzyme.expasy.org/EC/4.2.3.19 -
Recherche vom 01.03.2012) mit den folgenden Identifikatoren und Herkunftsorganismen:

e Q9UVY5: Gibberella fujikuroi — das bereits erwdhnte bifunktionale Enzym, das in der
Lage ist, GGPP in zwei Schritten zu ent-Kauren umzusetzen (Klasse-I/ll-Terpen-
synthase: Bifunktionalitéat)®®

e 013284: Phaeosphaeria sp. (strain L487) — ebenfalls bifunktional**®>*’

e (QO0JA82: Oryza sativa subsp. japonica — auch OsKSL1 genannt, katalysiert die
Reaktion von ent-Copalyldiphosphat zu ent-Kauren (Klasse-I-Terpensynthase)?*

e Q39548: Cucurbita maxima — katalysiert die Reaktion von ent-Copalyldiphosphat zu
ent-Kauren (Klasse-1-Terpensynthase)***

e (Q9SAK2: Arabidopsis thaliana — katalysiert die Reaktion von ent-Copalyldiphosphat
zu ent-Kauren (Klasse-I-Terpensynthase)

Alle entsprechenden Proteine enthalten ein Metallionenbindemotiv, die beiden fungalen
Proteine zeigen die Auspragung DEXXE wahrend die pflanzlichen Proteine DDXXD
aufweisen.
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Die folgenden Beispiele sollen verdeutlichen, wie geringe Unterschiede in den Substrat-
bindetaschen der Enzyme die Produktbildung beinflussen: Anhand von Vergleichen der
Primarstrukturen und Produktspektren verschiedener KSL identifizierten Wilderman et al.
eine einzelne Aminosaure in der Substratbindetasche eines Reis-KSL-Enzyms, deren
Austausch die Produktbildung moduliert.?*® Dabei korrespondiert ein Wechsel eines
Threonins zu Isoleucin mit einer Anderung des enzymatisch gebildeten Produktes von ent-
Kauren bzw. ent-Atiseren zu ent-Pimaradien.?*® AnschlieBende zielgerichtete Mutagenesen
in der Abietadiensynthase aus Abies grandis konnten einen &hnlichen Effekt an einer Amino-
saure in der Nachbarschaft der entsprechenden beschriebenen Mutationsstelle hervor-
bringen: Hier fuhrt die Substitution eines Alanin durch Serin auch zur Produktion von
Pimaradien statt Abietadienen.?*°

Sallaud et al. untersuchten 2009 zwei Kandidatengene fir die Biosynthese von Sesqui-
terpenen in Solanum habrochaites.’® Die Auswahl der Gene basiert auf Genkartierungen
und festgestellten Unterschieden zur Kulturtomate Solanum lycopersicum. Wahrend die
glandularen Trichome (,Drisenhaare”) der Wildtomate S. habrochaites eine Reihe von
Phytochemikalien produzieren, die zum Teil toxische Wirkung auf Insekten haben, ist der
Kulturtomate die Fahigkeit zur Bildung dieser Stoffe verloren gegangen.'®:%%%252
Introgressionslinien  zwischen beiden  Tomatenarten erlauben die funktionelle
Charakterisierung der fur diesen Umstand verantwortlichen Gene. Mit Hilfe solcher Intro-
gressionslinien konnten zwei DNA-Abschnitte identifiziert werden, die mit der Bildung
verschiedener Klassen von Sesquiterpenen in Verbindung gebracht wurden: Sstl fir die
Bildung von Germacren B und Sst2 fir a-Santalen, a- und p-Bergamoten (und jeweils eine
Reihe nicht identifizierter Sesquiterpene).”® Sallaud und Kollegen charakterisierten die zwei
Gene des Sst2-Lokus, die fur die Bildung der entsprechenden Sesquiterpene verantwortlich
sind und machten interessante Entdeckungen: Eines der Gene kodiert fir eine (Z,2)-
Farnesyldiphosphatsynthase, das andere Gen fir eine Santalen- und Bergamotensynthase.
Transgene Nicotiana sylvestris-Pflanzen, die beide Gene tragen, produzieren das komplette
Spektrum der in S. habrochaites mit dem Sst2-Lokus verknupften Sesquiterpene. Die
gefundene Z-Isoprenyldiphosphatsynthase katalysiert in vitro den Aufbau von (Z,2)-FPP
sowohl aus IPP und DMAPP als auch aus Neryldiphosphat (NPP) und DMAPP. Die
identifizierte S. habrochaites Terpensynthase ist insofern besonders, als dass sie eine im
Plastiden lokalisierte Sesquiterpensynthase ist und (Z,Z2)-FPP umsetzt. Bisher bekannte
Sesquiterpensynthasen finden sich im Cytosol und katalysieren lonisierung und Zyklisierung
von (E,E)-FPP. Sequenzanalysen ordnen die S. habrochaites Santalen- und Bergamoten-
synthase (ShSBS) als KSL-Enzym ein.

KSL-Enzyme aus Santalum spp. katalysieren ebenfalls die Bildung von Santalenen und
Bergamotenen.”* Santalene sind metabolische Vorgénger der Komponenten des
Sandelholz-Duftes und werden bei der Parfimherstellung verwendet. Gleiches gilt fir cis-
Abienol, das auch von KSL-Enzymen gebildet wird.?*®> Im Arbeitskreis von Prof. Alain Tissier
am Leibniz-Institut fir Pflanzenbiochemie in Halle (Saale) wird sehr aktiv an der Biosynthese
dieser Terpenoide in glanduldren Trichomen von Tabak- und Tomatenpflanzen geforscht.

1.2 Molekulares Docking

Um enzymatische Vorgange auf molekularer Ebene zu verstehen, ist Wissen Uber die
Strukturen der beteiligten Molekile unabdingbar. Verschiedene Methoden der Molekil-
modellierung am Computer kommen zum Einsatz, wenn experimentelle Verfahren qualitativ
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unzureichende Ergebnisse liefern, zu aufwéandig oder schlicht nicht anwendbar sind. Einen
umfangreichen und aktuellen Uberblick der Methoden im Bereich der Molekulmodellierung
bietet die Spezialausgabe zum 25-jahrigen Jubilaum der Zeitschrift Journal of Computer-
Aided Molecular Design (,Special Issue: The next 25 years: Commemorating the 25th
anniversary of the Journal of Computer-Aided Molecular Design® — Januar 2012, zum
Beispiel °°%). Sie zeigt auf, dass die fortlaufende Entwicklung der Rechenmaschinen mit
der Zeit die Simulation groRerer molekularer Systeme oder die Anwendung aufwéndigerer
Verfahren erlaubt. Molecular Modelling (engl. Molekilmodellierung) und Computerchemie
bringen oft direkt neues Verstandnis oder leiten zu neuen empirischen Experimenten. Die
Modellierung molekularer Prozesse ist somit ein wichtiges Methodenfeld fur
Veranschaulichung und Erkenntnisgewinn im gesamten Spektrum der Naturwissenschaften,
sowohl im akademischen als auch im industriellen Bereich. Im Folgenden soll molekulares
Docking ohne den Anspruch auf einen vollstandigen Uberblick erlautert werden.

1.2.1 Definition

Molekulares Docking ist eine Computermethode zur Vorhersage von Bindemodi eines
Ligandmolekdls in oder an einem Rezeptormolekiil.

Im Rahmen dieser sehr allgemeinen Definition sind verschiedene Blickpunkte zu
adressieren, welche in diversen Computerprogrammen unterschiedlich umgesetzt sind:

e Ligand- und Rezeptormolekiil: Konzeptionell wird mit dem Ligandenbegriff ein kleines
Molekil verbunden, wahrend ein Rezeptormolekill meist gro3 genug ist, um den
Liganden teilweise oder vollstandig zu umfangen. Fir die Modellierung ist die Rolle
beider Molekile als Rezeptor bzw. Ligand nicht erheblich, da es in jedem Fall darum
geht, die intermolekularen Wechselwirkungen beider zu beschreiben. Insbesondere
beim Docking zweier Proteine aneinander wird nicht zwischen Ligand und Rezeptor
unterschieden. Der Begriff des Liganden wird im Bereich des molekularen Docking
verwendet, ohne dass die Bindeeigenschaft des entsprechenden Molekills am
Rezeptor gegeben ist.

¢ Bindemodus: Geometrische Anordnungen von Ligand und Rezeptor mit summarisch
attraktiven intermolekularen Wechselwirkungen werden allgemein als Bindemodi
bezeichnet. Im engeren Sinne sind Bindemodi die geometrischen Anordnungen,
welche fir die Interaktion zwischen Rezeptor und Ligand energetisch bevorzugt sind
und sich trotzdem durch Unterschiede in den Wechselwirkungen voneinander
abgrenzen. Es werden experimentell nachgewiesene und modellierte Bindemodi
differenziert. Im Rahmen des molekularen Docking werden vorgeschlagene, also
modellierte, Bindemodi behandelt.

e Docking-Pose: Kontrastierend zum Bindemodus ist der Begriff der Docking-Pose (im
Folgenden auch einfach ,Pose®) zu erwdhnen, welcher eine konkrete, vom Docking-
Algorithmus erzeugte Rezeptor-Ligand-Geometrie bezeichnet.

Molekulares Docking wird in der Regel auf Proteine als Rezeptoren mit kleinen organischen
Molekilen als Liganden angewandt. Im Bereich der supramolekularen Chemie ist
molekulares Docking zwar méglich, wird aber wenig benutzt. Die Ursache hierfir ist in der
meistens geringen GroflRe und oft relativ einfach experimentell aufklarbaren Struktur supra-
molekularer Systeme zu sehen. Einen aktuellen Uberblick iiber Molekulares Docking bieten
Meng et al. (**°, siehe auch 2"°?™).
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1.2.2 Das Docking-Problem

Als Docking-Problem wird die Herausforderung bezeichnet, zwischen Ligand- und Rezeptor-
molekil die Geometrie mit maximaler Attraktion beider Molekile zu finden. Docking-
Programme modellieren die Wechselwirkungen zwischen Ligand und Rezeptor. Es gibt aber
auch Programme, die zusatzlich versuchen, Solvatationseffekte und Entropiebeitrage
einzubeziehen und Rezeptor-Ligand-Affinitaten zu berechnen.?’#%"®

Mathematisch kann das Docking-Problem als ein multidimensionales Optimierungsproblem
einer Bewertungsfunktion Uber dem Raum der Atomkoordinaten im Rahmen der kovalenten
Bindungen der Molekile gesehen werden. Die Dimension des Optimierungsproblems ist
abhangig von den Freiheitsgraden der betrachteten Molekile. Darunter befinden sich bei
konstanter absoluter Position einer der beiden Strukturen mindestens die sechs Freiheits-
grade, die andere Struktur zu rotieren oder zu verschieben, jeweils in x-, y- und z-Richtung.
Hinzu kommen je nach Modellierungsmethode die intrinsischen Freiheitsgrade des Liganden
und des Rezeptors.?®® Das Docking-Problem kann als formale Grundlage firr alle Lésungs-
algorithmen in Docking-Programmen verstanden werden.

1.2.2.1 Komplexitat des Docking-Problems

Die Komplexitat des Docking-Problems héngt in der Praxis nicht nur von den interagierenden
Molekulstrukturen, sondern auch von der verwendeten Modellierung ab. Zeitgemale
Docking-Programme modellieren den Liganden flexibel, d.h. zum Einpassen in die Rezeptor-
struktur mogliche Ligandkonformationen werden unter Einbezug der Rezeptorstruktur
erstellt. Zunehmend betrachten Docking-Programme auch die Flexibilitat des Rezeptors,
wobei im Fall von Proteinen zwischen Algorithmen unterschieden werden kann, in welchen
nur einzelne Aminosaureseitenketten flexibel sind (siehe beispielsweise *’?) und solchen, wo
auch die Beweglichkeit des Peptid-Riickgrates einbezogen wird.?*

Der Begriff des Freiheitsgrades ist in vielen Docking-Programmen gleichbedeutend mit einer
zusatzlichen Dimension des Suchraums zu den bereits erwahnten Translations- und
Rotationsfreiheitsgraden der beiden Molekulstrukturen zueinander. Durch die kovalente
Verknlipfung der Ligand- und Rezeptoratome sind der Positionierung der Atome unter-
einander physikalische Grenzen gesetzt. Um eine hohe Zahl von Rezeptor-Ligand-
Anordnungen rechnerisch sondieren zu kdnnen, werden vereinfachende Modelle benutzt,
welche die Freiheitsgrade der relativen Atompositionierungen einschranken. So werden zum
Beispiel in vielen Docking-Programmen Bindungslangen und -winkel als konstant betrachtet.

Zahlreiche Docking-Programme betrachten frei rotierbare Bindungen als Freiheitsgrad, wie
Abbildung 14 am Beispiel verdeutlicht. Hinzu kénnen — je nach Modellierung — Freiheitsgrade
aus der Betrachtung des Protonierungsgrades von Rezeptor- und Ligandstruktur kommen,
welche aber als zusétzliche Rezeptoren bzw. Liganden modellierbar sind. Somit sind diese
Freiheitsgrade auf analoge Probleme zurtckfihrbar. Konjugierte 1r-Bindungen und somit
eingeschrankte Drehbarkeit, auch in Peptidbindungen, werden unterschiedlich modelliert, oft
in Abh&ngigkeit verwendeter molekiilmechanischer Kraftfelder (einige Beispiele: **?**, Uber-
sichtsartikel: Kitchen et al., %*°, Meng et al., ?*%).
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Abbildung 14: DMAPP als Beispiel fir Freiheitsgrade eines Liganden bei molekularem Docking.
Wasserstoff- und Rezeptoratome werden in vielen Docking-Programmen zusatzlich betrachtet.
Die Abbildung wurde unter Benutzung von MOE erstellt.?®®

Sadjad und Zsoldos haben grundlegende Uberlegungen zur Komplexitat des Einpassens
starrer Liganden in eine Rezeptorstruktur unternommen und zeigen, dass bereits dieses
Problem NP-schwer ist.?®” Praktische Ansatze zur Lésung des Docking-Problems sind in
aller Regel zweigeteilt in die Erzeugung von Posen und deren anschlieBende Bewertung.

1.2.2.2 Posengenerierung — Sampling

Der zu durchsuchende Raum von Konformationen der beiden Molekile und deren méglichen
relativen raumlichen Lagen zueinander ist in den meisten Féllen hochdimensional.”® Der
Sampling-Prozess eines Docking-Programms ist dafiir verantwortlich Posen aus diesem
Raum auszuwéhlen, zum Beispiel durch:

e Systematische Suche

e Finden eines lokalen Optimums einer Bewertungsfunktion (siehe Abschnitt 1.2.2.3,
Posenbewertung — Scoring)

o Diversitat gegeniber friher erzeugten Posen
¢ Kombinationen aus obigen Kriterien

Fur die Generierung von Rezeptor-Ligand-Posen haben sich verschiedene Verfahren
etabliert, die oft stochastische Ansétze beinhalten, um zu versuchen, ein représentatives

Abbild des gesamten Posenraums zu erhalten, beispielsweise:

e Evolutionsinspiriert 2%

e Genetischer Algorithmus 2*°
e lterative stochastische Eliminierung ?*°

e Monte Carlo-Verfahren 2!

e Populationsbasiert >

Zsoldos et al. bieten eine Klassifikationsiibersicht fiir Docking-Programme (**!, siehe auch

Huang und Zou, ?’°). Die Erzeugung einzelner Posen ist ein vergleichsweise schneller Schritt
in Docking-Programmen, allerdings ist ein vollstdndiges Sampling unméglich und auch nicht
sinnvoll ohne eine Mdglichkeit, Posen nach objektiven Kriterien aus der Lésungsmenge
auszuschlief3en.

1.2.2.3 Posenbewertung — Scoring

Durch das Sampling generierte Docking-Posen werden durch eine Scoring-Funktion
bewertet, um sie qualitativ miteinander vergleichen zu kénnen. Da molekulares Docking
meist auf Rezeptor-Ligand-Systeme mit zahlreichen (Uber 100) Atomen angewendet wird
und auch fir grol3e Mengen an Molekilstrukturen, ist die Zeitdauer, welche fiur die
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Auswertung einer Pose mit der Scoring-Funktion bendtigt wird, ein maf3gebliches Kriterium
fur deren praktische Anwendbarkeit. Es haben sich verschiedene Kategorien von Scoring-

Funktionen entwickelt;

e Formorientiert ?*3%: ein wesentliches Element der Scoring-Funktion ist die raumliche

Passform des Liganden zum Rezeptor.

e Gitterbasiert ***°%: die Scoring-Funktion wird an vordefinierten Gitterpunkten

ausgewertet, womit der Lésungsraum diskretisiert wird.

e Empirische Kraftfelder 279%%°3!1:  \Wechselwirkungen werden durch Kraftfelder

beschrieben, die aus quantenchemischen Berechnungen oder experimentellen

Strukturen abgeleitet wurden.

e Basierend auf quantenmechanischen Berechnungen beteiligter Wechselwirkungen 3273

Um die Beschreibungsmacht der an sich limitierten Ansatze zu erhdhen, sind zahlreiche
kombinierte Verfahren entwickelt worden,®2°7301:320-328 L ang et al. berichten {ber den
akutellen Stand der Wissenschaft zu Scoring-Funktionen im Protein-Ligand-Docking, welche
sie in die Klassen empirisch, kraftfeld- und wissensbasiert einteilen.**

Ein Durchlauf eines Docking-Experiments besteht aus der Generierung einer Pose und der
anschlieRenden Bewertung mittels der benutzten Scoring-Funktion. Die meisten Docking-
Programme suchen in zahlreichen Iterationen weitere Docking-Posen und bieten dem
Benutzer schliel3lich eine entsprechend der Scoring-Funktion sortierte Reihe an Docking-
Posen. Als Besonderheit kénnen fragmentbasierte Docking-Algorithmen gelten, die den
Liganden zerlegen, fur die Einzelteile gute Docking-Posen suchen und anschliel3end
versuchen den Liganden unter Benutzung dieser Posen in der Bindetasche zu
rekonstruieren.>*

1.2.3 Historische Entwicklung

Aus historischer Sicht hat sich die Bedeutung des molekularen Docking im Laufe der Zeit
gewandelt. Einerseits haben sich die Rechenmaschinen weiterentwickelt und andererseits,
auch als Folge des technischen Fortschritts, entstanden neue Anspriiche an das molekulare
Docking. Eine der ersten theoretischen Untersuchungen von Ligand-Rezeptor-Wechsel-
wirkungen im Bereich der Biochemie beinhaltete im Jahr 1975 die Notwendigkeit umfang-
reicher visueller Inspektionen und manueller Interventionen.®*' Mit der Etablierung von
Algorithmen, welche verschiedene Ligandenkonformationen docken und bewerten, wurde in
den 1980er Jahren ein automatisches Sortieren der erzeugten Docking-Posen nach
objektiven  Kriterien eingefiihrt.?®%%2332333  Djese  Kriterien umfassten zunehmend
physikalisch-chemische Eigenschaften der beteiligten funktionellen Gruppen bzw. Atome, um
mit Scoring-Funktionen die Interaktionen zwischen Atomen besser widerspiegeln zu
kdnnen,27:302320.324.334335  \pit - wachsender Rechnerleistung und -zugénglichkeit riickten
weitere Aspekte in den Blickpunkt der Forschung (ausgewéhlte Meilensteine und Beispiele,
grob chronologisch geordnet von Mitte der 1990er Jahre bis 2012):

e Genetische Algorithmen zur Konformationsauswahl fiir Ligandstrukturen 2222

e Vorhersage von Protein-Protein-Wechselwirkungen (Protein-Protein-Docking) 22°3%
e Benutzung von Kraftfeldoptimierungen fiir erzeugte Docking-Posen ***
e Monte-Carlo-Sampling zur Konformationsauswabhl fur Ligandstrukturen 2%*

e Modellierung von Solvatation fiir Ligand und Rezeptorprotein %/~3%
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¢ Ableitung von Wechselwirkungspotenzialen aus experimentell bestimmten Rezeptor-

Ligand-Komplexen 3934

e Adressierung von Rezeptorflexibilitat *****

e Docking in Protein-Homologiemodelle 3*?

e ,blindes* Docking: Docking ohne Vorgabe der Bindestelle am Rezeptor 343734

e Betrachtungen zu enthalpischen und entropischen Beitragen zur freien Bindungs-
energie eines Liganden am Rezeptor 27%7277:347-350

o Hierarchisches Screening® (engl., durchkdmmen — hier zum Beispiel von Molekil-

strukturbibliotheken) zur Konformationsauswahl fiir Ligandstrukturen ***

e Scoring-Funktion fiir Bindeaffinitat des Liganden am Rezeptor *%%%

o ,Demokratisches” Docking mit verschiedenen Programmen 23>

Kraftfeldgestitzte Modellierung des kompletten Ligandenbindeprozesses am
Rezeptor 2"

Diese zahlreichen Erweiterungen haben zum wissenschaftlichen Fortschritt im molekularen
Docking beigetragen, allerdings ist es schwierig, Docking-Programme qualitativ zu
vergleichen (Cole et al., **®), auch wenn regelméaRig versucht wird, die bessere Eignung
eines Programms einem anderen gegeniiber zu zeigen.?**%%3% Allein die Vielzahl von
Docking-Programmen kann als Indikator fur reges Forschungsinteresse einerseits, aber auch
grolRe wissenschaftlich-methodische Herausforderungen andererseits dienen.

In diesem kurzen Abriss Uber molekulares Docking zeigen sich zum Teil unterschiedliche
Zielstellungen bzw. divergente Entwicklungen der Docking-Programme — so unterscheiden

Huang et al. folgende Ziele bzw. Anwendungsgebiete®*:

¢ Beste Bewertung der Pose, die dem experimentellen Bindemodus am meisten ahnelt
e Mdglichst genaue Vorhersage der Bindeaffinitat eines Liganden zum Rezeptor

e Virtuelles Screening zum Finden potenzieller Liganden aus einer Molekulstruktur-
bibliothek

Diese unterschiedlichen Auffassungen dessen, was molekulares Docking leisten kann oder
konnen soll fuhren trotzdem dazu, dass sich nur wenige Docking-Programme etablieren, weil
sich in vielen Féllen herausstellt, dass die Betonung eines bestimmten Aspektes der
Modellierung wenig Allgemeingiiltigkeit besitzt.**
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2 MOTIVATION UND ZIELSTELLUNG

2.1 Das wissenschaftliche Interesse an prenylierenden
Enzymen

Ergebnisse aus der Grundlagenforschung zur Substrat- und Produktspezifitdt von Enzymen,
die oft auch durch computerchemische Methoden erzeugt oder unterstitzt werden, sind die
Basis fur Anwendungen in biotechnologischen Prozessen. Enzymatische Prenylierung hat
potenzielle Anwendungen in der Wirkstoffproduktion, der Geruchs- und Geschmacksstoff-
industrie oder im Bereich Kosmetik.'?*1%1923%3 Deg Weiteren werden Ansétze verfolgt
biotechnologisch mit prenylierenden Enzymen Kraftstoffe und Kautschuk zu
erzeugen.185,364,365

Auf der einen Seite ist die Substratpromiskuitat einiger Terpenzyklasen von grofiem
Interesse fur bioenzymatische Synthesen. Durch die Nutzung solcher Enzyme kénnen unter-
schiedliche Ausgangsstoffe zu komplexen Kohlenstoffgeriisten aufgebaut werden. Auf der
anderen Seite sind auch Enzyme mit breitem Produktspektrum fir die bioenzymatische
Synthese interessant. Derartige Enzyme sind vielversprechende Ausgangspunkte fur ziel-
gerichtete Mutationen, um ein bereits charakterisiertes Produktspektrum zu modulieren und
fir gewiinschte Katalysen zu optimieren.

Auch die 6kologische Wirkung insbesondere pflanzlicher Terpenoide ist ein weitreichendes
Forschungsfeld, weil viele Pflanzenarten evolutiv spezifische Anpassungen ihres Terpenoid-
profils an Umgebungsfaktoren entwickelt haben.' Ein tieferes Verstandnis fiir die
biochemischen Grundlagen der Produktion wichtiger Phytohormone wie Gibberelline und
Cytokinine begrindet das Interesse an DMAPP:Adenosinnukleosid-Transferasen und
Kaurensynthase-ahnlichen Enzymen. Ein wesentlicher Blickpunkt im Bereich der Terpen-
synthasen ist die Modellierung der enzymatischen Produktbildung, in der vielfaltige Katalyse-
produkte entstehen. Einige KSL-Enzyme sind insofern besonders, als dass sie Z-Isomere
von Prenyldiphosphaten als Substrate benutzen, die erst durch spezialisierte Enzyme bereit-
gestellt werden missen.®® Uber Stoffwechselwege, in denen Z-Prenyldiphosphate
umgesetzt werden, ist weitaus weniger bekannt als Uber die herkdmmliche Terpen-
biosynthese.

2.2 Molekulares Docking

Die Vielfalt der existierenden Docking-Programme kann nicht dariber hinwegtduschen, dass
das hohe Ziel der schnellen Vorhersage von Bindeaffinitaten an Rezeptoren konzeptionelle
und technische Weiterentwicklungen bedingt.?***%* Zusatzlich zur Frage, wie préazise Docking
mit der Erzeugung diskreter Rezeptor-Ligand-Komplexe experimentelle Geometrien und mit
Scoring-Funktionen experimentell ermittelte Affinitdten widerspiegeln kann, bestehen Ansatz-
moglichkeiten um die Modellierung molekularer Interaktionen robuster und realistischer zu
gestalten. Hierbei gibt es verschiedene Optionen, welche unterschiedliche Anwendungen
des Docking unterstiitzen (nach Huang et al., ¥*):

e Schaffung eines grol3en Trainingsdatensatzes aus experimentellen Rezeptor-Ligand-
Komplexen mit Affinitatsdaten

e Akkurater Einbezug von Solvatations- und Entropiebeitragen in Scoring-Funktionen,
um Affinitdten berechnen zu kénnen
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e Einflhrung von Mehrkorperpotenzialen zur besseren Beschreibung von Wechsel-
wirkungsgeometrien oder detailliertere  Atomtypisierung und entsprechende
Parametrisierung

o Prazisere Potenziale zur Beschreibung von unzureichend modellierten Wechsel-
wirkungen wie Metallionenkomplexierung

Diese Herausforderungen gehen Hand in Hand mit den Ansprichen, die an molekulares
Docking und seine Ergebnisse gestellt werden kénnen.

Molekilmodellierungen  und  quantenchemische Berechnungen zeigen, dass in
prenylierenden Enzymen die Wechselwirkungen zwischen intermediaren Karbokationen-
spezies und Aminosaureseitenketten malf3geblich die enzymatische Produktbildung beein-
flussen.®**®” Insbesondere gibt es Hinweise darauf, dass die starken Wechselwirkungen
zwischen Karbokationen und Aromaten den Reaktionsverlauf modulieren. Bisher
unverdffentlichte Ergebnisse von Wolfgang Brandt, IPB Halle, zeigen ahnliche Umstande fur
die Wechselwirkung zwischen Prenylkationen und den freien Elektronenpaaren der
Schwefelatome in Methioninseitenketten (Brandt et al., in Vorbereitung). Diese Wechsel-
wirkungen spielen potenziell eine wichtige Rolle in den Katalysen von Prenyltransferasen
und Terpensynthasen. Sie werden durch Kraftfeldmethoden, die auch im molekularen
Docking Anwendung finden, nicht modelliert.

2.3 Zielstellungen dieser Arbeit

Mittels virtuellem Screening sollen Vorhersagen fir Inhibitoren der Arabidopsis thaliana
DMAPP:ATP/ADP-Transferasen unterbreitet werden. Hierzu ist die Erstellung von
Homologiemodellen fir diese Enzyme auf Basis ihrer Aminosauresequenzen notwendig.
AnschlieBend besteht die Perspektive der chemischen Synthese vorgeschlagener
potenzieller Inhibitoren durch Dimitar Vasilev am Leibniz-Institut flr Pflanzenbiochemie in
Halle (Saale). Bioaktivitatsuntersuchungen durch die Kooperationspartner Lukas Spichal,
Vaclav Mik und Markéta Gemrotova (Palacky Universitat, Olomouc, Tschechische Republik)
kénnen danach Aufschluss Uber die Aktivitdt der vorgeschlagenen Substanzen geben, um
Struktur-Wirkungs-Beziehungen aufzustellen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Homologiemodellierung folgender vier ausgewahlter
Kaurensynthase-ahnlicher Enzyme (KSL-Enzyme, fir die Aminosauresequenzen siehe A 6,
Seite 151):

e ent-Kaurensynthase aus Arabidopsis thaliana (AtKS)

e cis-Abienolsynthase aus Nicotiana tabacum (NtABS)

e Santalen- und Bergamotensynthase aus Solanum habrochaites (ShSBS)

¢ [(-Phellandrensynthase aus Solanum lycopersicum (SIPHS)

Diese Enzyme sind teilweise biochemisch charakterisiert und katalysieren die in Abbildung
15 dargestellten Umsetzungen.
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Abbildung 15: Substrate und Hauptprodukte der vier betrachteten KSL-Enzyme. Die Enzym-
katalyse lauft jeweils unter Abspaltung von Diphosphat ab. Fur die ShSBS-Produkte (*) aus
(Z,2)-FPP siehe Tabelle 20, Seite 89, sowie Abbildung 49, Seite 86, und Abbildung 50, Seite 87.
Fur ShSBS-Produkte aus Neryldiphosphat siehe Tabelle 18, Seite 82.

Die erstellten Modelle sollen Ausgangspunkt flr weitere Untersuchungen bezlglich der
Produktbildung sein. Es besteht die Absicht, zu diesem Zweck molekulares Docking von
Intermediaten der enzymkatalysierten Reaktionen zu benutzen. Dabei stellen sich folgende
Fragen:

¢ Inwiefern kann molekulares Docking benutzt werden, um Intermediate einer enzym-
katalysierten Reaktion sinnvoll in die Proteinbindetasche einzupassen?

e Konnen aus Docking-Experimenten Vorschlage zu Ubergangszustanden und deren
Stabilisierung wahrend der enzymatisch katalysierten Reaktion abgeleitet werden?

e |st das Docking von Intermediatstrukturen ein geeignetes Verfahren, um Inhibitoren
zu finden?

e Wie wird die Produktbildung in den ausgewdahlten KSL-Enzymen moduliert? Was sind
die Ursachen fiur unterschiedliche Produkte in Enzymen, die sich in Primar- und
Tertiarstruktur ahneln?

Die Modellierung von Wechselwirkungen zwischen Karbokationen und Aromaten bzw.
Schwefelatomen von Methioninseitenketten im Enzym ist ein Kernpunkt fur die Adressierung
der obigen Fragen. Eine entsprechende Modifikation eines Docking-Programms wird
angestrebt, um die Aussagekraft von Docking-Posen intermediarer Karbokationspezies in
Terpensynthasen zu untersuchen und ihre Aussagekraft zu bewerten.

NtABS und ShSBS werden im Labor von Romy Topfer am Leibniz-Institut fir Pfanzen-
biochemie Halle charakterisiert. Auf der Grundlage der Homologiemodelle sollen Vorschlage
fur zielgerichtete Mutagenesen an diesen Enzymen erarbeitet werden. Von der
entsprechenden Rickkopplung aus den biochemischen Charakterisierungen werden weitere
Hinweise auf die Mechanismen der spezifischen Produktbildung erwartet, die zu neuen
Modellhypothesen flihren kénnen.
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3 METHODEN

Dieses Kapitel gibt die bei der Erstellung dieser Arbeit verwendeten Methoden wider. Sofern
nicht anders angemerkt, wurden sdmtliche Berechnungen mit den Standardeinstellungen der
jeweiligen Software bzw. Eingabemasken durchgefuhrt.

3.1 Homologiemodellierung

Dieser Abschnitt beschreibt das Verfahren zur Erstellung diverser Homologiemodelle und
verwendete Methoden zur Beurteilung und Verfeinerung derselben.

3.1.1 Homologiemodellierung mit YASARA

Das Programm YASARA®® peinhaltet mehrere Protokolle zur Homologiemodellierung von
Proteinen. Das Vorgehen im Standardverfahren umfasst dabei folgende Schritte:

e Falls keine Template-Struktur vorgegeben wurde:

o PSI-BLAST*® der Zielsequenz in der Uniprot-Datenbank®® zur Erstellung einer
PSSM (engl. position-specific scoring matrix, positionsspezifische Bewertungsmatrix)
mit deren Hilfe aus der PDB (Datenbank mit tiber 70.000 experimentell aufgeklarten
Proteinstrukturen)®® potenzielle Template-Strukturen ausgewahlt werden

o Sortierung der Template-Strukturen nach Alignment- und Strukturqualitat geman
WHAT_CHECK®” aus der PDBfinder2-Datenbank®"*

o Homologiemodelle werden nur fir die besten Template-Strukturen erstellt.

e Zusatzinformationen werden ggf. fur die Erstellung von Alignments zwischen allen
Templates und dem Zielprotein einbezogen, wie zum Beispiel vorhergesagte Sekundér-
strukturen des Zielproteins oder Strukturelemente des Template, welche Einfluss auf
Luickenbildung im Alignment haben kénnten.®’? Die Alignments werden in Anlehnung an
Bewertungsmatrizen des SSALN-Algorithmus erstellt.*"*

e Alignments mit schlechter Abdeckung bestimmter Bereiche kdnnen zur Ablehnung einer
Template-Struktur flhren, wenn auch alternative, mit einer stochastischen Methode (King
und Sternberg, ¥’ erzeugte Alignments keine Verbesserung erbringen.

¢ Bei oligomeren Template-Strukturen werden ggf. Oligomermodelle erstellt.

e Bei Insertionen bzw. Deletionen im Alignment wird eine spezielle Untermenge der PDB
fur die Auswahl geeigneter Loop-Strukturen durchsucht.

e Falls im Template Liganden vorhanden sind, werden diese automatisch parametrisiert
und inklusive ihrer intermolekularen Wechselwirkungen bei der Rickgratmodellierung
geman des verwendeten YASARA2-Kraftfelds mit einbezogen.®®

e |Initiale Modellierung der Aminosdureseitenketten entsprechend einer repulsiven
Energiefunktion®”

e Optimierung der Loop-Regionen durch Modellierung zahlreicher Konformationen bei
jeweiliger Optimierung der Seitenkettenkonformationen

e Verfeinerung der Seitenkettenrotamere unter Bertcksichtigung elektrostatischer Inter-
aktionen und empirischer Packungsterme 3%

¢ Vollstandige Protonierung und anschlieRende Optimierung des Wasserstoffbriicken-
netzwerks
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o Jeweilige Energieoptimierung der vorlaufigen Modelle mit expliziter Ldsungsmittel-
modellierung (Wasser) im YASARA2-Kraftfeld

e Modellvalidierung durch eine Reihe von Tests des Gesamtmodells auf Abweichungen
von empirischen Standardwerten, ausgedrickt durch z-Scores
¢ Aminosaureweise Berechnung von z-Scores

e Erstellung eines Hybridmodells durch sukzessiven Austausch von schlecht bewerteten
Regionen im bestbewerteten Modell durch die entsprechenden Modellregionen aus
anderen Homologiemodellen

Die Anfiihrung eines z-Score z gibt an, wie viele Standardabweichungen ¢ ein Wert x von
einem (in der Regel) empirisch ermittelten Normwert x abweicht:

Gleichung 1: Berechnung eines z-Score
Folgende Qualitatskriterien werden entsprechend des verwendeten Kraftfeldes mit z-Scores
ausgewertet:
e Positionierung von Wassermolekilen
¢ Bindungslangen, Bindungswinkel und Torsionswinkel
¢ Coulomb- und Van-der-Waals-Wechselwirkungen
Nur fur das YASARA2-Kraftfeld kommen folgende Kriterien hinzu:
e PackinglD: distanzabhéngige Packungswechselwirkungen

e Packing3D: richtungsabhangige Packungswechselwirkungen, nur flr gangige
Atomtypen in Proteinen und DNA/RNA
Die Modellqualitat insgesamt wird durch eine gewichtete Summe Uber die Kriterien
Torsionswinkel, PackinglD und Packing3D bewertet:

Insgesamt = 0,145 - Torsionswinkel + 0,390 - Packing1D + 0,465 - Packing3D

Gleichung 2: Berechnung von z-Score ,Insgesamt“ in YASARA zur Bewertung von
Proteinmodellen

Die energetische Bewertung ist bei der Berechnung von z-Scores so normiert, dass negative
Werte zu Stande kommen, wenn die entsprechende Kriteriumsabweichung ungtinstiger ist
als in dem Datensatz, auf dessen Basis diese Normen gebildet werden.

3.1.2 Isopentenyltransferasen aus Arabidopsis thaliana

Den Ausgangspunkt fir die Homologiemodellierung bilden neun als Isopentenyltransferasen
annotierte Aminosauresequenzen (bereitgestellt von Dr. Luka$ Spichal, Palacky Universitat,
Olomouc, siehe A 1, Seite 144) mit den folgenden NCBI-ldentifikatoren:

Tabelle 4: Genlokus-ldentifikatoren der AtIPT fur die NCBI-Datenbank

AtIPT1 | AtIPT2 | AtIPT3 | AtIPT4 | AtIPTS | AtIPT6 | AtIPT7 | AtIPT8 | AtIPT9

BAB BAB BAB BAB BAB BAB BAB BAB BAB

LEES 59040 59042 59043 59044 59041 59045 59046 59047 59048

Wie in Abschnitt 1.1.7.2 bereits erwahnt, sind AtIPT2 und AtIPT9 als DMAPP:tRNA-
Transferasen annotiert und liegen somit auf3erhalb des Interessenbereichs dieser Arbeit.
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3.1.2.1 Voruntersuchungen

Eine standardmaflige Homologiemodellierung mit MOE (“*°) zur Sequenz von AtIPT1
basierend auf einer lokalen Kopie der Proteindatenbank PDB (Stand 2007) lieferte Template-
Vorschlage. Mit MOE wurde die Sequenzidentitdt zwischen den ermittelten Template-
Kandidaten und den AtIPT-Sequenzen untersucht. Zur Suche nach weiteren homologen
Proteinen wurde eine blastp-Suche (***%"*3"%) mit der Sequenz von AtIPT1 durchgefiihrt.
Entsprechende Alignments und Distanzberechnungen erfolgten mit Clustalw (***"") und
eine Baumdarstellung der Sequenzéhnlichkeit mit dem Werkzeug ,Interactive Tree Of Life"
(iTOL).378’379

3.1.2.2 Vorbereitungen fir die Homologiemodellierungen

Fur die Erstellung von Homologiemodellen fur AtIPT1 bzw. AtIPT3 bis AtIPT8 wurde jeweils
ein Template manuell erstellt, um die Positionierung der Liganden ATP und DMAPP in die
Modellierung einzubeziehen: Durch strukturelles Alignment der beiden PDB-Ro&ntgenkristall-
strukturen 3A8T (Humulus lupulus Isopentenyl:Adenylat-Transferase — HIIPT — mit ATP und
einem Phosphation in der Bindetasche) und 2ZE7 (Agrobacterium tumefaciens Isopentenyl-
tranferase mit AMP, Dimethylallyl-S-thiolodiphosphat (DMASPP) und Zn**-lon in der Binde-
tasche) mit MOE konnte entsprechend eine Positionierung flr die Prenyldonorstruktur in der
Bindetasche der pflanzlichen Isopentenyl:Adenylat-Transferase vorgeschlagen werden. Fur
einen Vergleich der beiden hier benutzten Strukturen und eine Analyse der Adenylatbindung
sieche Chu et al.>>. Diese Publikation beinhaltet bereits Vorschlage zur Positionierung von
DMAPP in der Bindetasche der HIIPT, die ebenfalls von der Struktur der Isopentenyl-
transferase aus A. tumefaciens (2ZE7) abgeleitet wurden — analog dem folgenden
Verfahren.

286

Phosphation
(3A8T)

ATP
(3A8T)

Dimethylallyl-S-
thiolodiphosphat (2ZE7)

o

Abbildung 16: Relative Lage der Liganden aus HIIPT und Agrobacterium tumefaciens IPT
(HIPT: 3A8T, grune Kohlenstoffatome; A. tumefaciens IPT: 2ZE7, braune Kohlenstoffatome) bei
strukturellem Alignment der gesamten Réntgenkristallstrukturmodelle mit MOE

Zn++-lon
(2ZE7)

Die abgeleitete Pose des Prenyldonormolekiils DMASPP (inkl. Zink-Gegenion) in der Binde-
tasche des pflanzlichen Enzymmodells zeigte sterische Kollisionen mit in der Rontgenkristall-
struktur aufgelosten Wassermolekilen. Diese Wassermolekiile und das in der Bindetasche
positionierte Phosphation wurden entsprechend geldscht und die Positionierung des
DMASPP in die Bindetasche der Enzymstruktur aus Hopfen Ubernommen. Mittels des LigX-
Moduls von MOE erfolgte eine Einpassung des neuen Liganden durch lokale Energie-
optimierungen (MMFF94x-Kraftfeld) in die Bindetasche des Template-Modells. Aul3erdem
wurde mit dem MOE-Modul Protonate3D der Protonierungszustand in der Bindetasche
angepasst. Anschlieend erfolgte eine manuelle Korrektur der Prenyldonorposition mit
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Hinblick auf beschriebene Wechselwirkungen wie das konservierte p-Loop-Motiv zur
Diphosphatkomplexierung.>>®*%® Das so erstellte Proteinmodell mit den Liganden DMASPP
mit Zink-lon und AMP wurde abschlieRend in YASARA mit dem YASARAZ2-Kraftfeld in einer
mit Wassermolekilen gefullten Losungsmittelbox optimiert.

Die erzeugte Struktur wurde exemplarisch als Template fir eine Homologiemodellierung mit
YASARA fir die AtIPT1-Sequenz verwendet. Danach wurde im resultierenden Struktur-
modell das Schwefelatom des DMASPP durch ein Sauerstoffatom ersetzt. Eine folgende
Energieoptimierung mit dem YASARAZ2-Kraftfeld in YASARA unter Benutzung des PM3-
Ladungsmodells resultierte in dem flr diese Arbeit finalen Modell fir AtIPT1.

Fur die Modellierung von AtIPT3 bis AtIPT8 wurde ebenfalls durch strukturelle Uberlagerung
des Hopfenenzyms und des bakteriellen Enzyms ein Hybrid-Template erzeugt. In diesem
Modell wurde die Positionierung des DMASPP in die Proteinstruktur der HIIPT Glbernommen
und das Schwefelatom des DMASPP vor Beginn der Homologiemodellierung durch ein
Sauerstoffatom ersetzt, um die nachtragliche Anderung zu ersparen. Aus demselben Grund
wurden die kristallisierten Zinkionen durch Magnesiumionen ersetzt. Die resultierende
Struktur wurde jeweils als Template fir eine YASARA-Homologiemodellierung verwendet.

3.1.2.3 Bewertung der erstellten Proteinmodelle

Die Qualitat der einzelnen Homologiemodelle wird von YASARA mit z-Scores und zusatzlich
als wortliche Interpretation ausgegeben. Die sieben erstellten Modelle wurden auf3erdem mit
ProSA-web auf ihre qualitative Ahnlichkeit zu Rontgenkristall- bzw. NMR-Strukturmodellen
untersucht.®*"%2 Mit MOE wurde eine Analyse der Proteingeometrien mit Auftragungen der
@-y-Winkelkombinationen der einzelnen Aminoséauren durchgefihrt.

3.1.2.4 Vergleich der Homologiemodelle

Ein strukturelles Alignment der sieben erstellten AtIPT-Modelle und der beiden Rdntgen-
kristallstrukturmodelle HIIPT und A.tumefaciens-IPT mit MOE sollte weiterhin Aufschluss
Uber wesentliche Unterschiede in den Modellen geben. Um die Aminoséauren, welche in den
Modellen an der Ligandenbindung direkt beteiligt sind, zu identifizieren, wurden in dem
erzeugten strukturellen Alignment alle AMP- und DMAPP-Strukturen in den AtIPT-Modellen
markiert, mit der Option ,Extend — Near Residues” selektiert und im Alignment rot gefarbt.
AnschlieRend wurde eine grafische Zusammenstellung der Alignment-Segmente mit
eingefarbten Aminosauren erzeugt. Zur Menge der modellierten AtIPT-Sequenzen wurden
die Sequenzen der beiden Rontgenkristallstrukturen der A. tumefaciens IPT und der HIIPT
hinzugefiigt. Fir diese neun Sequenzen wurde ein multiples Sequenz-Alignment mit
ClustalW berechnet.

Das paarweise root-mean-square deviation (RMSD, siehe Gleichung 3) wurde auf dem
strukturellen Alignment mit MOE bezlglich der Proteinriickgratatome berechnet, um Tertiar-
strukturunterschiede quantifizieren zu kénnen.

N
RMSD(A, B):\/%Zol(pﬁ,si)2 ,mit AcAund B eBfirieN,1<i<N
i=1

Gleichung 3: Berechnung des RMSD fiir zwei Atommengen A und B mit gleicher
Kardinalitat N . Als Distanzfunktion d fungiert der euklidische Abstand.
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3.1.3 Kaurensynthase-ahnliche Enzyme

Die Aminosauresequenzen der vier KSL-Enzyme AtKS, NtABS, ShSBS und SIPHS wurden
von Prof. Alain Tissier, Leibniz-Institut fir Pflanzenbiochemie, Halle (Saale), zur Verfligung
gestellt. Sie dienen als Ausgangspunkt fir die Untersuchung von Sequenzhomologien und
die Erstellung von Homologiemodellen.

3.1.3.1 Voruntersuchungen

Eine Eingabe der AtKS-Sequenz in blastp (Version 2.2.26, ) liefert zahlreiche
signifikant &hnliche Aminosauresequenzen (e-Wert kleiner als 107%°) und ordnet die
Sequenz in den Bereich pflanzlicher Terpenzyklasen ein. Funf Merkmale werden innerhalb
der Sequenz annotiert:

e Substratbindetasche

o ,Deckel“-Motiv fur die Bindetasche

e Metallion-bindendes Motiv

e Aspartat-reiche Region 1

¢ Aspartat-reiche Region 2
Unter den annotierten Sequenzen finden sich auch die vier zu modellierenden KSL-Enzyme.
Ein standardmafiiger Start von Homologiemodellierungen mit YASARA wurde fir jedes der
vier Zielproteine durchgefiihrt. Die Sequenzahnlichkeit der verwendeten Template-Strukturen
zu den Aminoséuresequenzen der Zielproteine wurde mittels ClustalW untersucht und mit
Hilfe von iToL visualisiert. FUr die vier Zielproteine wurde jeweils eine Standard-YASARA-
Homologiemodellierung mit der Template-Struktur der Taxus brevifolia Taxadiensynthase
(TbTS, PDB-Identifikator 3P5R, Koksal et al., *’) durchgefiihrt.

3.1.3.2 Bewertung der erstellten Proteinmodelle

Die resultierenden Homologiemodelle wurden mit YASARA und ProSA-web auf ihre Qualitat
untersucht. Um die Unterschiede einzelner Aminosduren zwischen den modellierten
Proteinen und dem Template zu untersuchen, wurden mit MOE ein Sequenz- und ein
Struktur-Alignment erstellt.

369,374,375

3.1.3.3 Docking von Substratstrukturen und strukturelle Verfeinerung

Aus den erstellten Proteinmodellen wurden manuell mit MOE die Ligandstrukturen der
Homologiemodellierung geldéscht und mit GOLD?®*%%?® entsprechende Substratstrukturen in
die Bindetaschen gedockt. Die verwendeten Eingaben sind in Tabelle 5 erfasst.

Tabelle 5: Verwendete Einstellungen fir das Docking mit GOLD. Die Mittelpunkte sind als
(x,y, z)-Tripel notiert. Als Bindetaschenradius wurden jeweils 10 A eingegeben.

AtKS NtABS ShSBS SIPHS
Ligand jeweils ent-Copalyldiphosphat (Z,2)-FPP Neryldiphosphat
Mittelpunkt 140; -5; 85 140; -6; 85 137; -5; 88 140; -5; 85

Die Komplexe mit der besten Score-Bewertung nach GOLD wurden anschlieBend in
YASARA in einer mit Wasser als Losungsmittel gefiiliten Standardsimulationsbox mit dem
YASARA2-Kraftfeld geometrieoptimiert. Alle Aminosauren der Modelle, die ein Atom mit
einem Abstand von héchstens 4,5 A von einem Ligandatom besitzen, wurden mit MOE
ausgewahlt und im Sequenz-Alignment farblich markiert. Fir diese Aminosauren erfolgt eine
detaillierte Diskussion méglicher Funktionen.
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3.1.3.4 Mutationsvorschlage und Aktivitatsuntersuchungen

Basierend auf den erstellten Homologiemodellen wurden die Modelle von NtABS und ShSBS
verglichen und Vorschlage fir zielgerichtete Mutationen abgeleitet, die zur wechselseitigen
Umfunktionalisierung fuhren sollen. Vorgeschlagene Mutationen und anschlieende Enzym-
aktivitatstests mit verschiedenen Substraten wurden von Romy Tdpfer am Leibniz-Institut fur
Pflanzenbiochemie durchgefiihrt. Fir ShSBS und NtABS wurde dazu jeweils rekombinantes
Protein aus Escherichia coli aufgereinigt und fir die Aktivitatsuntersuchungen verwendet. FUr
ShSBS kam zusatzlich ein transienter Test zum Einsatz. Dafiir wurde ein Vektor mit den
Genen fir (Z,2)-Farnesyldiphosphatsynthase aus Solanum habrochaites und ShSBS in
Agrobacterium tumefaciens geklont. Die transgenen Bakterien wurden zur Transfektion von
Nicotiana benthamiana-Pflanzen verwendet. Die Extraktion von Sesquiterpenoiden erfolgte
mittels SPME (solid phase micro extraction, engl. eine Extraktion durch Adsorption an eine
feste Phase) oder head space extraction (engl. Dampfraumanalyse: thermisch beschleunigte
Extraktion in die Gasphase). Diterpene wurden in einer Hexanphase geldst und aufdestilliert.
Die Produktidentifizierung erfolgte per GC-MS (Gaschromatographie gekoppelt mit Massen-
spektrometrie).

3.2 Suche nach Inhibitoren fur Arabidopsis thaliana
Isopentenyltransferasen

Die in diesem Abschnitt dargelegten Methoden wurden auf Basis der erstellten Homologie-
modelle angewendet. Sie werden hier mit ableitbaren Erkenntnissen aus den Rontgen-
kristallstrukturmodellen der A. tumefaciens IPT mit aufgeldsten Liganden (siehe Tabelle 12,
Seite 57) sowie mit Homologieschlissen anhand der HIIPT kombiniert. Fir die Inhibitorsuche
wurde zugrunde gelegt, dass eine mdglichst spezifische Wechselwirkung mit der DMAPP-
Bindetasche stattfinden soll. Hintergrund fir diese Anforderung ist, dass in vivo etliche
Enzyme Adenosinmono-, -di- und -triphosphate umsetzen und eine spezifische Inhibition auf
Basis der Nukleosidphosphatbindetasche unrealistisch ist.?#34

3.2.1 Pharmakophorsuche

Fur die Suche nach Liganden der DMAPP:ATP/ADP-Transferasen aus A. thaliana wurde ein
virtuelles Screening mittels Pharmakophorsuche in Konformationsdatenbanken durchgefthrt.
Die durchsuchten Konformationsdatenbanken umfassten fir die Pharmakophorsuche
vorbereitete Datenbanken in der Abteilung Natur- und Wirkstoffchemie am Leibniz-Institut fur
Pflanzenbiochemie Halle (Saale) und sind in Tabelle 6 mit wesentlichen Merkmalen
aufgelistet.

Tabelle 6: Kurzcharakterisierung der Strukturdatenbanken fur die Pharmakophorsuche
Anzahl Verbindungen | Anzahl Konformationen Stand
Beilstein 162.258 ca. 470.000 27.05.2010
MOE 2.824.292 nicht ermittelt November 2009
Makrolide 1.241 11.608 27.12.2006
hauseigen 11.502 12.924 11.06.2008
Spresi 37.795 67.936 20.12.2006
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Die Pharmakophordefinition basiert auf einer DMASPP-Konformation, die aus einem
kraftfeldoptimierten Homologiemodell stammt. Sie ist in Abbildung 17 veranschaulicht. Es
wurden drei Merkmale entsprechend der Diphosphatgruppe als anionische Merkmale oder
Wasserstoffbriickenakzeptoratome  definiert.  Zusétzlich wurde in  Analogie  zur
Komplexierungsposition des Metallions ein kationisches oder Wasserstoffbriickendonor-
Merkmal festgelegt. Das flinfte Merkmal ist ein Wasserstoffbriickenakzeptor-Merkmal am
Briickenatom zwischen Diphosphat und organischem Rest. Um eine GréRenbeschrankung
der Treffermolekile zu erreichen, wurden manuell 27 Ausschlussvolumina definiert, so dass
nur in Richtung des Dimethylallylrestes weitere Anknipfungen mdglich sind.

° ® @ Ausschlutvolumen (Mittelpunkte)
L . o Anionisches oder Wasserstoffbriickenakzeptoratom
AT ® O Wasserstoffbriickenakzeptoratom

Kationisches oder Wasserstoffbriickendonoratom

W |
=" @ ¢ DMASPP (merkmalsanalog zu DMAPP)

Abbildung 17: Grafische Darstellung (MOE) der verwendeten Pharmakophordefinition. Die 27
Ausschlussvolumina besitzen jeweils einen Radius von 2,4 A (hier sind nur die Mittelpunkte
dargestellt), wahrend die fliinf echten Pharmakophormerkmale jeweils mit einem Radius von
1 A definiert sind. Bis auf das Kationen-/Wasserstoffbriickendonor-Merkmal basieren die
Pharmakophormerkmale auf Atompositionen der zu Grunde gelegten DMASPP-Konformation.
Fir eine textuelle Darstellung des Pharmakophors siehe A 8, Seite 154.

Die Anzahl der Merkmale, welche bei der Datenbanksuche erreicht werden muss, um einen
Datenbankeintrag als Treffer zu werten, wurde empirisch so festgelegt, dass die Anzahl der
Ergebnisse im Bereich weniger hundert bis einiger tausend Konformationen liegt. Durch
diese Anforderung ergab sich, dass mindestens vier der finf Merkmale erflillt sein missen.

3.2.2 Vorschlag und Verifikation potenzieller AtIPT-Liganden

Die Ergebnisse des virtuellen Screening inspirierten einige potenzielle AtIPT-Liganden fir
anschlieBende Herstellung und Testung. Hierbei wurde Wert darauf gelegt, dass die
Strukturen ein relativ explizites Analogon zum Prenylrest enthalten. Eine gewisse Diversitat
wurde angestrebt, um auf der Basis experimenteller Ergebnisse Struktur-Wirkungs-
beziehungen aufstellen zu kdénnen.

Dimitar Vasilev synthetisierte ausgewahlte Inhibitorvorschlage. Anschlielend wurden diese
von Markéta Gemrotova an der Palacky Universitat, Olomouc, Tschechische Republik, mit
ELISA-Tests an AtIPT1 auf ihre inhibitorischen Eigenschaften getestet und analysiert
(ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay, engl., ein enzymgekoppeltes Immun-
adsorptionsverfahren). Als Resultat der Aktivitatstests wurden fur die 17 getesteten
Substanzen ICs-Werte berechnet (inibitory concentration, engl. Inhibitionskonzentration;
hier: Konzentration des Liganden, bei der 50% des Enzyms inihibiert sind). Die Enzym-
aktivitdt wurde durch Beobachtung der Produktbildung im ELISA mit HPLC-MS/MS (high
performance liquid chromatography, engl. Hochleistungsflissigkeitschromatographie, hier
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gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometrie) ermittelt. Die hdchste getestete Konzentration
der potenziellen Inhibitoren ist 300 pM und die errechneten ICs,-Werte wurden entsprechend
extrapoliert. Ferner Uberprifte Markéta Gemrotova die Fahigkeit von AtIPT1, AtIPT3, AtIPT4,
AtIPTS, und AtIPT8 als alternative Substrate cis- bzw. trans-HMBPP (in cis- bzw. trans-
Position hydroxyliertes DMAPP) umzusetzen.

3.3 Molekulares Docking von Reaktionsintermediaten in
Mentha spicata Limonensynthase und Solanum
habrochaites Santalen- und Bergamotensynthase

Um das Potenzial von molekularem Docking fur die Auf- und Erklarung der Bindemodi von
Intermediaten von Terpensynthasereaktionen zu untersuchen, wurden umfangreiche in
silico-Experimente durchgefuhrt. Fir die Umsetzung dieses Ansatzes kamen selbst erstellte
Shell-Skripte, fur solche Skripte interpretierbare Anweisungsdateien und Skript-basierte
Auswertungen bzw. grafische Darstellungen mit der Software R*° zum Einsatz. Die Unter-
suchungen zur Positionierung von kationischen Reaktionsintermediaten in den Bindetaschen
zweier Terpensynthasen wurden mit dem Docking-Programm PLANTS (engl. Protein Ligand
ANT System, Protein-Ligand-Ameisen-System, Korb et al., **) durchgefiihrt. Der Quellcode
des Programms wurde freundlicherweise von Dr. Oliver Korb (Cambridge Crystallographic
Data Centre) und Prof. Dr. Thomas Exner (Universitat Konstanz) zur Verfligung gestellt. Das
ermoglichte die Anpassung der CHEMPLP-Scoring-Funktion in PLANTS fir bestimmte
Wechselwirkungen kationischer Reaktionsintermediate der enzymkatalysierten Reaktionen
mit Rezeptoratomen sowie die Untersuchung weiterer Parameter auf die Modellierung der
Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen bei Terpensynthasen mit PLANTS.

3.3.1 Das Docking-Programm PLANTS

Dieser Abschnitt beschreibt die wesentlichen Charakteristika des Docking-Programms
PLANTS analog der Originalpublikation von Korb und Kollegen.**® Sie verdffentlichten 2006
die erste Anwendung von ACO (engl. Ant Colony Optimization, Ameisenkolonie-
Optimierung) auf die Optimierung von Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen. Die grund-
satzlichen Komponenten dieses Docking-Programms sind Atomtypisierung, verschiedene
Kraftfeldterme zur Beschreibung inter- und intramolekularer Wechselwirkungen sowie die
stochastische Optimierung einer Scoring-Funktion mittels ACO im Definitionsbereich
folgender Freiheitsgrade (entsprechend Korb et al. 2007, **"):

Drei Freiheitsgrade fur die Rotation des Liganden

Drei Freiheitsgrade fir die Translation des Liganden
o Ein Freiheitsgrad fur jeden drehbaren Torsionswinkel des Liganden
e Ein Freiheitsgrad fur jeden drehbaren Torsionswinkel von entsprechend zu beriick-
sichtigenden Aminosaureseitenketten des Rezeptorproteins
e Ein Freiheitsgrad fur jedes potenzielle Wasserstoffbriickendonoratom (Hydroxyl- und
Aminogruppenwasserstoffatome)
Die Angabe eines Punktes und eines Radius durch den Benutzer ergibt einen kugelférmigen
Definitionsbereich fur die Translationsfreiheitsgrade und soll grob die Bindetasche des
Rezeptors orten. Die Translationsfreiheit wird zu Intervallen von jeweils 0,1 A diskretisiert.

Fur die Rotationsfreiheitsgrade des Liganden und auch die relevanten Torsionswinkel (im
Fall potenzieller Wasserstoffbriickendonoratome Bindungswinkel) von Ligand und Rezeptor
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kommt eine Diskretisierung zu Schritten von je 1° zur Anwendung. Es resultiert Gleichung 4
als formale Beschreibung des Optimierungsproblems.

mingegn f(X) : R™ » R

X1
wobei ¥ =
Xn
Torsions- oder Rotationswinkel;

), neNundx; e N: 0 <x; <360, firi e N: 1 <i <n, falls x; relevanter

xl xl
(xi+1>E[R3 mit(xm)=ﬁ+rm,ieN:1SiSn—2fUrﬁe R3, r € R:r > 0, mit

Xi+2 Xit2
m, X

m=20,1- (my) far my, m,, m, € N: 0 < my, m,,m, < 10r, falls (xi+1) Translationsvektor
my, Xit2

Dabei sind

f(X) Scoring-Funktion

X Vektor der Freiheitsgrade

n Anzahl der Freiheitsgrade

)Ej Einzelner Freiheitsgrad (j e N: 1 < j < n)

P Gegebener Mittelpunkt (in den Koordinaten des Rezeptors)

r Gegebener Radius der Bindetasche (in A).

Gleichung 4. Optimierungsproblem der Scoring-Funktion

Die Anzahl der Freiheitsgrade resultiert somit aus der Grof3e der Bindetasche (gegebener
Radius), der Flexibilitat der Bindetasche (als flexibel definierte Aminosdureseitenketten) und
der Flexibilitat des Liganden (jeweils Anzahl der rotierbaren Torsionswinkel unter
Vernachldssigung von Wasserstoffatomen, die weder Wasserstoffbriickendonoren
noch -akzeptoren sind).

3.3.1.1 Erzeugung von Docking-Posen

Durch die beschriebene Diskretisierung der Zielfunktion ist die Anwendung des Max-Min-Ant
System-Algorithmus von Stiitzle und Hoos méglich.**® Eine formale Beschreibung analog der
Originalpublikation findet sich im Anhang ab Seite 155 (A 9). Die Verwendung eines
Ameisenalgorithmus zur Erstellung von Molekilkonformationen auf einer Docking-Scoring-
Funktion basiert auf einem stochastischen Ruckkopplungsmechanismus zur iterativen
Losung des Optimierungsproblems durch Pheromonspuren, die als Pheromon-Vektoren
gespeichert werden. Diese sorgen in Folgeiterationen des Algorithmus mit gréRerer Wahr-
scheinlichkeit fir Werterealisierungen der Freiheitsgrade, die sich in vorangegangenen
Iterationen als gunstig entsprechend der Scoring-Funktion erwiesen, indem sie nach jeder
Iteration in Form einer Ruckkopplung durch die Scoring-Funktion verandert werden (siehe
Gleichung 7, Seite 156).

In jeder Iteration des PLANTS-Algorithmus wird eine bestimmte Anzahl von Docking-
Lésungen erzeugt, welche die Autoren des Programms mit der Anzahl simulierter Ameisen
gleichsetzen, die entsprechenden Pheromonspuren folgen. Diese Ameisenkoloniegrof3e
kann vom Benutzer gewahlt werden. Die lIterationszahl des Algorithmus héngt von der
Anzahl frei drehbarer Bindungen und der Anzahl von Schweratomen des Liganden ab (siehe
Gleichung 8, 156). Ein Skalierungsfaktor erlaubt die Steuerung des Kompromisses zwischen
Ergebnisgute und Rechenaufwand. Die Ergebnisgite behandelten Korb und Kollegen als
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den Anteil aller Docking-Losungen auf einem spezifischen Rezeptor-Ligand-Datensatz, in
dem die Posen einen geringeren RMSD-Wert als 2 A von der experimentell aufgeklarten
Wechselwirkungsgeometrie besitzen.®*

PLANTS verwendet einen Simplex-Algorithmus fir die lokale Optimierung von Docking-
Posen. Unter Verwendung dieses von Nelder und Mead (**) beschriebenen Optimierungs-
algorithmus wird fur alle Posen versucht, die lokale Lésung zu verbessern. Anschlie3end
wird eine verfeinerte Optimierung mit starkerer Konvergenzbedingung durchgefihrt.

3.3.1.2 Diversifikationsheuristik

Um trotz des Rickkopplungsmechanismus der Pheromonaufdatierung neue Werte fir
Freiheitsgrade zu realisieren, bedient sich PLANTS mehrerer heuristischer Ansétze:

a) Bei der Neuberechnung der Pheromonspuren werden nicht absolut lokale, sondern
leicht regionale Rickkopplungen verwendet, um die Wahrscheinlichkeit zu erhdhen,
Werte in einem Bereich um ein gefundenes lokales Optimum erneut zu realisieren
(siehe Gleichung 7, Seite 156).

b) Damit trotz positiver Rickkopplung weiterhin verschiedene Konformationen erzeugt
werden, wird der Effekt der Pheromonverdunstung modelliert, so dass hohe
Pheromonwerte im Laufe mehrerer Iterationen abgetragen werden und stochastisch
neue Realisierungen zu Stande kommen (siehe Verdunstungsrate p in Gleichung 7,
Seite 156).

c) Pheromonwerte sind nach oben und unten fest begrenzt, damit Freiheitsgrade grund-
sétzlich alle Werte annehmen kdnnen (siehe Gleichung 9, Seite 156).

d) PLANTS fuhrt explizit Diversifikation durch: Wenn mehr als zehn der (score-wertig)
besten Docking-Lésungen einer Iteration sich untereinander im Score um weniger als
2% des Score der (score-wertig) besten Losung seit der letzten Diversifikation unter-
scheiden, wird erneut eine Diversifikation durchgefihrt. Hierzu werden die Pheromon-
spuren durch eine Aufwertung von geringen Pheromonwerten geglattet (siehe
Gleichung 12 in *#, fir PLANTS wird ein Glattungsfaktor von 0,5 verwendet). Im Falle
dreier aufeinanderfolgender Pheromonspurglattungen werden alle Pheromonwerte
reinitialisiert.

3.3.1.3 Clustering der Docking-Losungen

Nach Ablauf aller Iterationen liefert der PLANTS-Algorithmus die am besten bewertete
Docking-Lésung und alle Docking-Ldsungen, die durch die lokale und die verfeinerte lokale
Optimierung erzeugt wurden. Nach der Sortierung der Docking-Posen entsprechend der
Scores werden aus den am besten bewerteten Ligandenkonformationen standardmalig
zehn Konformationen ausgewahlt, so dass das paarweise RMSD mindestens 2 A betragt.
Sowohl die Anzahl von Konformationen als auch der RMSD-Grenzwert kdénnen vom
Benutzer verandert werden.

3.3.1.4 Scoring in PLANTS

Fur PLANTS wurden von Korb et al. die empirischen Scoring-Funktionen PLP und
CHEMPLP beschrieben und implementiert (in ?° und **" bezeichnet als PLANTSp» bzw.
PLANTSchempp). PLP steht flr piecewise linear potential (engl. stickweise lineares
Potenzial, siehe Abbildung 18) und bezeichnet eine einfache Bewertungsfunktion fur inter-
atomare Distanzen, die intervallweise linear definiert ist. Das PLP wurde bereits friher fir die
Beschreibung molekularer Wechselwirkungen eingesetzt.?88390-392
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Ff 15

Abbildung 18: PLP-Scoring-Funktion fur die abstandsabhangige Bewertung atomarer Inter-
aktionen, nach Korb et al., **’. Der interatomare Abstand r wird in A angegeben. Der
angegebene Wert E=-0,4 gilt furr ,,sterische® Wechselwirkungen (entsprechend **"). PLP-Score-
Werte sind dimensionslos.

Die Linearitat in den Intervallen erlaubt schnelle Interpolation. Die konstante Bewertung des
Abstandsoptimums mit dem Wert E erlaubt sogar ein einfaches Auslesen des
entsprechenden Score-Wertes. Das konsequente Ignorieren von Wechselwirkungen mit
einem Abstand grol3er als D begrenzt die Zahl der zu betrachtenden Wechselwirkungen.

Beide Scoring-Funktionen, wahlweise PLP oder CHEMPLP, kdnnen in PLANTS zur
Bewertung der Komplementaritdt von Rezeptor und Ligand zueinander benutzt werden
(zusatzlich besteht die Option, die Scoring-Funktion PLP95 zu verwenden, auf die hier nicht
eingegangen wird, siehe dazu #*®%*%*), PLP und CHEMPLP besitzen ahnliche Charakteristika,
liefern aber unterschiedliche Ergebnisse — fiir einen Vergleich beider im Rahmen von
PLANTS sei hier auf Korb et al., ?" verwiesen. Die Werte der Scoring-Funktionen
kombinieren verschiedene Energiebeitrage zu den Wechselwirkungen zwischen Rezeptor
und Ligand — positive Werte implizieren daher negative Bindungsaffinitat, also Abstol3ung
zwischen Ligand und Rezeptor. Die verwendeten Funktionen zur Bewertung der
verschiedenen Energiebeitrdge basieren auf (zum Teil paarweise) atomtypspezifischen
Parameterwerten. Das PLANTS-Programm akzeptiert Rezeptor- und Ligandeingaben im
TRIPOS-mol2-Format, so dass eine Abbildung von den Atomtypen des TRIPOS-Formats auf
die PLANTS-spezifischen Atomtypen notwendig ist (siehe ,Table 1“in 2’9).

In Gleichung 5 ist als Beispiel die termweise Aufschlisselung der CHEMPLP-Scoring-
Funktion angegeben.
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f

PLANTScempLp = 1:plp + fhb + 1:hkrch + fhb—CHO + fmet + fmet—coord + fmet—ch

+ fmet—coord—ch + fclash + ftors +Csite

wobei die Summanden folgende Energiebeitrdge bedeuten:

fp,p Summe des PLP fur Rezeptor-Ligand-Atompaare mit Fallunterschiedung zwischen

a) Wasserstoffbruckenbindung (PLPparthbond)

b) Metallionchelatierung (PLPpartmetal)

c) unpolar-unpolare Rezeptor-Ligand-Kontakte (PLPpartsteric)
d) polar-unpolare Rezeptor-Ligand-Kontakte (PLPpartburpolar)

und eines repulsiven stiickweise linearen Potenzials (PLPpartrepulsive) fur

a) Donor-Donor-Kontakte
b) Akzeptor-Akzeptor- Kontakte
c) Donor-Metallion-Kontakte
fios froans frpcno distanz- und winkelabhangige Wasserstoffbriickenbindungsterme
(basierend auf ChemScore-Potenzialen®%3%33%4) dabei:

f., fur Donor-Akzeptor-Atompaare, hdchstens ein ist Atom formal geladen
fon fur Donor-Akzeptor-Atompaare, beide Atome sind formal geladen

fibcho fur Donor-Akzeptor-Atompaare, in denen ein Sauerstoffatom als Akzeptor
fungiert und ein Wasserstoffatom Donor ist, das an ein Kohlenstoffatom
gebunden ist, das wiederum an ein aromatisches Stickstoffatom, das als
Akzeptor klassifiziert wurde, gebunden ist

f.« distanz- und winkelabhangiges Potenzial fur Kalzium- und Magnesiumionen

fretcoora POtenzial basierend auf der Einpassung idealer Koordinationspolyeder fir
andere Metallionen

foercn €I geladenen Metallionakzeptoratomen: wie f ., nur zusatzlich skaliert

f et cooracn 0€1 geladenen Metallionakzeptoratomen: wie f . .4, nur zusatzlich skaliert

fin  €mpirisches Potenzial zwischen Schweratomen eines Molekuls, die mindestens
drei Bindungen voneinander entfernt sind

fors  Torsionswinkelpotenzial fur alle rotierbaren Bindungen auBer Wasserstoffbriicken-
donorgruppen (aus dem TRIPOS Kraftfeld®®, TRIPOS TORS (Ligand),
TRIPOS TORS_ PROT (Protein))

Ci Strafterm fur Lage von Atomen aulRerhalb der vordefinierten Bindetaschensphare
(ATOMS OUTSIDE BINDINGSITE, Wert: +50)

Gleichung 5: Aufschlisselung der CHEMPLP-Scoring-Funktion aus PLANTS. Eine detaillierte
formale Beschreibung und Auflistung der Parameterwerte ist zu finden in Korb et al. 2009, *”°.
Die Bezeichungen ,,Donor“ und ,,Akzeptor” beziehen sich auf Wasserstoffbriickenbindungen.
»Atompaare*“ umfassen hier jeweils ein Ligand- und ein Rezeptoratom. In Klammern sind

programminterne Bezeichner fir die entsprechenden Terme angefuhrt.

42



METHODEN

3.3.1.5 Parametrisierung von PLANTS

Sowohl die Wahl der Parameter flr den ACO-Algorithmus als auch die Parametrisierung der
Scoring-Funktionen PLP und CHEMPLP wurden von Korb et al. detailliert
beschrieben.?’?38¢38" \ittels eines hierarchischen Ansatzes wurden die Gewichtsfaktoren fiir
die einzelnen Scoring-Funktions-Beitrage variiert und anschlieBend evaluiert. Fir die
Parameterermittlung wurde eine speziell ausgewahlte Untermenge des Astex Diverse Set
(experimentell ermittelte Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungsstrukturen, Nissink et al., *°) als
Trainingsdatensatz verwendet. Nach Docking-Versuchen mit verschiedenen Parameter-
kombinationen wurden die Parameter entsprechend der Auswahl festgelegt, welche zur
geringsten strukturellen Abweichung zwischen einem Testdatensatz (Teilmenge des Astex
Diverse Set) und den durch PLANTS vorhergesagten Wechselwirkungsstrukuturen fihrte.
Mal3 fur die Genauigkeit der Docking-Ergebnisse ist in dieser Vorgehensweise die (relative)
Anzahl vorhergesagter Ligand-Rezeptor-Interaktionsposen, deren RMSD-Wert zur jeweiligen
experimentellen Geometrie weniger als 2 A betragt.

3.3.2 Versuch und Definitionen zur Cluster-Option
Bezlglich der Option zum Clustering von Ergebnissen sind zwei Parameter von Bedeutung:

cluster structures Anzahl der Ligandkonformationen, die vom Cluster-
Algorithmus zurtickgegeben werden (Standardwert: 10)

cluster rmsd RMSD-Ahnlichkeitsgrenzwert fir den Cluster-Algorithmus
(Standardwert: 2.0 A)

Im weiteren Vorgehen dieser Arbeit werden zwei verschiedene Grundsatze im Umgang mit
diesen Parametern gepflegt, die hier definiert werden sollen. Es wird unterschieden:

e Unabhangiges Docking: Mehrfacher Start des PLANTS-Programms, wobei die
Ergebnisposen komplett unabh&angig voneinander erzeugt werden und die Werte der
Parameter cluster rmsd und cluster structures keine Rolle spielen.

o Diversitatsorientiertes Docking: Erzeugung mehrerer Posen in Abhangigkeit
voneinander (cluster structures > 1) entsprechend des Cluster-Algorithmus, wobei
zwischen allen Ergebnisposen paarweise ein struktureller Unterschied mindestens des
(positiven) Wertes des cluster rmsd-Parameters gefordert ist.

Ein Sonderfall des diversitatsorientierten Docking soll erschépfendes Docking sein.
Dies beschreibt die Anforderung einer extrem hohen Anzahl von Posen, so dass der
Algorithmus vor Erreichen der geforderten Posenzahl terminiert. Kriterium hierfur ist ein
unterschrittener Grenzwert fir die Verbesserung des Score wéahrend der Simplex-
Optimierung.?”®
Um zu untersuchen, ob die Cluster-Einstellungen von PLANTS signifikanten Einfluss auf die
Docking-Ergebnisse haben kdnnen, wurde in einem Versuch veranschaulicht, wie stark sich
die Ergebnisposenmengen zwischen den Einstellungen cluster structures = 1 mit 30-
fachem Docking und cluster structures = 30 unterscheiden. Dazu wurde das Terpinyl-
kation (siehe A 26, Seite 225) mit PLANTS in die Substratbindetasche der Rontgenkristall-
struktur der Limonensynthase aus M. spicata gedockt.

3.3.3 Modifikation der CHEMPLP-Scoring-Funktion

In der Berechnung des Score-Wertes fir die CHEMPLP-Scoring-Funktion (siehe Gleichung
5, Seite 42) findet eine Fallunterscheidung statt, welche die verschiedenen Mdglichkeiten
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von interatomaren Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen bertcksichtigt. Entsprechend der
Paarung von Atomtypen und der Distanz zwischen beiden Atomen wird der CHEMPLP-
Score zugewiesen. Diese Fallunterscheidung wurde um zwei Féalle erweitert, um Wechsel-
wirkungen zwischen karbokationischen Atomen des Liganden und

a) aromatischen Atomen einer Aminosaureseitenkette im Rezeptor mit E,,, bzw.
b) Schwefelatomen von Methioninseitenketten im Rezeptor mit E,

speziell zu bewerten. Dazu wurde von Michael Dressel in der Arbeitsgruppe Computer-
chemie am Leibniz-Institut fur Pflanzenbiochemie in Halle (Saale) eine Routine im PLANTS-
Quellcode programmiert, die alle relevanten Atome der Bindetasche und des Liganden auf
die jeweilige Eigenschaft prift und ggf. eine entsprechende Markierung zuweist. Diese
Atomtypmarkierung wird zur Fallunterscheidung in der Potenzialberechnung verwendet, in
der statt des jeweils originalen Parameterwertes E=0,4 fiir diese Wechselwirkungen die
neuen Werte E,, und E_, eingefuhrt werden. Fir die effiziente Ausfiihrung dieser
Anderung verfasste der Autor dieser Arbeit das Skript transformer (siehe A 11, Seite
158), welches die entsprechenden Stellen im Quellcode mit jeweils einem neuen Wert
ersetzt, anschlieend den Quellcode kompiliert und somit eine ausflihrbare Version von
PLANTS erzeugt, welche die veranderten Parameterwerte im Namen tragt:

PLANTS_E,, E

met

Das Skript transformer dient als Hauptinstanz zum Aufruf anderer Routinen, welche das
Docking mit den neuen CHEMPLP-Parametern durchfihrt (A 12, Seite 162) und dabei auch
Parameter entsprechend an die untergeordneten Instanzen ubergibt. Zusatzlich zu den
Grolien in Tabelle 7 muss der Benutzer die absoluten Pfade zu den .mol2-Dateien von
Ligand und Rezeptor angeben.

Tabelle 7: Eingabevariablen fur das Hauptskript transformer, welche in den Docking-
Untersuchungen verwendet wurden und durch den Benutzer tibergeben werden

Bezeichner | Bedeutung

Konkreter Wert fir E im CHEMPLP fir aromatisch-kationische Wechsel-

wirkungen zwischen Kohlenstoffatomen

Konkreter Wert fir E im CHEMPLP fir Wechselwirkungen zwischen

Schwefelatomen von Methioninseitenketten und Karbokation-Atomen

A Menge der unterschiedlichen Werte fir E im CHEMPLP fir aromatisch-

kationische Wechselwirkungen zwischen Kohlenstoffatomen

M Menge der unterschiedlichen Werte fir E im CHEMPLP fir Wechsel-

wirkungen zwischen Schwefelatomen von Methioninseitenketten und

Karbokation-Atomen

Anzahl der auszugebenden Docking-Posen

Mittelpunkt der Bindetasche, als Tripel (x, y, =z) in Rezeptorkoordinaten

Radius der Bindetasche in A

Menge der Aminoséauren, die beim Docking flexibel sein sollen, als

Aufzahlung von Aminosaure und Sequenzpaosition, zum Beispiel:

ALA315, GLU501

clust RMSD-Wert fiir den Cluster-Algorithmus (in A), Angabe ist fakultativ: wird
dieser Parameter gesetzt, so wird diversitatsorientiert gedockt; enspricht der
PLANTS-Eingabe cluster rmsd

> T | T2

flex
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3.3.4 Informationsfluss

Die folgende Tabelle 8 listet die verwendeten Skripte und die von ihnen erzeugten Ausgabe-
dateien auf, wobei kursiv gedruckte Ausdriicke Bezeichner sind, die in den unterschiedlichen
Instanzen variieren (siehe Tabelle 9, Seite 50).

Tabelle 8: Verwendete Bash-Shell-Skripte und die jeweils erzeugten Dateien. In Spalte ,#“
ist die Anzahl erzeugter Dateien eingetragen. In der Regel wurden diese jeweils im png- und im
pdf-Format erstellt. Inre Anzahl multipliziert sich entsprechend, falls mehrere Analysen durch-
gefihrt wurden mit Ausnahme der Dateien, die aus PPQdepict resultieren. Fir den Schlissel
zu den kursiv gedruckten Bezeichnern siehe Tabelle 7 und Tabelle 9, Seite 50.

Skript, Verweis

Namen erzeugter Dateien #

Beschreibung des Dateiinhalts

metaPLANTS

A 13, Seite 165

1

scores_sum_top Ny,

Boxplot der Score-Verteilungen fur alle benutzten Potenziale
nebeneinander, mit blauer Linie bei jeweiligem Mittelwert

sum top N

W op Wi

lig-rec

Boxplot der Distanzverteilungen fir alle benutzten Potenziale
nebeneinander, mit blauer Linie bei jeweiligem Mittelwert

Rstats_top N, .out 1

Potenzialweise: Aufstellung der statistischen Beschreiber aus
Boxplots inkl. Mittelwert, 95%-Konfidenzintervall und Ausreil3er-
anzahl — zuerst fUr Scores, anschlieBend fir jede gemessene
Distanz

GRAPH/scores E top Ny, |AI+||V||

spec

Fur einen Wert eines der beiden Parameter nebeneinander Boxplots
der Scores fiur alle Werte des anderen Parameters, mit blauer Linie
bei jeweiligem Mittelwert

E top Ntop |AI+||V||

GRAPH/dist_ Wiy oo Ege

Fur einen Wert eines der beiden Parameter nebeneinander Boxplots
der gemessenen Distanzen fir alle Werte des anderen Parameters,
mit blauer Linie bei jeweiligem Mittelwert

corDistScores

A 15, Seite 176

GRAPH/cor_Wiy o B top Ny, [W| : (IAI +|M |)

Auftragung von Scores gegen gemessene Abstande einer Wechsel-
wirkung fur alle Varianten eines Parameters bei konstantem anderen
Parameter, inkl. Regressionsgeraden und Pearson-Korrelations-
koeffizienten

cor W all_top Ny, [W|

lig—rec _
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Skript, Verweis

Namen erzeugter Dateien #

Beschreibung des Dateiinhalts

Farbliche Kodierung der Pearson-Korrelationskoeffizienten zwischen
Scores und gemessenen Distanzen flr alle Kombinationen aus den
Schritten beider Parameter, Eintragung des Zahlenwertes fir jedes
verwendete Potenzial

violinPLANTS

A 16, Seite 180

scores violin topN 1

top

|Ax|M| Matrix mit Violinen-Darstellung der Scores firr alle
verwendeten Potenziale, mit Boxplot und blauer Linie bei jeweiligem
Mittelwert

GRAPH/scores violin only E,, E , top |[Obzw.1
N

top

Nur bei genau einem untersuchten Potenzial: Violinen-Darstellung
der Scores, mit Boxplot und blauer Linie bei Mittelwert

GRAPH/scores_violin_Eg ., topNy, |AI+||V||

Nebeneinander: Violinen-Darstellung der Scores flr alle Werte eines
Parameters bei konstantem anderen Parameter

W violin sum top Ntop [W|

lig-rec__

|A|><|M| Matrix mit Violinen-Darstellung fir alle gemessenen
Distanzen, jeweils mit Boxplot und blauer Linie bei jeweiligem
Mittelwert

GRAPH/dist W,
_topN

violin only E,, E.. |0 bzw. [\N|

lio—rec__

top

Nur bei genau einem untersuchten Potenzial: Violinen-Darstellung
einer gemessenen Distanz, mit Boxplot und blauer Linie bei
Mittelwert

GRAPH/dist W, spec_t0P Nygp A+ M|

ligrec_violin_E

Nebeneinander: Violinen-Darstellung einer gemessenen Distanz fir
alle Werte eines Parameters bei konstantem anderen Parameter,
jeweils mit Boxplot und blauer Linie bei jeweiligem Mittelwert

violinOverlay

A 17, Seite 185

top N

op A+ M|

scores_viOverlay E

spec _

Ein Diagramm: Violinen-Darstellung der Scores von gruin nach rot fur
alle Werte eines Parameters bei konstantem anderen Parameter, mit

Linie bei jeweiligem Median
dist_W“g_rec _viOverlay Espec _top Ntop [\N| . (IAI +||\/| |)

Ein Diagramm: Violinen-Darstellung einer gemessenen Distanz von
grin nach rot fur alle Werte eines Parameters bei konstantem
anderen Parameter, mit Linie bei jeweiligem Median
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Skript, Verweis

Namen erzeugter Dateien #

Beschreibung des Dateiinhalts

GRAPH/comp W, roc Wiy ree vio E . top W1

N, (A+M]Yi

i=1

Ein Diagramm: Violinen-Darstellung zweier gemessener Distanzen in
Grin- bzw. Rotténen fur alle Werte eines Parameters bei
konstantem anderen Parameter, mit Linie bei jeweiligem Median

violinTops

A 18, Seite 190

[A-M|

GRAPH/scores tops E,, E.,

Ein Diagramm: Violinen-Darstellung der Scores von rot nach grin far
zehn aufeinanderfolgende Intervalle von jeweils zusatzlich 10% der
Top-Posen fir ein Potenzial, mit Linie bei jeweiligem Median

WI-|A- M|

GRAPH/tops__W“g_rec__Eam__Emet

Ein Diagramm: Violinen-Darstellung einer gemessenen Distanz von
rot nach grin fur aufeinanderfolgende Intervalle von jeweils
zusatzlich 10% der Top-Posen fir ein Potenzial, mit Linie bei
jeweiligem Median

drawPLPs

A 19, Seite 192

usedPLPs 1

Ein Diagramm: Auftragung der benutzten Potenziale, mit Original-

partPLANTS
A 20, Seite 195

potenzial in schwarz, alle anderen Potenziale farbig
[A-M|

DOCKED/scoreParts_top Ny,

Ungewichtete Auftragung aller Score-Anteile mit positiver Standard-
abweichung Uber alle betrachteten Docking-Posen; in der Legende
Korrelationskoeffizienten  zwischen Gesamt-Score und dem
jeweiligen Score-Anteil

partCor_W“g_reC_tOp NtOD [\N|

Heatmap-Darstellung pro betrachteter Wechselwirkung: Mit Rot-
Grun-Verlauf kodierte Korrelationskoeffizienten zwischen Score-

Anteilen und gemessenen Distanzen
[A-|M]

partCor E E#m_tQmep

spec _

Heatmap-Darstellung pro verwendetem Potenzial: Mit Rot-grin-
Verlauf kodierte und zusatzlich beschriftete Korrelationskoeffizienten
zwischen Score-Anteilen und gemessenen Distanzen

calcDistances

A 22, Seite 200

[A-M[-N

distances/E,, E., dist C_ C .txt

Fur das jeweilige Potenzial: eine Spalte mit Distanzen entsprechend
der beiden geometrischen Beschreiber; Reihenfolge entsprechend
der PLANTS-Ausgabenummerierung

distances/super_dist_c___C'.txt N
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Skript, Verweis

Namen erzeugter Dateien #

Beschreibung des Dateiinhalts

In Spalten fur alle benutzten Potenziale: mit Tabulatorzeichen
getrennte Distanzen entsprechend der beiden geometrischen
Beschreiber; Reihenfolge entsprechend der PLANTS-Ausgabe-

evaTransform c

A 23, Seite 204

nummerierung; mit Potenzialen in Kopfzeile
graphics/perc_3.4_5.5_E,, E , topNy, |AI : ||V||

Balkendiagramm zum Prozentsatz der Docking-Posen, fur den die
jeweils gemessenen Distanzen im Score-relevanten Abstands-
bereich zwischen 3,4 A und 5,5 A liegen

(Anmerkung: evaTransform c ist eine Vorversion von
evaTransform e und erzeugt weitere Dateien, welche den
Ausgaben von evaTransform e entsprechen)

evaTransform e

A 24, Seite 208

graphics/e dist C _C'_ Egpec_top Ny, QA| + ||\/| |) N

Fur die jeweilige Potenzialreihe und Top-Posenzahl: dreiteilige
Darstellung mit Dichte-Diagramm und Boxplot der Distanzen sowie
Heatmap-Darstellung der Kolmogorov-Smirnov-p-Werte zur paar-
weisen Wahrscheinlichkeit zweier empirischen Verteilungen

top pr |AI+||V||

graphics/e_scores_Eg,

Fur die jeweilige Potenzialreihe und Top-Posenzahl: dreiteilige
Darstellung mit Dichte-Diagramm und Boxplot der Scores sowie
Heatmap-Darstellung der Kolmogorov-Smirnov-p-Werte zur paar-
weisen Wahrscheinlichkeit zweier empirischer Verteilungen

graphics/e rank overview N 1

top

Spearman-Rangkorrelation zwischen gemessenen Abstanden (bzw.
dem Score-Anteil plpPartSteric) und den jeweiligen Rangen im
Scoring des Docking, in Form einer Heatmap, die zeilenweise die
gemessenen Distanzen bzw. Scores und spaltenweise die
verwendeten Potenziale listet

graphics/e relevance N 1

top

Wie in vorheriger Zelle, aber mit numerischer Beschriftung der
Heatmap-Zellen

graphics/e rank values N 1

top

Heatmap-Darstellung der Prozentsdtze an Docking-Posen, bei der
die jeweils betrachtete Wechselwirkung im Score-relevanten
Abstandsbereich zwischen 3,4 A und 5,5 A liegt (zeilenweise die
gemessenen Distanzen und spaltenweise die verwendeten
Potenziale)

graphics/e PLPpartsteric ESpeC_NtOp |AI+|M|
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Skript, Verweis

Namen erzeugter Dateien #

Beschreibung des Dateiinhalts

Far die jeweilige Potenzialreihe und Top-Posenzahl: dreiteilige
Darstellung mit Dichte-Diagramm und Boxplot des jeweiligen Score-
Anteils plpPartSteric sowie Heatmap-Darstellung der
Kolmogorov-Smirnov-p-Werte zur paarweisen Wahrscheinlichkeit
zweier empirischer Verteilungen

graphics/e_cor_cor_N,, 1
Heatmap-Darstellung des Pearson-Korrelationskoeffizienten
zwischen der monotonen Reihe der fur E, ., bzw. E_. verwendeten

aro met

Parameter und den gemessenen Distanzen (bzw. dem Score-Anteil
plpPartSteric), zeilenweise die gemessenen Distanzen und
spaltenweise die verwendeten Potenzialgruppen

graphics/e cor cor values N 1

top

Wie in vorheriger Zelle, aber mit numerischer Beschriftung der
Heatmap-Zellen

graphiCS/e_COV_C _C I_ Earo— Emet - Ntop [\N| ’ |A| |M |

Auftragung der gemessenen Distanzen und des Score-Anteils
plpPartSteric Uber die Range der Docking-Posen; Angabe des
Spearman-Korrelationskoeffizienten

PPQdepict
A 25, Seite 219

graphics/ppa_E,, E._d .ph4 <15-|A-|M|

MOE-lesbare  Pharmakophordarstellung eines hierarchischen
Clustering der Positionen der Karbokation-Atome und flexiblen
Seitenketten aller Docking-Posen des jeweiligen Experimentes mit
einer Klassendistanz von d (in A, siehe Tabelle 9); mit farblicher
Markierung der einzelnen Klassen; Ergebnisdateien werden nur
erzeugt, wenn weniger als sieben Klassen resultieren; flexible
Seitenketten werden entweder durch ein Bezugsatom (Schwefel-
atom bei Methionin) oder den Mittelpunkt des aromatischen Systems
(aromatische Aminoséauren) reprasentiert

graphics/ppa E,, En« d.txt Sl5-|A|-||V||

Textuelle Beschreibung der Darstellung der Datei in der vorherigen
Zelle: Zuordnung der verwendeten Farben zu den Klassen und
Angabe der Klassenmittelpunkte fir jede Reprasentanz

graphics/ppa_E,, Egq_ full.txt |’°4|M|

MOE-lesbare Pharmakophordarstellung aller Repréasentanzpunkte
(Karbokationen, Schwefelatom bei Methionin, Mittelpunkt des
aromatischen Systems bei aromatischen Aminosauren) der Docking-
Posen des jeweiligen Experimentes; farbliche Kodierung der
Reprasentanz
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Skript, Verweis Namen erzeugter Dateien #

Beschreibung des Dateiinhalts

graphics/ppa E,, En« full.txt |A|||\/||

textuelle Beschreibung der Darstellung der Datei wie in der
vorherigen Zelle: Zuordnung der verwendeten Farben zu den
Reprasentanzen

Vor dem Start von partPLANTS wurde fur jedes Experiment mit unabhéngigem Docking das
Skript collectFeats (A 21, Seite 198) gestartet, um entsprechende Dateien
features.csv zusammenzustellen, welche zu jedem Docking-Ergebnis die
Zusammensetzung des jeweiligen Gesamt-Score beinhalten. Fur diversitatsorientiertes
Docking liefert PLANTS die jeweilige Datei automatisch. Einige Skripte erstellen ferner Text-
dateien mit Zwischenergebnissen, die in Tabelle 8 nicht aufgefuihrt sind, siehe dazu die
Bash-Shell-Skripte im Anhang. In Tabelle 8 aufgeflihrte Skripte, die nicht direkt oder indirekt
von transformer aufgerufen werden, wurden nachtraglich einzeln gestartet und fordern
zum Teil weitere Eingabeparameter fur die Auswertung der Docking-Experimente. Diese
Parameter umfassen die Gro3en:

N Anzahl der in der (jeweiligen) Auswertung zu betrachtenden Top-Posen

top
w Menge der zu analysierenden Distanzen

Zur Analyse der umfangreichen Daten wurde ein Dateiformat definiert, welches fiir einen
Aufruf von transformer die zu analysierenden Abstande mit reguldren Ausdricken
spezifiziert. Die entsprechenden Analysespezifikationen werden von dem Skript evaPLANTS,
verwendet, um die zu messenden GrélRen mit Hilfsskripten zu ermitteln und auszuschreiben
(siehe A 28, Seite 227). Die konkret verwendeten Analysespezifikationen sind in A 28, Seite
227, angefiihrt. Fir die Messung von Abstdnden wurden zwei Varianten gewahlt. Einerseits
werden einfache euklidische Abstédnde zwischen Atompaaren berechnet. Andererseits wird
fir die Wechselwirkungen eines karbokationischen Atoms eines Liganden zu aromatischen
Aminosaureseitenketten des Rezeptors der Abstand zwischen kationischem Atom und
Aromatenzentrum kalkuliert. Als Zentrum eines Aromaten dient hierbei der geometrische
Mittelpunkt der aromatischen Atome — diese mussen vom Benutzer in der Analysedatei
angegeben werden.

Tabelle 9: Bezeichner fur die Bildung von in Tabelle 8 angegebenen Dateinamen
Platzhalter Bedeutung
|A|, |I\/I| bzw. [\N| Kardinalitat der Menge A M pzw. W
W“g_rec Wechselwirkungskirzel der Form “lig_LIGATOM_rec_RECATOM”

bzw. “lig_LIGATOM_center_ANAFILELINE”, wobei: LIGATOM die
Kennzahl des entsprechenden Ligandenatoms ist, RECATOM die
Kennzahl des entsprechenden Rezeptoratoms ist und ANAFILELINE
die Zeilennummer der entsprechenden Analysedatei ist, in welcher die
Rezeptoratomkennzahlen gelistet sind, zu deren Zentrum der Abstand

gemessen wurde (Aromatenzentrum-Definition)
Epec aro_E,,,” bzw. “met_E

GRAPH Lpdf bzw. ,png“ — Ordner, in denen die entsprechenden Grafiken
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Platzhalter Bedeutung
abgelegt werden, relativ. zum Hauptverzeichnis des jeweiligen
Docking-Experiments

C bzw. C' Jeweils textuelle Beschreibung fir bestimmte Atome oder das
arithmetische Mittel zwischen bezeichneten Atomen, siehe hierzu
auch die verwendeten Analysedateien (A 28, Seite 227)

DOCKED Verzeichniskilrzel der Form ,docked_E,, E..“ Verzeichnisse mit
den Docking-Ergebnissen der einzelnen Potenziale

d Distanz (in A), die fur hierarchisches Clustering in der Auswertung
verwendet wird, um Klassen voneinander zu trennen. Fir d werden
naturliche Zahlen zwischen inklusive 1 und 15 gewahlt. Zur Wahrung
der Ubersichtlichkeit werden Ergebnisdateien nur erzeugt, wenn die
resultierende Klassenzahl kleiner als sieben ist.

3.3.4.1 Informationsverwaltung

Die Zuordnung von Daten zu Experimenten folgt einer hierarchischen Ordnerstruktur. Die
einzelnen Experimente besitzen Kennzahlen im Datums-/Uhrzeitformat, die an zuséatzliche
Auswerteskripte Ubergeben werden kénnen und die zu analysierenden Docking-Ergebnisse
eindeutig identifizieren. Unterordner entsprechend Tabelle 9 wurden benutzt, um
Experimente zu trennen und eine hierarchische Struktur der mit den in silico-Experimenten
verkniipften Daten zu erzeugen.

3.3.4.2 Verwendete Parameterkombinationen
Es wurden Parameterkombinationen entsprechend Tabelle 10 verwendet.

Tabelle 10: Parameterkombinationen fir die Docking-Versuche in die Modelle von Mentha
spicata Limonensynthase (,L“ in Spalte R, R fiur Rezeptor) und Solanum habrochaites
Santalen- und Bergamotensynthase (,,S“ in Spalte R). Spalte K beinhaltet die Ubersetzung der
Datums-ldentifikatoren in Buchstaben, welche im Rahmen dieser Arbeit zur einfacheren
Identifikation der Experimente verwendet werden (K flr Kodierung).

Identifikator

(ID) K R N due Menge A Menge M
20110804 15 17 | A | L| 100 2 0,4, -2, -4;-6,-8.-10 | -0,4; -2: -4; -6, -8; -10
20110805 13 25 | B | L| 100 2 -20; -30 -0,4; -20; -30
20110809 11 43 | C | S| 1.000 > | 0,-0,4,-0,6;-0,8,-1; 5 | 0:-0,4;-0,6:-0,8; -1: -5
20110812 15 46 | D | S| 100.000 | 1 20,4 -0,5: -0,6 0,4; -0,5; 0,6
20110817 09 20 | E | L| 10.000 1 20,4 -0,6; -0,8; -1 20,4 -0,6; -0,8; -1
20110818 08 28 | F | S| 100 - 0,4, 0,6, 0,8, -1 0,4
20110818_12 38 | H 20,4 -0,45; 0,5, -0,55; | -0,4;-0,45; -0,5; -0,55;
20110905_11 56 | o | > 10000 | 1 -0,6 0,6
20110810 08 19 | K
20110819 09 53 | L | S| 10 - 0,4 0,4
20110819 10 34 | M
20110831 09 32 | N
20110902 09 59 | o | °| 1.000 1 0.4 0.4
20110902_09_03 | P o o
o e | | O 1 -0,399; -0,4; -0,401 -0,399; -0,4; -0,401
20110929_15 37 | R P P
20110629 15 38 | s | S| 100 : 0,4;-0,8;-1,2; 1,6, -2 | -0,4;-0,8; -1,2: -1,6; -2
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Die Mengen A und M der Parameterwerte beinhalten hierbei in der Regel den Wert -0,4,
welcher im unmodifizierten PLANTS-CHEMPLP fir die untersuchten Wechselwirkungen
zwischen Karbokationen und Aromaten bzw. Methionin-Schwefelatomen verwendet wird. Fir
das Docking in ShSBS wurden die Aminosauren W746, M763, Y495 und Y519 flexibel
gehalten und fur die Mentha spicata Limonensynthase die Aminosauren W324 und M458.
Die Wahl der Parameterkombinationen erfolgte sukzessiv aufbauend auf jeweils friheren
Ergebnissen (Uber vergebene Identifikatoren). Wahrend zunachst nach signifikanten Unter-
schieden zwischen verwendeten Parameterwerten fur E,., ynd Eme 9€Sucht wurde, wurde
spater zusatzlich auch der Aspekt ,diversitatsorientiert vs. unabhangig® adressiert. Die Unter-
suchung D zeigte, dass fiir dy,, =1 A fir das Docking in ShSBS nicht mehr als 10.000
Posen zu erwarten sind, bevor der PLANTS-Algorithmus vorzeitig terminiert. Die Posenzahl
10.000 zu fordern bedeutet demnach bei diversitéatsorientiertem Docking einen Abbruch des
PLANTS-Algorithmus mit einer Posenanzahl, welche beziiglich der Diversitatsforderung —
bestimmt durch den Parameter cluster rmsd — maximal ist.

3.3.4.3 Auswertung der Docking-Untersuchungen

Die Auswertung erfolgte hierarchisch auf Basis der erstellten graphischen Auftragungen bzw.
Berechnungen von Korrelationen wie in Tabelle 8, Seite 45, aufgelistet. Die Pharmakophor-
Darstellungen der groBen Zahl von Docking-Ergebnissen und die entsprechenden
Clusterings wurden zum Teil visuell hinsichtlich auffalliger Besonderheiten inspiziert.

3.3.5 Vorbereitung von Ligand- und Rezeptorstrukturen

Die jeweils zu dockenden Ligandstrukturen wurden manuell aufbereitet, um die Karbokation-
Beschreibung widerzuspiegeln und eine entsprechende Erkennung durch den modifizierten
PLANTS-Algorithmus zu gewébhrleisten (siehe A 26, Seite 225 sowie A 27, Seite 226). Dazu
wurden die entsprechenden Atome in den Liganddateien als C.cat entsprechend der
TRIPOS-Atomtypisierung markiert. AnschlieRend wurde mit der PM3-Methode in MOE
jeweils eine Geometrieoptimierung unter Angabe der kationischen Ladung durchgefihrt
(jeweils CHARGE=1 als Option). Abbildung 19 ist eine Veranschaulichung der verwendeten
Liganddefinitionen.

Abbildung 19: Fiur die Docking-Untersuchungen verwendete Kationen: A) a-Terpinylkation und
B) (Z,2)-Farnesylkation. Die als formal geladen und C.cat definierten Atome sind gekenn-
zeichnet und die Pfeile geben die frei drehbaren Bindungen an, die keine Methylgruppen
binden.
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Die fiur das Docking verwendeten Enzymstrukturen beinhalten in der Substratbindetasche
jeweils den vollstandig deprotonierten Diphosphatrest mit den drei komplexierenden Metall-
ionen (Limonensynthase: Mangan, ShSBS: Magnesium). Fir die Limonensynthase wurde
hierbei das Réntgenkristallstrukturmodell mit dem PDB-Identifikator 20NH (Hyatt et al., %)
verwendet, wobei der 2-Fluorolinalylrest in MOE manuell geléscht wurde (siehe Abbildung
20). Fiur die ShSBS wurde auf Grundlage des erstellten Enzym-Substratkomplexes (siehe
3.1.3.3, Seite 35) analog verfahren (siehe Abbildung 21).

Abbildung 20: Bindetasche der Limonensynthase mit den im Docking flexiblen Aminosauren
Met458 und Trp324 und dem belassenen Diphosphatrest. Der schwarze Stern markiert den
Mittelpunkt der Bindetaschensphéare (mit Koordinaten), die beim Docking verwendet wurde
(Radius 10A, graue Punkte). Die isolierten cyanfarbenen und roten Kugeln sind
Pharmakophorpunkte des Diphosphatrestes.

Abbildung 20 und Abbildung 21 vermitteln einen Eindruck von der GréRe und raumlichen
Struktur der Bindetasche von Terpensynthasen. Ferner verdeutlichen die Darstellungen,
dass 10 A ein hinreichend groRer Wert fiir den Bindetaschenradius ist, der an das Docking-
Programm tbergeben wird.

Die a-Terpinylkationstruktur wurde bei den hier geschilderten Untersuchungen immer in die
aufbereitete Struktur der Limonensynthase und das (Z,Z)-Farnesylkation in das
entsprechende ShSBS-Modell gedockt.
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Abbildung 21: Bindetasche der ShSBS analog Abbildung 20 mit den im Docking flexiblen
Aminosauren Tyr495, Tyr519, Met763 und Trp746 und dem Diphosphatrest. Der schwarze Stern
markiert den Mittelpunkt der Bindetaschensphéare (mit Koordinaten), die beim Docking
verwendet wurde (Radius 10 A, graue Punkte). Die isolierten cyanfarbenen und roten Kugeln
sind Pharmakophorpunkte des Diphosphatrestes.

3.3.6 Das Geranylkation in verschiedenen Kraftfeldern

Zur Untersuchung der generellen Fahigkeit von Kraftfeldern ein allylisches Karbokation zu
modellieren, wurde mit MOE?*® das Geranylkation manuell konstruiert und anschlieRend mit
den Kraftfeldern ,Rule* (regelbasiert), TAFF, PEF95SAC, Engh-Huber, OPLS-AA,
CHARMM22, CHARMMZ27, Amber89/94/99 bzw. MMFF94(s/x) optimiert. Hierzu wurde
jeweils die in MOE mit dem jeweiligen Kraftfeld verbundene Partialladungsberechnung
verwendet.

3.4 Quantenchemische Berechnungen
3.4.1 Bildung von Santalen und Bergamoten

Auf der Basis verdffentlichter vorgeschlagener Reaktionsmechanismen (ohne Betrachtung
der jeweiligen Wechselwirkungen mit dem Enzym) fur die Bildung von Bergamotenen und
Santalenen aus (E,E)-FPP (**" und '°*, siehe auch ®?°"*** wurden Reaktionsschemata fiir
die Bildung von Bergamoten- und Santalen-lsomeren aus (Z,Z)-FPP entworfen. Mit dem
Programm Maestro®**® wurden Jaguar-Rechnungen aufgesetzt, um freie Enthalpien zwischen
Intermediaten der Reaktionen zu berechnen. Unter Verwendung der Dichtefunktionaltheorie
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wurden flexible Koordinaten-Scans und Optimierungen durchgefuhrt. Dabei kam der
Basissatz 6-31g+ in der B3LYP-Methode zum Einsatz. Die Koordinaten-Scans wurden auf
Basis der erstellten Reaktionsschemata definiert und umfassen die Bedingung, dass die
jeweils zu bildende Bindung durch schrittweise Annaherung der beiden beteiligten Atome zu
Stande kommt. Um dies zu erreichen, wurde von der Ausgangsstruktur die Distanz der
beiden Atome in wenigen Schritten (fiinf bis elf) forciert auf 1,5 A verringert. Auf diese Weise
erzeugte intermediare Strukturen wurden anschliel3end mit derselben Methode optimiert. Fur
die finalen Deprotonierungsreaktionen wurde ein Essigsaureanion manuell positioniert und
anschliel3end eine Optimierung durchgefihrt.

3.4.2 Wechselwirkung zwischen Karbokationen und Aromaten bzw.
Ethylmethylsulfid

Zur Berechnung von Wechselwirkungsenergien zwischen Karbokationen und aromatischen
Aminosaureseitenketten sowie Ethylmethylsulfid kamen weitere flexible Koordinaten-Scans
zum Einsatz, die in Abbildung 22 schematisch dargestellt sind. Diese wurden mit der
Hartree-Fock-Methode und dem Basissatz 6-31g in Jaguar (Uber Maestro) berechnet. Die
verwendeten Ausgangskonformationen wurden mit Maestro manuell konstruiert.

aYa N

SN s

Abbildung 22: Flexible Koordinaten-Scans zwischen a-Terpinylkation und Modellen fir Amino-
sdureseitenketten. Die gestrichelte blaue Linie bezeichnet die Scan-Koordinate, wobei jeweils
die Distanz von 6 A in 19 Schritten auf 1,5 A verringert wurde. A) Ethylmethylsulfid als Modell
fur Methionin; B) 3-Methylindol als Modell fur Tryptophan; C) Benzen als Modell fir Phenyl-
alanin

Wechselwirkungsenergien wurden n&herungsweise als die Differenz zwischen den quanten-
mechanischen Energien bei groRer Distanz und der entsprechenden Optimumdistanz
berechnet. Um die Stabilisierung des a-Terpinylkations zwischen Tryptophan und Methionin
zu untersuchen, wurde eine manuell erstellte Szenerie (siehe Abbildung 23) geometrie-
optimiert. Dazu wurde ebenfalls Jaguar mit der Hartree-Fock-Methode und dem Basissatz

6-31g verwendet.
4 ; N
< @ g
NH /

S
/. & Y,
Abbildung 23: Schema einer Wechselwirkungsgeometrie zwischen a-Terpinylkation und zwei
nukleophilen Gruppen
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Dieses Kapitel geht auf die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen ein und setzt sie
in Relation zu experimentellen Befunden, Fachliteratur und den formulierten Zielstellungen.
Ausgewahlte Aspekte werden dabei direkt am Ergebnis diskutiert. Eine abschlieRende
Diskussion ist am Ende jedes Abschnitts zu finden.

4.1 Isopentenyltransferasen aus Arabidopsis thaliana
4.1.1 Homologiemodellierung

Die hohe Sequenzhomologie der modellierten Isoenzyme untereinander lasst in den meisten
Fallen eine allgemeine Diskussion am Beispiel zu, so dass nicht jeweils einzelne
Abbildungen gezeigt werden. Auffallige Unterschiede werden jedoch konkret behandelt und
mit Modellabbildungen untermauert.

4.1.1.1 Template-Wahl aus Ergebnissen der Voruntersuchungen

Aus der durchgefuihrten Homologiemodellierung mit MOE resultiert Tabelle 11.

Tabelle 11: Homologiemodellierungs-Templates fur AtIPT. Bei fehlenden Literaturangaben
wurde jeweils nur die Kristallstruktur in der PDB veroéffentlicht.

PDB-Code | Organismus/Enzymname, Literaturangabe

2QGN Bacillus halodurans Isopentenyl:tRNA-transferase
1KNQ Escherichia coli Glukonatkinase, *%°
3D3Q Staphylococcus epidermidis Isopentenyl:tRNA-6(2)-Transferase
VTS Mus musculus PHD-Domane des Metal-response element-binding
transcription factor 2, %
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC
2JAQ . 401
Desoxyadenosinkinase,
2ZEG Homo sapiens Glutaminylzyklase (Mutante E201L), %

Die Untersuchung der Sequenzidentitdt zwischen den in Tabelle 11 angefiihrten Templates
und den AtIPT-Sequenzen zeigt nur geringe prozentuale Ubereinstimmungen (siehe A 2,
Seite 145). Die durchgefuihrte blastp-Suche mit der AtIPT1-Sequenz (siehe Seite 144) liefert
unter den 100 hdchstbewerteten Annotationen ausschlieRlich Treffer mit e-Werten unter
10, eine Abdeckung der Anfragesequenz zwischen 47 % bis 100 % und genau einer
annotierten Sequenz mit verfligbarer Struktur. Die entsprechende Rontgenkristallstruktur
(PDB-Code 3A8T) ist annotiert als pflanzliche Isopentenyl:Adenylat-Transferase komplexiert
mit ATP.%1 Mit der Veréffentlichung dieser Réntgenkristallstruktur des Enzyms aus
Humulus lupulus (Echter Hopfen) ist 2010 eine neue potenzielle Template-Struktur verfigbar
geworden. Weitere relevante Erkenntnisse fir die strukturellen Gegebenheiten der Liganden-
bindung bieten ferner die RoOntgenkristallstrukturmodelle einer bakteriellen Isopentenyl-
transferase mit den PDB-Codes 2ZE5, 2ZE6, 2ZE7 und 2ZE8.%® Die Strukturen beinhalten
unterschiedliche Liganden, die Tabelle 12 anfiihrt.
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Tabelle 12: Ubersicht (ber zu Arabidopsis thaliana DMAPP:ATP/ADP-Transferasen
homologen Proteinstrukturen aus Rontgenkristallstrukturanalysen. Die Proteinstrukturen in
den PDB-Eintragen 2ZE5, 2ZE6, 2ZE7 und 2ZES8 besitzen identische Aminosauresequenzen.

PDB-Code | Organismus/Enzymbezeichnung | Ligand(en)

2ZE5 Agrobacterium tumefaciens Adenosinmonophosphat (AMP)
Isopentenyltranferase

2ZE6 Agrobacterium tumefaciens AMP, Dimethylallyl-S-thiolodiphosphat
Isopentenyltranferase

2ZE7 Agrobacterium tumefaciens AMP, Dimethylallyl-S-thiolodiphosphat,
Isopentenyltranferase Zink-lon

2ZE8 Agrobacterium tumefaciens Diphosphation
Isopentenyltranferase

3A8T Humulus lupulus Adenosin-5-Triphosphat (ATP),

Isopentenyl:Adenylate-Transferase | Phosphation

Die Isopentenyl:Adenylat-Transferase aus Humulus lupulus (HIIPT) hat erheblich hdhere
Homologie zu den AtIPT, wie aus Abbildung 24 ersichtlich ist.

3A8T

AtIPTE
AtIPT4
— AtIPT1
AtIPT8

AtIPT3
AtIPTS
AtIPT7
AtIPT2

27E7
0.1 3EPJ

_— L] 3D3Q

3EXA
Template-Strukturen AtIPTY
Zu modellierende AtIPT

[ 3CRM
Weitere AtIPT | 3FOZ

Abbildung 24: Sequenzéhnlichkeitsbaum der AtIPT und potenzieller Template-Strukturen —
vergleiche Tabelle 11 und Tabelle 12 zur Annotation der verwendeten PDB-Codes; Alignment
und Distanzberechnungen erstellt mit ClustalW, Baumdarstellung mit iToL.

Abbildung 24 verdeutlicht ferner folgende Aussagen:

¢ Die beiden Sequenzen von AtIPT2 und AtIPT9 besitzen relativ geringe Homologie zu
den restlichen sieben AtIPT-Sequenzen und bilden eine eigene Klade mit allen
gefunden  potenziellen = Homologiemodellierungs-Templates  bis auf  die
Isopentenyl:Adenylat-Transferase aus Hopfen (3A8T).

e AtIPT1 und AtIPT3 bis AtIPT8 sind untereinander sequenzahnlicher als zu anderen
aufgefuhrten Proteinen.

¢ Die Aminosauresequenzen zu den PDB-Codes 3A8T und (eingeschrankt) 2ZE7 sind
den zu modellierenden Sequenzen von AtIPT1, AtIPT3 bis AtIPT8 am ahnlichsten.
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4.1.1.2 Qualitat der erstellten Modelle

Die Homologiemodelle der DMAPP:ATP/ADP-Transferasen sind entsprechend der Ausgabe
von YASARA von guter Qualitat. Dies untermauern die Qualitatsmerkmale in Tabelle 13.

Tabelle 13: YASARA-z-Scores (1.-4. Zeile) und ProSA-web-z-Scores (5. Zeile) fir die
Bewertung der finalen Homologiemodelle

AtIPT1 | AtIPT3 | AtIPT4 | AtIPTS | AtIPT6 | AtIPT7 | AtIPT8

Torsionswinkel | 0,501 1,019 0,883 0,923 0,621 0,964 0,764
PackinglD -0,268 0,224 -0,295 -0,105 -0,588 -0,022 -0,183
Packing3D -0,387 -0,270 -0,298 -0,208 -0,519 -0,121 -0,367
Insgesamt -0,212 0,110 -0,125 -0,004 -0,381 0,075 -0,131
z-Score -8,25 -8,06 -8,37 -8,76 -8,05 -8,61 -8,88

Alle erstellten Modelle sind monomere Proteinstrukturen. Abweichungen in der Tertiar-
struktur gibt es untereinander im Wesentlichen in Loop-Regionen und im Bereich beider
Termini, wie Abbildung 25 veranschaulicht.

Relativer RMSD (A)
25
4
3
2
_
0
Abbildung 25: Tertiarstrukturdarstellung der strukturell superpositionierten AtIPT-Modelle

(AtIPT1, AtIPT3 bis AtIPT8) mit einer Farbkodierung fir RMSD-Unterschiede zwischen den
Proteinriickgratatomen, Abbildung erstellt unter Benutzung von MOE

N-terminaler Bereich

Unter A 3 (Seite 145) sind die absoluten Lagen der z-Scores aus ProSA-web beztiglich der
zugrunde liegenden Strukturdatenbanken aus Rontgenkristallographie und NMR sowie die
jeweilige Auftragung des empirischen Potenzials aufgefiihrt. Der entsprechende z-Score der
Template-Struktur der Modelle fiur AtIPT3 bis AtIPT8 betragt -9.42 und ist identisch zu dem
Wert fir das AtIPT1-Template.

Aufgrund der identischen Template-Struktur fur alle IPT auRBer IPT1 &hneln sich die finalen
Homologiemodelle. Auch das Modell fur IPT1 zeigt keine starken Abweichungen in der
Tertiarstruktur von den restlichen AtIPT-Modellen, wie Tabelle 14 verdeutlicht.
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Tabelle 14: RMSD in A zwischen den AtIPT-Modellen beziiglich der Proteinriickgratatome.
Angabe des Farbschlussels in der Spalte ganz rechts; erstellt unter Benutzung von MOE.

1 3 4 5 6 7 8

1:1PT1 1.38|1.38(1.38|1.79|1.66|1.94
3:IPT3 [1.38 1.53 [HS268 1.75 [R1N284 1.65
4:1PT4 |1.38|1.53 1.61 | 1.50 [BIES78| 1.72 A
5:IPT5 [1.381.26|1.61 1.94 | 1.54|:1.75 2.0
1.5
6:IPT6 [1.79|1.75|1.50(1.94 1.45(1.36
1.0
7:IPT7 |1.66|1.28 |1.37 | 1.54 | 1.45 1.54
0.5
8:IPT8 [(1.94|1.65|1.72(1.75|1.36|1.54 .

4.1.1.3 Analyse der Substratbindung

Die Erkennung des Adenylat-Liganden — insbesondere differenzielle Untersuchungen
bezlglich Mono-, Di- und Triphosphat — ist fir die Zielstellung dieser Arbeit von unter-
geordneter Bedeutung (eine entsprechende Modellierung wurde von Chu et al. an HIIPT
durchgefiihrt, siehe >°). Hier soll der Schwerpunkt auf die Analyse der Bindung des Prenyl-
donormolekiils und des Adenin-Teils von Prenylakzeptoren in den erstellten Homologie-
modellen gelegt werden. Vergleichend werden die AtIPT-Homologiemodelle, die HIIPT- und
die A. tumefaciens-IPT-Rontgenkristallstrukturmodelle betrachtet.

Die entsprechend der beschriebenen Selektion (siehe Abschnitt 3.1.3.3, Seite 35) gebildeten
Alignment-Segmente werden in diesem Abschnitt analysiert. Grundsatzlich zeigen sie fur
Aminosauren der Substratbindetasche weitgehende Identitat zwischen den Modellen der
AtIPT. Die rot markierten Alignment-Positionen identifizieren entsprechend Aminosauren der
jeweiligen AtIPT mit ligandnahen Atomen. Diese Positionen sind auch im mit ClustalW
berechneten Sequenz-Alignment rot hervorgehoben, das im Anhang unter A 5 (Seite 150) zu
finden ist. Dieses Alignment unterscheidet sich leicht vom aus MOE resultierenden
Alignment aufgrund von Unterschieden in den Algorithmen. Die Positionsangaben in den
Kopfzeilen der folgenden Abbildungen und im Text beziehen sich auf das mit MOE erstellte
multiple Sequenz-Alignment. Auch die Strukturabbildungen wurden mit MOE erzeugt und
zeigen jeweils nur Ausschnitte, wobei unpolare Wasserstoffatome ausgeblendet wurden. Die
schematisch dargestellten Interaktionen verfiigen tber eine Wechselwirkungsenergie von
mindestens 8 kJ/mol. Schwéachere Wechselwirkungen werden nicht dargestellt.

Die Alignment-Positionen 48-54 (siehe Abbildung 26) bilden ein p-Loop — ein Uber
verschiedene Enzymklassen konserviertes Sequenzmotiv zur Erkennung von Phosphat-
resten.®® Hierbei sind in allen Homologiemodellen den Aminosduren an den einzelnen
Alignment-Positionen relativ klar Funktionen zuzuordnen, die mit den Vorschlagen bzw.
Strukturmodellen aus der Literatur tibereinstimmen.> Es gibt jedoch Unterschiede sowohl
zwischen den Homologiemodellen untereinander als auch zur aufgeklarten Struktur des
bakteriellen Enzyms.
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AtIPT1
AtIPT3
AtIPT4
AtPT5
AtIPT6
AtPT7
AtIPTS -
277  -TYR—GLY-PRO-THR—CYS—SER—GLY-LYS—THR—-ASP—MET-
3A8T  MET—GLY-ALA-THR—GLY-THR—GLY-LYS—SER—ARG-LEU-

1 2 3 4 5 6 7
Position der Aminosaure im p-Loop-Motiv

Abbildung 26: Segment A des Sequenz-Alignment der AtIPT und der beiden Template-
Strukturen aus A. tumefaciens (2ZE7) und H. lupulus (3A8T)

Wesentlich fallt auf, dass in den Homologiemodellen fir AtIPT3 bis AtIPT8 der a-Phosphat-
rest protoniert ist, wahrend die Modellierung fur AtIPT1 eine vollstandig deprotonierte
Diphosphatstruktur zeigt. In der veroffentlichten Struktur der A. tumefaciens-IPT sind keine
Wasserstoffatome aufgeldst. Jedoch interagieren zwei Wassermolekile mit dem DMASPP-
Molekul (Abbildung 28, Seite 62). Es gibt mehrere Unterschiede zwischen den Prenyl-
diphosphat-Bindemodi der AtIPT-Modelle, die in Abbildung 27 grafisch veranschaulicht
werden. Aspekte, in denen sich die Modelle unterscheiden, sind:

¢ lonische Wechselwirkungen von Lys47 mit dem Diphosphatrest: a- vs. B-Phosphat

e Wasserstofforiicken zwischen Thr49 und dem Bruckensauerstoffatom zwischen
Prenyl- und Phosphatrest
o Wasserstoffbricken zwischen den polarisierten Wasserstoffatomen an Ruckgrat-
Stickstoffatomen der Aminosauren an den Positionen 50-54
Relativ konsistent ist in den Modellen die Wechselwirkung zwischen Ser54 und dem
jeweiligen Metallkation zu beobachten (Zink in AtIPT1, Magnesium in AtIPT3 bis AtIPT8). Die
Aminosaure an Position 55 zeigt keine direkten Interaktionen mit Substratmolekiilen oder
dem metallischen Kofaktor.
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Legende

p-Loop mit Sekundéarstrukturhervorhebung:

e rot: helikale Struktur

e weil und blau:

Struktur

ungeordnete Loop-

Aminosauren-Nummerierung  entsprechend
des Alignment (Abbildung 26)

\/\ \\/ AtIPT1
p-Loop g

DMAPP

AtIPT3

AtIPT4

p-Loop

Ser54

AtIPTS

AtIPT6

Ser54

AtIPTY7

AtIPT8

Thr49

Ser54 . s DMAPP

Abbildung 27: Wechselwirkungen des Diphosphatrestes mit dem p-Loop in den AtIPT-Modellen
(die dargestellten Aminoséauren entsprechen den Positionen 1-7 des p-Loop)
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Um diese Modelle in eine Relation zu Informationen aus der Literatur zu setzen, ist ein
Vergleich mit der Bindung des DMAPP-Analogon in der RoOntgenkristallstruktur der A.
tumefaciens IPT (siehe Abbildung 28) sinnvoll.

p-loop

||3,22 A

O - ¢

Zink-lon Wasser 2

Abbildung 28: DMASPP-Komplexierung in der Kristallstruktur 2ZE7 der Isopentenyltransferase
aus A. tumefaciens (absolute Nummerierung der Aminosauren, Perspektive und Sekundér-
strukturhervorhebung analog Abbildung 27, ohne Wasserstoffe)

Ein Unterschied zwischen den im Rahmen dieser Arbeit erstellten Modellen und der PDB-
Struktur 2ZE7 besteht in der Sequenz des p-Loop. Auffallig ist insbesondere das Cystein an
dritter Stelle des p-Loop-Motivs in 2ZE7, wahrend fir die AtIPT-Modelle diese Stelle
konsequent durch ein Glycin besetzt ist (vgl. Abbildung 26). In der Struktur der
A. tumefaciens Isopentenyltranferase (2ZE7) sind jedoch keine direkten Wechselwirkungen
zwischen der Cysteinseitenkette und den Liganden in der Bindetasche zu beobachten. Trotz
der verschiedenen Aminosauren ist die wesentliche Ausrichtung des Rickgrats zur
Diphosphatkomplexierung in den Modellen gegeben, auch wenn die konkreten Wechsel-
wirkungen sich unterscheiden. Es ist davon auszugehen, dass in jedem Fall die hohe
Elektronendichte am Diphosphat sowohl zum Metall-Gegenion als auch zu den
entsprechenden polarisierten Wasserstoffatomen des p-Loop-Rickgrats starke elektro-
statische Wechselwirkungen erzeugt.

Die Wassermolekille 1 und 2 der Rontgenkristallstruktur stehen in Interaktion mit einem
Sauerstoffatom der a-Phosphatgruppe. Inwiefern die drei involvierten Sauerstoffatome mit
potenziellen Wasserstoffatomen an Wasserstoffbriickenbindungen untereinander beteiligt
sind, geht aus dem Rontgenkristallstrukturmodell nicht hervor. In den erstellten Homologie-
modellen sind keine Wassermolekiile enthalten. Falls die in der Rontgenkristallstruktur
aufgelosten Wassermolekile tatséchlich eine wichtige Funktion Gbernehmen, so spiegeln die
Modelle dies nicht wider und andere Hypothesen kénnen aufgestellt werden. Sugawara et al.
diskutieren diese Wassermolekiile nicht.® Die Strukturoptimierung im Rahmen der hier
durchgefuhrten Modellierung sorgt fir plausible Positionierungen der Liganden und
entsprechender Aminosaureseitenketten in dieser Region.

Das Serin an Position sieben des p-Loop-Motivs ist vollstandig konserviert, was auch
Abbildung 27 (Seite 61) wiedergibt. Dieser Serinrest ist in den AtIPT-Modellen so
ausgerichtet, dass die freien Elektronen des Sauerstoffatoms der Hydroxylgruppe mit dem
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entsprechenden Metallkation wechselwirken. Das ebenfalls konservierte Threonin an zweiter
Stelle des p-Loop (Thr49 in Abbildung 27) spielt vermutlich eine Rolle bei der Aktivierung des
Prenyldonormolekills. Fir das bakterielle Enzym mit einer Alaninmutante des
entsprechenden Threonins wurde eine stark verminderte katalytische Aktivitit berichtet.®®
Um die Prenyldonoraktivierung wahrnehmen zu kénnen, musste die Threoninseitenkette in
den Modellen von AtIPT3 bis AtIPT8 jeweils um etwa 180° gedreht sein.

B

AtIPT1
AtIPT3
AtIPT4
AtIPTS
AtIPT6
AtIPT7

AtIPT8
277  “LEU-ASP-ARG-VAL—GLN-CYS- -THR—GLY-SER—GLY-ARG-PRO-

3A8T  ~SER-ASP-LYS-MET—GLN-VAL- -ILE-THR-THR—ASN-LYS-TLE-

75

Abbildung 29: Segmente B und C des Sequenz-Alignment der AtIPT und der Template-
Strukturen aus A. tumefaciens (2ZE7) und H. lupulus (3A8T)

Segment B in Abbildung 29 bildet eine weitere Gruppe benachbarter Aminosauren, die mit
dem Substratmolekiil wechselwirken und sowohl in den Modellen als auch in den Template-
Strukturen viele Aminosaureidentitaten zeigen. Das Aspartat an Alignment-Position 73 ist
entsprechend der Homologie zur HIIPT und 2ZE7 als die katalytisch aktive Aminosaure
anzusehen, welche auch in den modellierten AtIPT im Verlauf der von Sugawara und
Kollegen postulierten Sy2-Reaktion als Protonakzeptor fungiert.®® Sugawara et al. schlagen
weiter vor, dass unter anderem die in Abbildung 30 mit * markierten Einheiten an der
Polarisierung der zu spaltenden Bindung beteiligt sind. Hierzu vermuten sie, dass Argl138
eine Konformationsdnderung durchlauft und dem Sauerstoffatom an der zu brechenden
Bindung Elektronendichte entzieht (sieche Abbildung 30).°® Die diskutierte Sy2-Reaktion
verlauft durch Protoniibertragung von N° auf die Carboxygruppe von Asp33 mit nukleophilem
Angriff der freien Elektronen von N° an C bei Abspaltung des Disphosphatrestes vom Prenyl-
rest. Entsprechend dieses vorgeschlagenen Mechanismus ist es ebenfalls méglich, dass das
Arginin an Alignment-Position 199 auch in den modellierten IPT die Funktion der
Polarisierung der zu brechenden C-O-Bindung Ubernimmt, da diese Aminosdure Uber alle
AtIPT, die HIIPT und die A. tumefaciens-IPT konserviert ist.
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_Postulierte Konformationsanderung

i Thr10*
(49)
zu spaltende Bindung

DMASPP »
/319A

Arg138*
(199) |

oF

Zink-lon*

AMP

Asp33 N©
(73)

Abbildung 30: Ausschnitt aus der Bindetasche der Rontgenkristallstruktur der A. tumefaciens
IPT (2ZE7). In Klammern ist jeweils die Position im MOE-Alignment mit den erstellten AtIPT-
Modellen angegeben.

AtIPT1
AtIPT3
AtIPT4
AtPTS
AtIPT6
AUPT7
AtIPT8
277  ~“LEU-GLU-GLY-GLY-SER—-ILE-SER-LEU-LEU-
3A8T  LEU-VAL—GLY-GLY-SER-ASN-SER-PHE-ILE-

Abbildung 31: Segment D des Sequenz-Alignment der AtIPT und der Template-Strukturen aus
A. tumefaciens (2ZE7) und H. lupulus (3A8T)

Die ligandnahen Aminosauren in Segment D des Alignment (Abbildung 31) bilden ein
Sekundarstrukturelement welches parallel zum p-Loop positioniert liegt. Die Seitenkette des
Serins an Position 140 des Alignment bildet in jedem Modell eine Wasserstoffbriicke zum
Phosphatrest des Prenylakzeptormolekiils aus.

| | | 1 | | | 1 | | | |

195 200
AtIPT1 -GLU-TYR VAL-ASP—GLU
AtIPT3 VAL-ASP-LYS
AtIPT4 LEU-ASP-LEU
AtIPT5 ASP-LYS
AtIPT6 VAL-ASP—GLN
AtIPT7 VAL-ASP-ARG
AtIPTS VAL-ASP—GLN

27E7  ~THR-ARG-ALA-LYS—GIN-ARG-VAL-ALA—GLU-MET—PHE-
3A8T  ~“ASP-TYR-LEU-ALA-LYS—ARG-VAL-ASP-ASP-MET-LEU-

Abbildung 32: Segment E des Sequenz-Alignment der AtIPT und der Template-Strukturen aus
A. tumefaciens (2ZE7) und H. lupulus (3A8T)
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Die Bedeutung des Arginins an Position 199 in Segment E (Abbildung 32) wurde bereits
diskutiert. Um jedoch rein sterisch die hypothetische Funktion der Polarisierung der zu
brechenden Bindung wahrnehmen zu kénnen, ist in den AtIPT-Modellen eine Konformations-
anderung notwendig. Diese Konformationsdnderung wird zum Teil durch die Seitenkette
eines Asparagins (Alignment-Position 86, siehe Segment C in Abbildung 29) behindert,
welches in den AtIPT konserviert ist, aber an dessen Position in der Agrobacterium-Struktur
ein Glycin liegt. Die Situationsdarstellung in Abbildung 33 ist charakteristisch fir die erstellten
Modelle und veranschaulicht die relative Lage des Arginins und Asparagins zum Prenyl-
donormolekil. Das Prenyldonormolekiil ist in Abbildung 33 ca. so orientiert wie in den voran-
gegangenen Strukturabbildungen in diesem Abschnitt.

Der Variation zwischen Leucin und Valin an Position 196 des Alignment (Abbildung 32) soll
hier keine konkrete Bedeutung zugewiesen werden, weil die Aminosauren sich chemisch
sehr @hneln und den hydrophoben Teil der Dimethylallyl-Bindetasche begrenzen.

Asn (86)

Abbildung 33: Ausschnitt aus der Bindetasche des Modells von AtIPT5. In Klammern ist jeweils
die Position im Alignment mit den erstellten AtIPT-Modellen angegeben. Die Abbildung wurde
unter Verwendung von PyMOL*® erstellt.

Auch das konservierte Isoleucin (Alignment-Position 233 in Segment F, siehe Abbildung 34)
ist in allen AtIPT-Modellen Teil der hydrophoben Bindetasche und bildet jeweils mit der
Aminogruppe Wasserstoffbriicken zum Adeninteil des Prenylakzeptormolekiils aus. Die
unterschiedlichen Aminosauren Alanin, Threonin bzw. Isoleucin an Position 232 von
Segment F bilden einen Teil der Prenylakzeptorbindetasche und interagieren ebenfalls mit
dem Adenylrest. Die positiv geladenen Aminosauren an Position 231 ragen mit ihrer Seiten-
kette in Richtung des Ldsungsmittels und bilden tber ihre Sauerstoffatome Wasserstoff-
briickenbindungen zum Zuckerrest des Prenylakzeptors. Interessant sind die Aminosauren
an den Alignment-Positionen 231 und 233 in der A. tumefaciens IPT (2ZE7). In der Réntgen-
kristallstruktur ist das Aspartat an Position 233 an der Komplexierung eines Metallions
beteiligt, wahrend das Aspartat an Position 231 ins Losungsmittel ragt und das Isoleucin an
Position 232 einen Teil der Bindetasche fiir den Adenylrest bildet.
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AtIPT1 -
AtIPT3 -
AtlIPT4 -
AtIPTS -
AtIPT6 -LEU-GLY-VAL-ARG
AtIPT7 VAL-GLY-TLE-ARG
AtlPT8 -HIS—GLY-ILE-HIS
277 -PRO-ILE-LEU-GLU-ASP-ILE-ASP—GLY-
3A8T ~THR—GLY-LEU-ARG-LYS—-ALA-TLE-GLY-

Abbildung 34: Segment F des Sequenz-Alignment der AtIPT und der Template-Strukturen aus
A. tumefaciens (2ZE7) und H. lupulus (3A8T)

Aus Segment G des Sequenz-Alignment bilden jeweils Threonin und Leucin (Position 276
bzw. 279, siehe Abbildung 35) in den AtIPT-Modellen weitere Begrenzungen der hydro-
phoben Bindetasche des Dimethylallylrestes. Das durchgdngig konservierte Glutamin an
Alignment-Position 283 liegt zwischen den beiden Substratmolekilen und bildet jeweils eine
Wasserstoffbriickenbindung zum Phosphatrest des Prenylakzeptors aus. Dieser Phosphat-
rest wird auf3erdem von einem Lysin (Position 286 im Segment G des Alignment) erkannt.
Eine beispielhafte Veranschaulichung fir die Interaktion zwischen Lysin und Prenylakzeptor-
phosphat bietet Abbildung 36. Eine Ausnahme bildet das AtIPT8-Modell, wo an derselben
Alignment-Position ein Arginin vorkommt, welches aber nicht so positioniert ist, dass es die
gleiche Funktion Gbernehmen kann. Hierbei handelt es sich mdglicherweise um ein Artefakt
der Modellierung, denn die entsprechende Seitenkette ist theoretisch flexibel und grol3
genug, um die ionische Wechselwirkung mit dem Phosphatrest einzugehen. Das in der
A. tumefaciens-Sequenz an Alignment-Position 286 vorkommende Aspartat ist |dsungsmittel-
exponiert und ca. 9 A vom Phosphatrest des AMP entfernt.

AtIPT7 —ASN U-ILE

AtIPTS —ASN ALA-LYS-LYS
27E7  —GLU-TYR-LEU—GLU-HIS-ALA-LEU-SER—GLN—GLU—-ARG-ASP—PHE-
3A8T —ASN-THR—CYS-HIS-LEU-ALA-LYS-ARG—GLN-TLE—GLY-LYS—TLE-

275 280 285

AtIPT1 -ASN TRP-THR ALA-LYS—ARG ILE-
AtIPT3 -ASN ALA-CYS—ARG ILE-
AtIPT4 -ASN PHE—GLN THR-LYS—ASP ILE-
AtIPT5 -ASN S—LEU ILE-
AtIPT6 —ARG ILE-

]'_LE_

]'_LE_

Abbildung 35: Segment G des Sequenz-Alignment der AtIPT und der Template-Strukturen aus
A. tumefaciens (2ZE7) und H. lupulus (3A8T)
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Lys (286)

Abbildung 36: Ausschnitt aus der Bindetasche des Modells von AtIPT5. In Klammern sind die
Alignment-Positionen angegeben. Die Abbildung unter Verwendung von PyMOL erstellt.

Far AtIPT3 identifizierten Galichet et al. nahe des C-Terminus eine Cysteinseitenkette, deren
Farnesylierung sich auf die intrazellulare Lokalisation auswirkt und die somit die Cytokinin-
biosynthese beinflusst.?”® Diese Region ist hier im entsprechenden Modell nicht vorhanden,
weil eine Modellierung dieser terminalen Region zu grof3e Unsicherheiten aufweist und somit
zu sehr spekulativen Modellen fuhrt bzw. allgemein aufgrund ihrer Lésungsmittelexponiert-
heit sehr flexibel sein kdnnte.

4.1.1.4 Diskussion der Proteinmodelle und der experimentellen Ergebnisse

Die Ahnlichkeit der AtIPT-Sequenzen zum Template, insbesondere beziiglich der an der
Katalyse unmittelbar beteiligten Aminosauren, lasst darauf schlieRen, dass die Modelle fiir
die AtIPT im Wesentlichen korrekt sind und der katalytische Mechanismus auch in den
modellierten AtIPT so funktioniert, wie von Sugawara et al. fur HIIPT beschrieben. Fir
AtIPT6 ist anzumerken, dass zwar ein plausibles Modell erstellt wurde, das zugehérige Gen
aber in vivo nicht exprimiert wird.

Die Frage der Positionierung der diskutierten Argininseitenkette (siehe Abbildung 30, Seite
64 und Position 199 in Alignment-Segment E, Abbildung 32) kann mit theoretischen
Methoden nur schwierig abschlieBend geklart werden. Molekildynamiksimulationen mit
Kraftfeldern sind beziglich der Modellierung von intermolekularen Wechselwirkungen relativ
ungenau.?®®4%44% Aych die notwendige Dauer einer moglichen Simulation, um statistisch
signifikante Aussagen treffen zu kdnnen, ist diskutabel und eng mit der Wahl einer
entsprechenden Methode verkniipft.?®®

Es stellt sich die Frage, ob das konservierte Threonin an zweiter Position des p-Loop in den
Modellen von AtIPT3 bis AtIPT8 deshalb eine der Rontgenstruktur 2ZE7 kontrére Rotation
aufweist, weil das DMAPP-Molekil am a-Phosphation protoniert ist (vgl. Abbildung 27, Seite
61). Dadurch waren keine so starken elektrostatischen Wechselwirkungen maoglich wie im
Fall des vollstandig deprotonierten a-Phosphations. Die entsprechende Protonierung
entstammt der YASARA-Homologiemodellierung, welche auf der Basis lokaler Ladungs-
dichteverteilungen und tabellierter pKs-Werte Protonierungsgrade zuweist.*® Da auch die
Rontgenkristallographie in aller Regel nicht das Auflésungsvermdgen bietet, um
Protonierungsgrade zweifelsfrei zu bestimmen, kann hier Uber die Protonierung keine
endgultige Aussage gemacht werden. Diana Schulze hat in ihrer Dissertation die Aktivierung
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von Diphosphaten am Beispiel von DMAPP untersucht.?’° Sie beschreibt, dass ein
geringerer Protonierungsgrad des Diphosphatrestes die Hydrolyse des organischen Restes
vom Diphosphat bei Angriff eines Wassermolekiils erleichtert. AuRerdem konnte sie durch
guantenchemische Berechnungen an DMAPP zeigen, dass der C-C-C-O-Torsionswinkel in
diesem Molekil bei 90° die Mesomeriestabilisierung des bei Diphosphatabspaltung
entstehenden allylischen Karbokations fordert. Dies ging einher mit statistischen Unter-
suchungen an Roéntgenkristallstrukturmodellen  diphosphatbindender  Proteine. Im
Mechanismus, welcher in der vorliegenden Arbeit vorgeschlagen wird, kommt es initial nicht
zu einer Protonierung des Diphosphatrestes. Stattdessen wird der Diphosphatrest durch
Spaltung der C-O-Bindung ionisiert, so dass die Destabilisierung dieser Bindung und
gleichzeitige Stabilisierung des Diphosphatrestes als treibende Kréfte gelten. Hinzu kommt
als klassische Triebkraft der Sy2-Reaktion die HOMO-LUMO-Wechselwirkung zwischen dem
nukleophilen Prenylakzeptor und dem im Reaktionsverlauf ionisierenden Dimethyllalylrest
(HOMO: engl. highest occupied molecular orbital, (energetisch) hdchstes besetztes Molekiil-
orbital; LUMO: engl. lowest unoccupied molecular orbital, (energetisch) niedrigstes
unbesetztes Molekulorbital). Mit der Erkennung des Diphosphatrestes durch den p-Loop und
der zusatzlichen Komplexierung eines divalenten Metallions ist eine starke Stabilisierung
gegeben, die zwischen den Modellen leichte strukturelle Unterschiede aufweist.

Inwiefern die Bindetaschen der beiden Substrate flr Solvensmolekiile zuganglich sind, ist mit
theoretischen Methoden derzeit nicht zu beweisen. Einerseits mussten hierzu inter-
molekulare Wechselwirkungen akkurat berechnet werden. Andererseits sind extrem lange
Simulationszeiten notwendig, um auszuschliel3en, dass entworfene Startstrukturen nur
unbedeutende lokale Energieoptima oder kurzlebige Zusténde darstellen.

Die Datenlage in der Literatur zu molekularen und enzymatischen Eigenschaften der hier
modellierten AtIPT ist unvollstandig und heterogen:

e AtIPT1 besitzt DMAPP:AMP-Transferaseaktivitat.?'*
e AtIPT3 wurde bisher nicht konkret charakterisiert.
e AtIPT4 akzeptiert ATP/ADP, aber nicht AMP.***

e AtIPT5 wurde ebenfalls bisher nicht konkret charakterisiert.

e AtIPT6 wird in vivo nicht exprimiert.*°

e AtIPT7 ist bisher auch nicht konkret charakterisiert.

e AtIPT8 wurde nicht konkret charakterisiert, aber durch Extraktion aus in vivo-
modifizierten Pflanzen untersucht.*®

Lukd$S Spichal und Kollegen fanden Hinweise darauf, dass AtIPT in der Lage sind,
differenziert DMAPP bzw. cis- bzw. trans-HMBPP mit AMP/ADP und ATP umzusetzen
(unveroffentlichte Ergebnisse). Dazu wurden AtIPT1, 3, 4, 5 und 8 heterolog exprimiert und
aufgereinigt und entsprechenden Enzymtests unterzogen. Allerdings konnte AtIPT7 nicht
erfolgreich exprimiert werden und aufgereinigte AtIPT3 zeigte keine Aktivitat. Die
abgeleiteten Enzymaktivitaten der Ubrigen AtIPT zeigen ein sehr differenziertes Bild von
Bevorzugungen unterschiedlicher Substratkombinationen, sowohl bezlglich des Prenyl-
donor- als auch des Prenylakzeptormolekiils. Die groRe Ahnlichkeit der erstellten Enzym-
modelle lasst jedoch wenig Raum fur eine Rationalisierung von Struktur-Wirkungs-
Beziehungen mit theoretischen Methoden. Fir eine solche Adressierung dieser Frage-
stellung sind sehr aufwandige Berechnungen notwendig, denn die unterschiedlichen Enzym-
aktivitaten konnen aus verschiedenen Ursachen resultieren, zum Beispiel:
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¢ unterschiedliche Bindungsaffinitaten der Substrate zum jeweiligen Enzym
e entropische Energiedifferenzen zwischen verschiedenen Umsetzungsprozessen

¢ Flexibilitatsunterschiede in beteiligten Sekundarstrukturelementen der verschiedenen
Isoenzyme

Weitere unverdéffentlichte Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe von Lukas$ Spichal zu AtIPT4
bestatigen eine wichtige Rolle der Aminosaure Asparagin an Alignment-Position 86 (siehe
Abbildung 29, Seite 63 und Abbildung 33, Seite 65) in der Vermittlung der Substratspezifitat.
Durch zielgerichtete Mutagenesen an der A. tumefaciens IPT konnten ebenfalls Voraus-
setzungen fiir die Akzeptanz von HMBPP als Substrat identifiziert werden.®® Diese kénnen
jedoch aufgrund der unvollstdndigen Homologie zwischen den modellierten AtIPT und der A.
tumefaciens IPT im Bereich der Bindetasche nicht auf die hier erstellten Modelle tbertragen
werden.®

4.1.2 Suche nach Inhibitoren

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Inhibitorsuche fiir die modellierten AtIPT
prasentiert. Die Pharmakophorsuche nach DMASPP-Analoga lieferte eine Molekulstruktur-
datenbank mit 3.540 Molekillen in 15.332 Konformationen. Die relative Moleklilmasse der
resultierenden Strukturen liegt zwischen 88 und 1908 wobei fast zwei Drittel der Strukturen
eine relative Moleklilmasse von unter 200 besitzen.

4.1.2.1 Auswertung und Diskussion der Pharmakophorsuche

Eine willkurliche Auswahl (siehe Abbildung 37) von Treffermolekilen zeigt diverse Probleme
des virtuellen Screening auf.
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Abbildung 37: Zwanzig Beispiele fur Strukturen von Treffern der Pharmakophorsuche. Die
Darstellung von Protonierungsgraden und Delokalisationen stammt aus der Struktur-
darstellung von MOE.
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Einerseits kann ein groRer Teil der Pharmakophorsuchergebnisse mit sehr geringem
Molekulargewicht nicht genug Spezifitat fur eine Erkennung vom Enzym bieten, weil kleine
Liganden meist kombinatorisch mehr Wechselwirkungsmaglichkeiten mit Rezeptoren haben.
Andererseits sind héhermolekulare Strukturen zum Teil zu grof3 fir die modellierten Binde-
taschen. Die Ursache hierfir liegt in der Definition der kugelférmigen Ausschlussvolumina im
Pharmakophor: In Richtung des hydrophoben Teils des Liganden wurden keine Ausschluss-
volumina definiert, um evtl. passende Substituenten zu finden. Eine Herausforderung ist
ferner die Zuweisung eines sinnvollen Protonierungsgrades, vor allem, wenn die Datenbank-
eintrdge keine Protonierung beinhalten. Der konkrete Protonierungszustand ist allerdings
wesentlich fir das Infragekommen als Pharmakophortreffer. Durch die Lage des Diphosphat-
restes im p-Loop und die daraus resultierende Positionierung der Pharmakophormerkmale
resultiert in vielen Datenbanktreffern eine Carboxygruppe fur die beiden anionischen
Pharmakophormerkmale des B-Phosphates. Eine solche Carboxygruppe ist allein nicht in der
Lage, das Metallion in der Bindetasche sinnvoll zu komplexieren. Dies liegt an der in der
Regel tetrahedralen Komplexierung der relevanten Metallionen, welche die Prasenz weiterer
Nukleophile bedingt. Ferner waren auch solche Strukturen Treffer der Pharmakophorsuche,
die als reaktiv annotiert sind. Diese Substanzen kommen fir die Inhibition von Enzymen in
wassriger Losung jedoch nicht in Frage.

Diese Unzuléanglichkeiten des reinen Pharmakophorsuchprozesses kénnen durch Filter tber
geeignete Beschreiber adressiert werden. Im Rahmen dieses Projektes war jedoch ein Ziel,
neue Liganden fur AtIPT zu synthetisieren, so dass die Ergebnisse des virtuellen Screening
bis zu diesem Punkt als Inspiration fur den modellbasierten Entwurf potenzieller Inhibitor-
strukturen dienten. Da Enzyme Ubergangszustande stabilisieren, sind Ubergangszustands-
analoga als Inhibitoren winschenswert, denn sie gehen erwartungsgemal starkere
Wechselwirkungen mit dem Enzym ein als Substratanaloga.

4.1.2.2 Ergebnisse der Inhibitionstests im Labor

Unter Beachtung der Ergebnisse des virtuellen Screening und der strukturellen Gegeben-
heiten in den Prenyldonor-Bindetaschen der modellierten AtIPT wurden in Zusammenarbeit
mit Dimitar Vasilev Strukturen zur chemischen Synthese ausgewahlt. Dimitar Vasilev stellte
anschlie3end einige vorgeschlagene Substanzen und eine Reihe von Derivaten synthetisch
her. Es wurden 17 synthetisierte Substanzen zur Aktivitdtsbestimmung an die Arbeitsgruppe
von Dr. Luka$ Spichal (Palacky Universitat, Olomouc, Tschechische Republik) Ubersendet.
Von diesen durch die Kooperationspartner getesteten potenziellen Inhibitoren weisen sechs
Substanzen ICso-Werte im Bereich zwischen 345 yM und 847 uM auf. Dies entspricht einer
sehr geringen inhibitorischen Potenz. Fiur die restlichen 11 Substanzen lie3 sich keine
Inhibition an AtIPT1 nachweisen (unverdffentlichte Ergebnisse). In  Anbetracht der
differenziellen Umsetzungen von DMAPP und den hydroxylierten Varianten cis- und trans-
HMBPP auch in Kombination mit den Nukleotidmono-, di- und triphosphaten sind
Inhibitionstests auch an den anderen AtIPT interessant.

Die verwendete Methodik der Inhibitionsmessung mittels ELISA weist keine Bindung der
Inhibitoren am Enzym nach, da lediglich die Produktbildung bei Zugabe der potenziellen
Inhibitoren untersucht wurde. Dass sich auf Basis des virtuellen Screenings und der
anschlieRenden Auswahl zur Synthese keine Substanzen mit starkerer Inhibitionswirkung auf
AtIPT1 finden lieRen, ist den erwdhnten Unzulanglichkeiten des virtuellen Screenings und
den limitierten Mdglichkeiten zur chemischen Synthese und der aufwandigen
anschlielRenden Testung geschuldet.
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Vorbehaltlich weiterer experimenteller Untersuchungen wie Derivatisierung und Optimierung
der Enzymaktivitatstests werden in dieser Arbeit keine Strukturformeln der gefundenen
inhibitorisch wirksamen Substanzen prasentiert.

4.1.2.3 Diskussion der Inhibitorsuche

Virtuelles Screening nach Liganden ist in der Regel ein grober, vorgeschalteter Prozess zum
Ausschluss vieler Substanzen, die bereits theoretisch nicht binden kénnen. Allerdings kann
es auch immer falsch positive (vorhergesagte Liganden, die real nicht binden) und falsch
negative (ausgeschlossene Strukturen bindender Substanzen) Treffer geben. Die Tatsache,
dass Inhibitoren — in diesem Fall vermutliche Liganden — gefunden wurden, zeigt jedoch,
dass virtuelles Screening zu Recht ein wichtiges Werkzeug der Wirkstoffforschung ist.

Die ICso-Werte der sechs gefundenen Inhibitoren sind weder klein genug noch ausreichend
gestreut, um Struktur-Wirkungs-Beziehungen aufstellen zu kénnen. Eine Optimierung der
Inhibitoren durch Derivatisierung und weitere Aktivitatstests, ggf. auch an AtIPT3, AtlPT4,
AtIPT5, AtIPT7 und AtIPT8, kann neue Erkenntnisse liefern, welche in die Entwicklung
spezifischer Inhibitoren der Cytokininbiosynthese durch IPT eingehen kdnnen.

4.2 Kauren-Synthase-ahnliche Enzyme

Das Vorgehen bei der Modellierung fir die KSL-Enzyme unterscheidet sich maf3geblich von
der Herangehensweise bei den AtIPT (Abschnitt 4.1). Grund hierfir ist die geringere
Sequenzhomologie zwischen den KSL-Enzymen als zwischen den sieben Isoenzymen der
AtIPT. Zur inhaltlichen Unterscheidbarkeit der beiden Abschnitte wird fir die Diskussion
einzelner Aminosauren bei AtIPT der Dreibuchstabencode und bei KSL-Enzymen der Ein-
buchstabencode verwendet.

4.2.1 Voruntersuchungen

Die YASARA-Homologiemodellierung identifizierte die potenziellen Template-Strukturen

e Salvia officinalis (+)-Bornyldiphosphatsynthase (PDB-Identifikator 1N1B, %)
e Mentha spicata (4S)-Limonensynthase (PDB-ldentifikator 20NH, )

e Salvia fruticosa 1-8-Cineolsynthase (PDB-Identifikator 2J5C, *°)
 Nicotiana tabacum 5-epi-Aristolochensynthase (PDB-ldentifikator 3M01, *°)
e Taxus brevifolia Taxadiensynthase (TbTS, PDB-Identifikator 3P5R, ).

Per Sequenzvergleich gilt die TbTS als den Zielproteinen AtKS, NtABS, ShSBS und SIPHS
am &hnlichsten, was Abbildung 38 veranschaulicht. Die Struktur der Taxadiensynthase aus
T. brevifolia gilt damit als sinnvollstes Template fur eine Homologiemodellierung der
behandelten KSL-Enzyme.
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0,1

Template-Strukturen —— ShSBS
Zu modellierende KSL-Enzyme

Abbildung 38: Baumdarstellung der Sequenzahnlichkeit zwischen den zu modellierenden KSL-
Enzymen und potenziellen Templates. Die Abbildung wurde mit iTOL auf Basis eines ClustalW-
Alignments erstellt, woher auch die Distanzen stammen. Die zusatzliche Bezeichnung mit ,,A“
steht fir die beim Alignment verwendete Proteinkette.

Die Suche nach Enzymen, die in ihrer Sequenz der AtKS &hneln, liefert zahlreiche Treffer
uncharakterisierter Enzyme, aber auch bereits beschriebener KSL-Enzyme (siehe Abbildung
39).

KSL-Enzyme
Triticum aestivum
Hordeum vulgare
Oryza sativa KSL-Enzyme

Sorghum bicolor Oryza sativa ssp.
Brachypodium distachyon

uncharakterisiert
Zea mays

KSL-Enzyme
Oryza sativa ssp.

O

ent-Kaurensynthase
Arabidopsis thaliana

B-Phellandrensynthase
Solanum lycopersicum

— 9

Santalen-und O cis-Abienolsynthase
Bergamotensynthase Nicotiana tabacum2480

Solanum habrochaites

01—

Abbildung 39: Baumdarstellung der Sequenzéhnlichkeit von 101 Aminosaduresequenzen, die
per blastp (369‘374’375) die groRte Ahnlichkeit zur A. thaliana ent-Kaurensynthase-Sequenz haben.
Die Abbildung wurde mit iTOL erstellt. Das AbstandsmalR stammt aus paarweisen Alignments
entsprechend des Blast Tree View.
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Wie Abbildung 39 veranschaulicht, weisen die KSL-Enzyme SIPHS, ShSBS und NtABS
untereinander kleinere Sequenzdistanzen auf als zu AtKS. Da sie zur Familie der
Solanaceae gehéren, untermauert das die botanische Klassifizierung.

4.2.2 Homologiemodellierung

4.2.2.1 Qualitat der erstellten Modelle

Die erstellten Modelle sind entsprechend des Template Dimere. Die Angaben in Tabelle 15
weisen auf eine gute Qualitat der Modelle hin (siehe auch ProSA-web-Ausgaben: A 7, Seite
152).

Tabelle 15: YASARA-z-Scores (1.-4. Zeile) und ProSA-web-z-Scores (letzte Zeile) fur die
Bewertung der finalen Homologiemodelle (jeweils Kette A)

AtKS NtABS ShSBS SIPHS
Torsionswinkel 0,434 0,231 0,368 0,422
Packing1D -1,261 -1,090 -1,406 -1,292
Packing3D -0,707 -0,994 -1,063 -1,102
Insgesamt -0,757 -0,854 -0,989 -0,955
z-Score -13,02 -11,91 -11,98 -11,65

Als Resultat der Homologiemodellierung fehlen terminal jeweils einige Aminosauren zur
kompletten Aminosduresequenz der Enzyme. Dies wirkt sich nicht auf die im Folgenden
angeflihrten Betrachtungen aus.

4.2.2.2 Diskussion der modellierten Enzym-Ligand-Komplexe

Um Hypothesen fur die Funktion einzelner Aminoséuren in der Nahe der Bindetasche der
verschiedenen Enzymmodelle aufstellen zu kénnen wurden anhand der 3D-Strukturen und
des erstellten Alignment Unterschiede und Gemeinsamkeiten untersucht. Zur
Veranschaulichung in den Alignment-Abschnitten wurden die putativen Funktionen einzelner
Aminosauren entsprechend der Farbkodierung in Abbildung 40 auf Basis der erstellten
Homologiemodelle manuell annotiert. Die Abgrenzung der Funktionen voneinander erfolgt
hierbei wie folgend. Als hydrophober Teil der Substratbindetasche wird der Bereich abseits
der Metallbindungsmotive definiert. Aminosauren sind nur dann als metallbindend markiert,
wenn eine solche Wechselwirkung im Modell unmittelbar stattfindet. Weitere Aminosauren
der bekannten Metallbindemotive wurden nicht eingefarbt und verbleiben in schwarzer
Farbe. Zur Markierung von Besonderheiten sind in den Alignment-Abschnitten einige Amino-
sauren grin eingefarbt, welche dann explizit im laufenden Text diskutiert werden.

Fir die im Folgenden anhand des Sequenz-Alignment diskutierten Aspekte dienen
Abbildung 43 bis Abbildung 46 (Seite 76ff.) zur Veranschaulichung der erstellten Protein-
modelle.
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77 582 587 592 597 602 607 612 617

TbTS TRHRVAEVYFSSAT::FEPEYSATRIAFTKIGCLQVLFDDMADIFA [Farbkodierung
475 480 485 490 495 500 505 510 515 Hydrophober Teil der

AtKS ARQKLAYCYFSGAATLFSPELSDARISWAKGGV Ll-.IVVDDFFDVGG Enzymbindetasche
475 480 485 490 495 500 505 510 515 Metallbindendes

Motiv DDxxD
NtABS SQQYLYISYFI IAAILFEPEYADARLAYAKYAII|AVDDFFDCFI

Zweites metall-
460 465 470 475 480 485 490 4P5 500 S bindendes Motiv

ShSBSAERYIHD TYLCAVIVVPEPELSDARLLYAKYVLLII[IVDDQFDSFA |Speziell, siche Text
60 465 470 475 480 485 490 49 500 50§

SIPHS AERYIHASYLFGVTVIPEPELSDARLMYAKYVMLI|IJIVDDHFESFA

Abbildung 40: Sequenz-Alignment-Ausschnitt mit dem metallbindenden DDXXD-Motiv. Die
Positionsangaben beziehen sich jeweils auf die absolute Position der Aminoséaure (unter der
mittleren Ziffer der Zahl) in der jeweiligen Sequenz.

In allen vier Modellen bildet die Seitenkette des in Abbildung 40 griin markierten Threonins
eine Wasserstoffbriicke zu einem Sauerstoffatom im Proteinrtickgrat. Die Hydroxylgruppe
ragt mit den freien Elektronenpaaren des Sauerstoffatoms in den hydrophoben Teil der
Bindetasche und kdénnte mit Zwischenzustanden des Prenyldonor-Substrates interagieren. In
TbTs kdnnte C719 eine analoge Funktion (Abbildung 41) tbernehmen.

682 687 692 697 702 707 712 717 722
TbTS WELYFNCYV *EWLEAGYIPTFEEYLKTYAISVGLGPCTLQ:
80 585 595 600 605 610 615 620
AtKS WLDLLKSMLR|-AEWSSDKSTPSLEDYMENAYISIFALGPIVLP.
80 585 595 600 605 610 615 620
NtABS WIDMLKCMLVLDLWKIKSTTPSIEEYLSVACVTIGVPCFVLT
; 570 57 580 585 590 595 600 605

ShSBS WLELVKLML VEWFSGKTIPSIEEYLYVTSITFGARLIPLT
570 575 580 585 590 595 600 605 6.

SIPHS WLELMKLMLMERVEWCSGKTIPSIEEYLYVTSITFCAKLIPLS'

Abbildung 41: Alignment-Abschnitt mit einem konservierten Glutamin, welches laut der
erstellten Homologiemodelle an der Metallionenbindung beteiligt ist (auRer im Modell der
SIPHS). Die Positionsangaben beziehen sich jeweils auf die absolute Position der Aminoséaure
(unter der mittleren Ziffer der Zahl) in der jeweiligen Sequenz. Die Farbkodierung entspricht der
in Abbildung 40 verwendeten.

Abbildung 41 zeigt einen weiteren Abschnitt aus dem Alignment mit Aminosauren der hydro-
phoben Teile der jeweiligen Bindetaschen und das erwéhnte C719 der TbTS, welches in den
modellierten Proteinen im Alignment hydrophoben Aminosauren gegenibersteht. Dies
entspricht einer Umkehrung der Verhaltnisse aus Abbildung 40. Hier ist ein Funktionstausch
zwischen V610 in TbTS und den markierten Threoninen (in Abbildung 40) gegeniber C719
in TbTS und den entsprechenden Isoleucinen bzw. Phenylalanin (in Abbildung 41)
postulierbar: Die hydrophobe Aminoséaure in TbTS korrespondiert im Sequenz-Alignment mit
polaren Aminosauren in den KSL-Enzymen und umgekehrt.
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747 752 757 762 767 7. 827 832 837 842 847 ¢

TbTS FELVSLSWFLT /TK YQA! KARGQQ. IFNLRLL\QI!—IKFIDGYGIANEEIKDY
645 650 655 660 665 6. 725 730 35 740 745

AtKS  YKLVSTMGRLL' "'IQGFKR' SAEGKL! FLKMSKVLNLI[Y|RKDDGIT+S -NDLMSL

45 650 655 660 665 670 725 730 i £ 740 745 75

NtABS CNCTAAVAR[LINDIHSYKR! QAESST  FWTTINAAYS IJHTHGDGYRFP +EEFKNH
) 635 6lo 645 650 655 710 715 720 725 730

ShSBS CNCTGRVL|JIL 'LQDSKK' QKEDSV' FWRTSNWADFI|[YJLQTDGYRIA -EEMKNH

635 o 645 650 655 710 715 R0 725 730 7

SIPHS WNCSGRVVM[EIL' 'LQDSKR! QK/ VSI. FWRISKWAHFI[YJSQTDGYRIA +EEMKNH

Abbildung 42: Alignment-Abschnitte mit dem zweiten Metallbindemotiv und weiteren Amino-
sauren des hydrophoben Teils der Bindetasche. Links ist ein konserviertes Arginin hervor-
gehoben, das in allen Modellen an der Komplexierung des B-Phosphates beteiligt ist. Rechts
ist das hervorgehobene Tyrosin (bzw. Histidin bei NtABS) mdglicherweise an der Proton-
abstraktion beteiligt. Die Positionsangaben beziehen sich jeweils auf die absolute Position der
Aminosaure (unter der mittleren Ziffer der Zahl) in der jeweiligen Sequenz. Die Farbkodierung
entspricht der in Abbildung 40 verwendeten.

In Abbildung 42 wird angedeutet, dass das Strukturmodell von NtABS eine andere Metall-
ionenkomplexierung als die restlichen Modelle aufweist. Dies wird im Vergleich der
folgenden Bindetaschenausschnitte (Abbildung 43 bis Abbildung 46) deutlich. Da jedoch das
zweite Metallbindemotiv in der Literatur als konserviert beschrieben ist (siehe Koksal
et al., ') und das Alignment dies auch widerspiegelt ist an dieser Stelle von einem Artefakt
der Modellierung auszugehen. Eine Mdglichkeit, wie ein solches Artefakt zu Stande kommen
kann, besteht in einer groben Homologiemodellierung, wenn eine andere anionische Amino-
séure als die hier Ublichen einem Metallion nahekommt. Dies kann durch Geometrie-
optimierung nicht behoben werden, wenn die Energiebarriere die Komplexierung eines
Metallions von einer nukleophilen Aminosaure (zum Beispiel Aspartat) zu l6sen nicht Uber-
wunden wird.

Das in Abbildung 42 markierte Arginin ist in den Modellen auf verschiedene Arten an der
Diphosphaterkennung beteiligt. Wahrend es in den Modellen von AtKS, NtABS, SIPHS und
der Template-Struktur TbTS mit dem B-Phosphat wechselwirkt, interagiert es in ShSBS mit
dem a-Phosphat des Liganden.

Im Rontgenkristallstrukturmodell von TbTS ist Y835 so positioniert, dass es eventuell mit der
Hydroxylgruppe an der Protonabstraktion beteiligt sein konnte. Auffallig ist die Konservierung
(siehe Abbildung 42) dieses Tyrosins im Vergleich zu benachbarten Aminosauren. Die
gleiche vorgeschlagene Funktion kdnnten aber auch Wassermolekiile nahe der halboffenen
Substratbindetasche Gbernehmen und auch eine Deprotonierung durch das Diphosphation
ist grundsatzlich maglich.

Im Allgemeinen konkurriert in Terpensynthasen die Deprotonierung mit der Hydrolyse von
intermediaren Kationen.**’ Die Thermodynamik der Hydrolyse von GPP wurde von Brandt
und Kollegen mit quantenchemischen Berechnungen untersucht.®®’ Sie zeigten, dass die
Hydrolyse in basischer Umgebung thermodynamisch ungunstig ist, wahrend sie unter sauren
Bedingungen spontan ablaufen kann. Whittington et al. spekulieren am Beispiel der Bornyl-
diphosphatsynthase aus Salvia officinalis iiber Protoniibertragung auf Wasser.*" Dies kann
durch die hier angefihrten Modelle weder bestatigt noch widerlegt werden, weil das
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Vorhandensein von Wassermolekilen in der Substratbindetasche bzw. die Zuganglichkeit
intermedidrer Kationen fir Wasser mit theoretischen Methoden kaum belegbar sind. Eine
weitere Hypothese zur Protonabstraktion in Terpensynthasen ist die Ubertragung auf das
Diphosphation. Diese Mdglichkeit wurde hauptséchlich durch Betrachtungen der jeweiligen
Bindetaschen abgeleitet, in welchen alternative Deprotonierungsvorgange unwahrscheinlich
scheinen.®*°"%%® Aych diese Variante der Deprotonierung muss fir die erstellten KSL-
Enzymmodelle in Betracht gezogen werden. Es ist zu erwahnen, dass die spezifische
Protonabstraktion in manchen Terpensynthasen die Produktbildung moduliert, wie
Ergebnisse von Garms et al.**® und Jindal und Sunoj**° zeigen.

Die folgenden Abbildungen der dreidimensionalen Strukturen der modellierten Enzyme
zeigen, dass jeweils aromatische und hydrophobe Aminosduren den Teil der Bindetasche
dominieren, in welchem der Prenylrest positioniert ist (jeweils erstellt unter Benutzung von
MOE; Wassermolekile und apolare Wasserstoffatome sind nicht dargestellt und Kohlenstoff-
atome folgen dem Farbschema aus Abbildung 40, Seite 74).

V505

G504 (430

Zweites Metall-
bindemotiv

Abbildung 43: Substratbindetasche im AtKS-Modell mit ent-Copalyldiphosphat und
Magnesiumionen. Die Farbkodierung ist in Abbildung 40 (Seite 74) definiert.

AtKS katalysiert die lonisierung des Substrates ent-Copalyldiphosphat und die beiden
anschlieBenden Zyklisierungen zu ent-Kauren. Die abschlieRende Deprotonierung muss,
wenn es nicht zu signifikanten Bewegungen der Intermediate in der Bindetasche kommt, in
der Nahe des komplexierten Diphosphatrestes stattfinden. Die gefundene Diphosphat-
komplexierung ist insofern ungewohnlich, als dass alle drei Magnesiumionen mit dem [3-
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Phosphat interagieren, wie in Abbildung 43 dargestellt. Eine alternative Positionierung des
Diphosphations mit je einem Magnesiumion komplexiert an a- und B-Phosphat und dem
dritten Magnesiumion zwischen a- und p-Phosphat scheint anhand des Modells mdglich. Es
kann sich bei der vorliegenden Positionierung des Diphosphatrestes und der Metallionen
durchaus um ein Artefakt der Modellierung handeln. Allerdings gibt es Réntgenkristall-
strukturmodelle von Klasse-I-Terpensynthasen mit komplexierten Diphosphatresten, in
denen die ionischen Metall-Phosphat-Wechselwirkungen durch Wassermolekule tGberbrickt
werden und davon abgesehen &hnliche Geometrien wie in Abbildung 43 zu Stande kommen
(beispielsweise bei 5-epi-Aristolochensynthase, PDB-ldentifikator 3M02, *°).

Zur Stabilisierung von intermedidren Zustanden kommt in diesem Modell vor allem F613 in
Frage, da es mit der Lage seines aromatischen Systems potenziell stark mit intermediaren
kationischen Spezies interagieren kann. T508 konnte durch die freien Elektronen der
Hydroxylgruppe mit Intermediaten wechselwirken. Die zahlreichen anderen hydrophoben
und aromatischen Aminoséuren der Bindetasche sind in diesem Enzym vermutlich fir die
Substratspezifitat mitverantwortlich, aber eine Involvierung in die katalysierte Reaktion ist
abgesehen von sterischen und hydrophoben bzw. van-der-Waals-Interaktionen
unwahrscheinlich.

In der in Abbildung 43 gezeigten Konformation des Liganden im AtKS-Modell ist eine
Beteiligung von Y734 an der Protonabstraktion unwahrscheinlich, weil der Abstand zum
Substratmolekiil iiber 5 A betragt.

Abbildung 44: Bindetasche im NtABS-Modell mit 8-Hydroxy-syn-Copalyldiphosphat und
Magnesiumionen. Die Farbkodierung ist in Abbildung 40 (Seite 74) definiert.
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Die Darstellung der NtABS-Bindetasche in Abbildung 44 zeigt eine Komplexierung der
Diphosphatgruppe, in welcher zwei Magnesiumionen jeweils zwischen a- und B-Phosphat
positioniert sind und die Sauerstoffatome der beiden Phosphatgruppen quasi-ekliptisch
angeordnet sind. Erwahnenswert ist die Lage der Seitenkette von N656: Wahrend in den
anderen Modellen ihre Ketogruppe an der Metallionkomplexierung beteiligt ist, wird diese
Funktion hier durch das a-Phosphation tbernommen. Zusatzlich nimmt im NtABS-Modell die
Hydroxylgruppe von S660 an der Magnesiumerkennung teil. In den anderen drei erstellten
KSL-Modellen Gbernimmt diese Funktion das durchgehend konservierte D657.

Die enzymatische Reaktion besteht in NtABS aus der ionischen Abspaltung des Diphosphat-
restes, einer Hydridumlagerung und abschlieRender Deprotonierung mit Ausbildung eines
vieratomigen r-konjugierten Systems (siehe Abbildung 15, Seite 30). Je nach Positionierung
des intermediaren Kations und des Diphosphations sind D511 und das Diphosphat selbst
wahrscheinliche Kandidaten als Protonakzeptoren. Als hydrophile Wechselwirkung im hydro-
phoben Bereich der Substratbindetasche ist die Wasserstoffbriicke zwischen der Ketogruppe
von 1614 und der Hydroxylgruppe des Substrates zu erwahnen. Die restlichen Wechsel-
wirkungen im hydrophoben Bereich der Bindetasche definieren vermutlich eine drei-
dimensionale Form, welche zur spezifischen Substraterkennung beitragt oder sogar dafir
notwendig ist. Die flr Terpensynthasen relativ einfache Reaktion der NtABS ist mdglicher-
weise nicht auf eine explizite Stabilisierung des intermedidren Kations angewiesen, sobald
die Diphosphathydrolyse stattgefunden hat.

D438

DDXXD-

Motiv

D501 V490

W713

Zweites Metall- *
bindemotiv

Abbildung 45: Bindetasche im ShSBS-Modell mit (Z,Z)-FPP und Magnesiumionen. Die Farb-
kodierung ist in Abbildung 40 (Seite 74) definiert.
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Die Katalysen von ShSBS fiihren hingegen zu einer Flle von Produkten (siehe Tabelle 20,
Seite 89), die mit einem kraftfeldbasierten, starren Homologiemodell allein nicht zu erklaren
ist. Die Metallionenkomplexierung in diesem Modell (Abbildung 45) geht im Wesentlichen
konform mit der Literatur.?”**> Der Diphosphatrest ist jedoch &hnlich zur Situation im AtKS-
Modell gebunden: Das B-Phosphat wechselwirkt mit zwei Magnesiumionen und das dritte
Magnesiumion liegt zwischen a- und B-Phosphat. Wie im AtKS-Modell ist auch hier aufgrund
der methodischen Grenzen eine andere Lage des Diphosphatrestes zu den Metallionen
denkbar. Die hydrophobe Bindetasche ist dominiert von den leicht zuganglichen
aromatischen Systemen von F600 und W713, die potenziell intermedidre Kationen
stabilisieren. Die Hydroxylgruppen der Aminosduren T494 und Y718 sind zuséatzlich in der
Lage, elektrostatische Wechselwirkungen mit Intermediaten einzugehen.

Die Modulation der Produktbildung muss auch die Umsetzung von NPP zu beispielsweise
Phellandren erlauben, so dass davon ausgegangen werden muss, dass der hydrophobe Teil
der Bindetasche bei der Rekrutierung dieses kleineren Substrates teilweise kollabiert, sich
mit Ldsungsmittel auffiillt oder einige Seitenketten drastische Konformationsdnderungen
durchlaufen. Es ist unmdglich, aus dem vorliegenden Modell konkrete Hypothesen zu
solchen Prozessen abzuleiten. Allerdings kann das Modell als Ausgangspunkt flr weitere
Untersuchungen gelten, deren Beschreibungskraft Uber Kraftfelder hinausgeht. Die
Verwendung solcher Methoden ist notwendig, da die Reaktionsverlaufe sehr fein moduliert
werden (siehe hierzu auch 0, Seite 84 ff.). Dies zeigen insbesondere aufwandige quanten-
chemische Berechnungen zur Produktbildung in Terpensynthasen, in denen die Einflisse
der jeweiligen Enzyme vernachlassigt wurden.?®”**° Eine Spekulation zum allgemeinen
Mechanismus der Produktbildung ist die Stabilisierung von Intermediaten durch die
aromatischen Aminoséduren F600 und W713 im unteren Teil von Abbildung 45. Die
flexibleren Aminoséuren V490, T494, V496 und L569 im oberen Teil der Abbildung kénnten
entsprechende Konformationen von Intermediaten modulieren und so die Produktbildung
beeinflussen.
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Abbildung 46: Bindetasche im SIPHS-Modell mit Neryldiphosphat und Magnesiumionen. Die
Farbkodierung ist in Abbildung 40 (Seite 74) definiert.

Die Bindetasche des erstellten SIPHS-Modells ist in Abbildung 46 dargestellt. Die
Komplexierung der Metallionen und des Diphosphatrestes entspricht dem Stand der
Literatur.?”*> Wie in ShSBS sind auch hier eine Phenylalanin- und eine Tryptophanseiten-
kette Bestandteil des hydrohoben Teils der Bindetasche und theoretisch in der Lage,
intermedidre Karbokationen zu stabilisieren. Die katalysierte Reaktion der Bildung von -
Phellandren aus Neryldiphosphat erfordert eine Konformation des Liganden, aus welcher die
Zyklisierung zwischen dem allylischen Kation und der verbliebenen Doppelbindung des
Prenylrestes geschehen kann. Wie beim ShSBS-Modell ist denkbar, dass die relativ
geraumige Bindetasche mit Losungsmittelmolekilen aufgefillt ist oder Konformations-
anderungen dazu fihren, dass das Substrat vom Losungsmittel abgeschirmt wird. Da
Wassermolekile mit dem intermediaren Kation reagieren kdénnen ist davon auszugehen,
dass entweder Wassermolekiile aus der Bindetasche ausgeschlossen werden oder ein
zumindest teilweise konzertierter Prozess der lonisierung und Zyklisierung des Substrates
stattfindet, der den Angriff von Wassermolekilen ausschlief3t. Es ist wahrscheinlich, dass
NPP in der Bindetasche eine die Zyklisierung bevorzugende Konformation einnimmt bevor
die hydrolytische Abspaltung des Diphosphates von Statten geht um einen nukleophilen
Angriff von Wasser zu verhindern. Bei der Umsetzung von GPP katalysiert SIPHS in kleinen
Mengen die Bildung von Linalool, aber mit NPP als Substrat konnten keine Terpenalkohole
im Produktspektrum nachgewiesen werden.'® Dies ist ein experimenteller Hinweis darauf,
dass die Konformation des Substrates Einfluss auf die Zuganglichkeit der Bindetasche fir
Wassermolekule hat.
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4.2.2.3 Mutationsvorschlage fir NtABS und ShSBS

Die Enzyme NtABS und ShSBS stehen im Mittelpunkt der Laborexperimente von Romy
Topfer am Leibniz-Institut fur Pflanzenbiochemie in Halle (Saale). Eine konkrete
vergleichende Analyse ist daher interessant, um im Licht von Aktivitatsuntersuchungen
Unterschiede in Substrat- und Produktspektren auf Sequenzunterschiede herunterbrechen
zu kénnen und weiterfihrende Hypothesen abzuleiten. Beim Vergleich der Bindetaschen
beider Enzyme bestehen wesentliche Unterschiede entsprechend Tabelle 16.

Tabelle 16: Im Alignment einander entsprechende Aminosauren der Bindetaschen von
NtABS und ShSBS. In Klammern ist die absolute Position in der jeweiligen kompletten Amino-
sauresequenz der Enzyme angegeben.

NtABS | 1483 (511) | A504 (532) | 1614 (642) | V616 (644) | F619 (647) | AB52 (680) | A730 (758)

ShSBS | €469 (502) | V490 (523) | F600 (633) | A602 (635) | 1605 (638) | L638 (671) | W713 (746)

Die Differenz der Aminosaurepositionen in Tabelle 16 zwischen den Alignment-Positionen
und den absoluten Positionen kommt durch Leerstellen im Sequenz-Alignment der KSL-
Enzyme zustande.

8-Hydroxy-syn-Copalyldiphosphat

Drehung um ca. 90°

(2,2)-FPP

NtABS-Modell '
ShSBS-Modell 8-Hydroxy-syn-Copalyldiphosphat

Abbildung 47: Ausschnittsdarstellung eines Struktur-Alignment zwischen NtABS- und ShSBS-
Modell. Das Struktur-Alignment und die Abbildung wurden unter Benutzung von MOE erstellt.
Die Ligandenatome und Metallionen sind durch Kugeln gekennzeichnet. Die Nummerierung der
Aminoséauren entspricht den Absolutpositionen in der ShSBS-Sequenz.

Entsprechend des visuellen Vergleichs der Lage der Bindetaschen-Aminosauren in
Abbildung 47 wurden Mutationsvorschlage fur ShSBS wie folgt rationalisiert (bezlglich
Absolutpositionen in der ShSBS-Sequenz), siehe Tabelle 17.
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Tabelle 17: Mutationsvorschlage fiir ShSBS und hypothetische Konsequenzen
W746A | groReres Bindetaschenvolumen, mindert Stabilisierung intermediarer Kationen
1638F starkere Stabilisierung intermedidrer Kationen
F633l groleres Bindetaschenvolumen, mindert Stabilisierung intermediarer Kationen
C502I geringere Stabilisierung intermediarer Kationen
L671A | vergroRertes Bindetaschenvolumen

Vermutlich von untergeordneter Bedeutung, aber eventuell trotzdem in die Modulation der
Produktbildung involviert sind die Positionen V523A und A635V, die interessanterweise paar-
weise vertauscht sind. Fir eine schrittweise Umfunktionalisierung von ShSBS zur NtABS-
Funktion bieten sich als Kontrolloption die entsprechenden Gegenmutationen in NtABS an.
Solche gegenseitigen Umfunktionalisierungen wurden an verwandten Terpensynthasen
bereits durchgefiihrt.*** Allerdings kénnen auch Aminosauren und Sekundérstrukturelemente
in der Nahe der Bindetasche die Flexibilitdét und raumliche Kontur der an sich unreaktiven
Aminosauren des hydrophoben Teils der Terpensynthasebindetaschen wesentlich
beeinflussen. Ohne weiterfilhrende Veranderungen der Enzyme ware in solchen Féllen eine
beiderseitige Umfunktionalisierung nicht méglich.**

4.2.3 Ergebnisse der experimentellen Umsetzung der
Mutationsvorschlage

Romy Topfer fihrte am Leibniz-Institut fir Pflanzenbiochemie die vorgeschlagenen
Mutationen an NtABS und ShSBS (Expressionssystem: E. coli) durch. Ausziige aus den
Resultaten der anschlieBend von ihr ausgefiihrten Aktivitatstests (unveréffentlichte
Ergebnisse) zeigen ein differenziertes Bild der Umsetzung verschiedener Substrate, wie die
folgenden beiden Tabellen zusammenfassen. Die angebenen optischen Aktivitdten wurden
dabei nicht explizit Uberprift, sondern entsprechend der Literatur entnommen.

Tabelle 18: Ergebnisse von Umsetzungsversuchen an ShSBS und ShSBS-Mutanten mit
verschiedenen Substraten. Die erste Spalte benennt die verwendete Enzymmutante. In den
weiteren Spalten sind nach Substraten getrennt die beobachteten Produkte von oben nach
unten in absteigender Ausbeute angeordnet. Die Nomenklatur folgt Sallaud et al., 11 Die
Zahlen in Klammern beziehen sich auf die Strukturdarstellungen in Abbildung 49 und
Abbildung 50, Seite 87 f.

! A und B stehen fiir zwei nicht identifizierte Monoterpene.

% Diese Ergebnisse stammen jeweils aus Einfachmessungen von E. coli-Rohextrakten.

(2,2)-FPP
ShSBS NPP . :
Rekombinantes Enzym Transienter Test
Wildtyp Limonen (+)-a-Santalen (2) (+)-a-Santalen (2)
Terpinolen (+)-endo-B-Bergamoten (5) | (+)-endo-p-Bergamoten (5)
Al (-)-endo-a-Bergamoten (6) | (-)-exo-a-Bergamoten (8)
B* (-)-exo-a-Bergamoten (8) (-)-endo-a-Bergamoten (6)
Linalool (-)-epi-B-Santalen (4) (-)-epi-B-Santalen (4)
B-Farnesen B-Farnesen
B-Bisabolen B-Sesquiphellandren
B-Sesquiphellandren B-Bisabolen
C502I Limonen (+)-endo-B-Bergamoten (5) | (+)-endo-B-Bergamoten (5)
Terpinolen (-)-endo-a-Bergamoten (6) | (-)-exo-a-Bergamoten (8)
Al (+)-a-Santalen (2) (+)-a-Santalen (2)
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(Z,2)-FPP
Rekombinantes Enzym Transienter Test

B' (-)-exo-a-Bergamoten (8) B-Sesquiphellandren
Linalool (-)-epi-B-Santalen (4) B-Bisabolen
B-Farnesen (-)-endo-a-Bergamoten (6)
B-Bisabolen (-)-epi-B-Santalen (4)
B-Sesquiphellandren B-Farnesen
W746A Limonen Keine Umsetzung Farnesol
Linalool B-Bisabolen
Terpineol B-Farnesen
Sesquiphellandren
F633l nicht durchgefiihrt B-Bisabolen® B-Bisabolen
(+)-endo-B-Bergamoten (5)
(-)-exo-a-Bergamoten (8)
(-)-epi-B-Santalen (4)
(+)-a-Santalen (2)
(-)-endo-a-Bergamoten (6)
B-Farnesen
B-Sesquiphellandren
1638F nicht durchgefuhrt B-Bisabolen® (-)-exo-a-Bergamoten (8)
(+)-a-Santalen (2)
(-)-endo-a-Bergamoten (6)
(+)-endo-B-Bergamoten (5)
B-Bisabolen
B-Farnesen
B-Sesquiphellandren
(-)-epi-B-Santalen (4)
L671A nicht durchgefiihrt B-Bisabolen® (+)-a-Santalen (2)
(+)-endo-B-Bergamoten (5)
B-Farnesen
(-)-endo-a-Bergamoten (6)
(-)-exo-a-Bergamoten (8)
(-)-epi-B-Santalen (4)
B-Bisabolen
B-Sesquiphellandren

ShSBS NPP

Die transienten Enzymaktivitatstests an ShSBS wurden zweifach durchgefiihrt und die in
Tabelle 18 aufgefiihrten Ergebnisse wurden reproduziert. Die Unterschiede zwischen den
Resultaten der Aktivitatstests mit rekombinantem Enzym aus E. coli und aus dem transienten
Test mit N. benthamiana kdnnen verschiedene Ursachen haben. Beispielsweise kdnnen
Interferenzen mit anderen Enzymen des jeweiligen Expressionsorganismus auftreten. Ferner
ist es mdoglich, dass organismusspezifische Glykosylierungsmuster Enzymaktivitaten
modulieren. Grundséatzlich sind die Ergebnisse der transienten Tests vertrauenswirdiger,
weil sie im pflanzlichen Expressionssystem zustande kamen und reproduziert wurden.
Entsprechende Negativkontrollen der transienten Tests mit leerem Vektor belegen die
Verantwortlichkeit der entsprechend klonierten Gene fir die Anreicherung der Substanzen,
die in Tabelle 8 aufgefthrt sind.

Weitere Versuche erbrachten, dass alle ShSBS-Varianten keine Umsetzung von GGPP
katalysieren. Das Wildtyp-Enzym NtABS ist weder in der Lage (Z,2)-FPP noch (E,E)-FPP zu
Sesquiterpenen umzusetzen. Weitere Ergebnisse zur Umsetzung von NPP und 8-Hydroxy-
syn-CPP mit NtABS sind Tabelle 19 zu entnehmen. Diese Ergebnisse werden im Abschnitt
4.2.5 (Seite 90ff.) gemeinsam mit den theoretischen Betrachtungen zu den Enzymkatalysen
diskutiert.
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Tabelle 19: Ergebnisse von Umsetzungsversuchen an NtABS und NtABS-Mutanten mit
verschiedenen Substraten. Bei der Umsetzung mit 8-Hydroxy-syn-CPP wurde ein gekoppelter
Enzymtest mit weiteren Enzymen benutzt, um das Substrat bereitzustellen.

! B steht fur ein nicht identifiziertes Monoterpen.

NtABS NPP 8-Hydroxy-syn-CPP
Wildtyp Limonen cis-Abienol
Nerol
Terpineol
Bl
Linalool
B-Myrcen
Terpinolen
1486C nicht durchgefiihrt cis-Abienol
trans-Abienol
F621I nicht durchgefuhrt cis-Abienol
trans-Abienol
A654L nicht durchgefiihrt cis-Abienol
trans-Abienol
A732W nicht durchgefuhrt cis-Abienol
I616F nicht durchgefiihrt Keine Umsetzung

4.2.4 Quantenchemische Berechnungen zur Bildung von Santalen
und Bergamoten

Berechnungen molekularer Geometrien mit ab initio-Methoden sind derzeit wegen des hohen
Rechenaufwandes auf kleine Molekilszenarien begrenzt. In den hier angestellten Unter-
suchungen wurden daher weder Losungsmittelmolekile noch Enzyme modelliert. Allerdings
kénnen anhand von Berechnungen an isolierten Gasphasemolekilen oft trotzdem Aussagen
daruber getroffen werden, welche Funktionen das Enzym dbernehmen muss, um die
Produktbildung zu leiten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden quantenchemische
Berechnungen zur Bildung der ShSBS-Produkte und zu den Wechselwirkungen zwischen
Prenylkationen und ausgewdahlten Aminosaureseitenketten durchgefihrt.

Jones und Kollegen schlugen 2006 Reaktionsmechanismen fir die Bildung von
Bergamotenen und Santalenen aus (E,E)-FPP vor.**’ Analog kann die Bildung dieser
Substanzen auch aus (Z,2)-FPP erfolgen, wobei formal die initiale Umlagerung des
Diphosphatrestes und die Isomerisierung der Prenylkette im (E,E)-FPP-Fall durch die
ionische Abspaltung des Diphosphatrestes im Fall von (Z,Z)-FPP als Substrat ersetzt werden
kénnen. Die hier untersuchten Ablaufe orientieren sich an den Ausfuhrungen zur (Z,Z)-FPP-

Umsetzung in der Publikation von Sallaud et al., **.

4.2.4.1 Erste Zyklisierung

Die Enantiomere des Bisabolylkations (Abbildung 48) gelten in Sesquiterpensynthasen
entsprechend dem a-Terpinylkation in Monoterpensynthasen als Ausgangspunkt fir weitere
Transformationen im Reaktionsverlauf.
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(S)-Bisabolylkation (Z,Z)-Farnesyldiphosphat (R)-Bisabolylkation

Abbildung 48: Mégliche erste Schritte in der enzymatischen Produktion von Santalenen und
Bergamotenen. Die Nummerierung der Kohlenstoffatome entspricht 101 per Diphosphatrest
verbleibt im Lauf der Enzymkatalyse vermutlich in der Bindetasche des Enzyms.

Fur Terpensynthasen gilt die Hypothese, dass die enzymgebundene Konformation des
Substratmolekiils entscheidenden Einfluss auf die Produktbildung hat.3***# Dies kann
ausgehend vom (Z,Z2)-FPP sowohl zum (R)- als auch zum (S)-Bisabolylkation fiihren. Die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Berechnungen lieferten mit entsprechenden Start-
konformationen die erwarteten Bisabolylkationenantiomere als Zwischenzustédnde. Eine
umfangreiche theoretische Studie zur Bildung von Santalenen und Bergamotenen, die nach
der Durchfiihrung der Berechnungen in dieser Arbeit veroffentlicht wurde, postuliert, dass
auch die nachtragliche Epimerisierung zwischen den beiden Enantiomeren mdglich sein
konnte: Die Energiebarriere fur eine 6,7-Hydridumlagerung ist kleiner als 20 kJ/mol; die
Rotationsbarriere gilt als noch geringer.**° Die ausgehend von den Bisabolylkationen in den
folgenden Reaktionsschemata angefuhrten 6,7-Rotationen sind fur die Bildung der jeweiligen
Reaktionsprodukte nicht unbedingt notwendig, aber trotzdem relevant, da bei Bindung des
Substrates in der Bindetasche korrespondierende Konformationen vorgebildet sein konnen.

4.2.4.2 Folgezyklisierungen

Die berechneten flexiblen Koordinaten-Scans der 7,3-Zyklisierung des (R)-Bisabolylkations
zeigen in der abschlieRenden Optimierung ohne Nebenbedingung, dass die dargestellte 4,3-
4,2-Umlagerung als Anschluss energetisch favorisiert ist (die beiden rechten Pfade in
Abbildung 49, Seite 86). Dies umgeht die Bildung sekundéarer Kationen, was die Ergebnisse
friiherer theoretischer Untersuchungen bestatigt.?®

Die Bildung der a-Santalene 1 und 2 (links in Abbildung 49) konnte durch die Benutzung
instabiler Intermediatstrukturen als Ausgangspunkt fur flexible Koordinaten-Scans simuliert
werden. Die dreigliedrigen Ringe kamen hierbei jeweils unter Protonabstraktion durch ein
manuell positioniertes Essigsdureanion zu Stande, was auf einen konzertierten
Mechanismus der Zyklisierung und Deprotonierung hinweist.

Ein Nachteil der durchgefihrten flexiblen Koordinaten-Scans ist, dass die modellierten
Reaktionen entlang des vorbestimmten Pfades gezwungen werden. So besteht die
Moglichkeit mechanistische Details, welche sich mit machtigeren Methoden offenbaren oder
welche konformationsabhangig ablaufen, zu Gbersehen.

Die Frage, ob in der Bildung der Santalene wirklich eine initiale 7,3-Zyklisierung stattfindet,
haben Hong und Tantillo mit der Berechnung intrinsischer Reaktionskoordinaten in der Gas-
phase adressiert.”” Sie kommen zu dem Schluss, dass subtile Unterschiede in der Enzym-
umgebung der ablaufenden Reaktion Einfluss auf die Stabilitat eines Ubergangszustandes
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haben kodnnen, der nach einer initialen 7,2-Zyklisierung nachfolgend die Bildung von
Santalenen und Bergamotenen erlaubt.

(R)-Bisabolylkation

7
7,
.

6,7-Rotation @ 6,7-Rotation

7.3-Zyklisierung M3
Qr—— D -

4,2-Zyklisierung,
Deprotonierung

o-Santalen a-Santalen B-Santalen B-Santalen
1 2 3 4

Abbildung 49: Theoretische formale Reaktionswege zu a- und B-Santalenen. Die Protonen der
rot hervorgehobenen Wasserstoffatome werden abstrahiert. Grine Pfeile: Schritte liefen in der
Modellierung anschlieRend an den jeweils vorherigen Schritt spontan ab. Blaue Pfeile: Ablauf
unter entsprechender Positionierung eines Essigsaureanions; Nomenklatur siehe Tabelle 20,
Seite 89
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Jindal und Sunoj schlagen folgende leicht abweichende Mechanistik fur die Bildung der
Santalene vor: Anstelle einer initialen 7,3-Zyklisierung des Bisabolylkations findet fur
Santalene und Bergamotene gleichermal3en eine 7,2-Zyklisierung statt, der im Falle der
Bildung von Santalenen eine 7,2-7,3-Umlagerung folgt.*® Sie postulieren ferner eine
dyotrope Kopplung dieser 7,2-7,3-Umlagerung mit der nachfolgenden 4,3-4,2-Umlagerung,
die sich auch in den hier durchgefuhrten Berechnungen als favorisiert darstellte.

Durch den spontanen Ablauf der 4,3-4,2-Hydridumlagerung, die in Abbildung 49 auf die 7,3-
ZykKlisierung folgt und zur Vorbildung der B-Santalene (ausgenommen Protonabstraktion)
fuhrt, ist davon auszugehen, dass ShSBS die Bildung von a-Santalenen aktiv Uber die
Reaktionseinleitung hinaus beeinflusst. Dies kann zum Beispiel durch eine Pasitionierung
des 7,3-zykKlisierten Intermediates geschehen, die eine Protonabstraktion zur Folge hat, wie
sie in der linken Halfte von Abbildung 49 dargestellt ist. Ein solcher Protonentzug fihrt
maoglicherweise konzertiert mit der 4,2-Zyklisierung zur Bildung der a-Santalene.

(S)-Bisabolylkation
4 =5

14

7,2-Zyklisierung @ 6,7-Rotation 6,7-Rotation (2 7,2-Zyklisierung

12

Deprotonierung

p-Bergamoten a-Bergamoten B-Bergamoten a-Bergamoten
5 6 7 8

Abbildung 50: Theoretische formale Reaktionswege zu a- und B-Bergamotenen. Die Protonen
der jeweils rot hervorgehobenen Wasserstoffatome werden abstrahiert. Griner Pfeil: Schritt
lief in der Modellierung anschlielend an den vorherigen Schritt spontan ab. Blaue Pfeile:
Ablauf unter entsprechender Positionierung eines Essigsaureanions; Nomenklatur siehe
Tabelle 20, Seite 89
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Da jedoch die B-Santalenprodukte ebenfalls abschlieRend deprononiert werden, sind hier
vermutlich sehr geringe relative Konformationsunterschiede zwischen Intermediat und
Substratbindetasche fir die Differenzierung zwischen a- und B-Santalenen verantwortlich.

Die flexiblen Koordinaten-Scans zur Bildung der Bergamotenprodukte lieferten nach der 7,2-
Zyklisierung Intermediate, die analog zur Santalenbildung in Abhéangigkeit einer
entsprechend positionierten Base (Essigsaureanion) zu 5-8 deprotonierten (siehe Abbildung
50 und Tabelle 20, Seite 89). Auch hier muss eine relativ geringfiigige Anderung der
Pradisposition zur Protonabstraktion fur die Differenzierung zwischen den verschiedenen
Produkten verantwortlich sein. Die durch die 7,2-Zyklisierung gebildeten Intermediate unter-
laufen allerdings im Gegensatz zu den Santalenen keine weiteren Umlagerungen und
Zyklisierungen. Die Bildung der Bergamotene wird demnach ausschlie3lich vom Angriff zur
Protonabstraktion geleitet.

ShSBS katalysiert hauptsachlich die Bildung von 2, 4, 5, 6 und 8 aus (Z,Z)-FPP.*** Bei 2 und
4 tritt das C6-Atom hierbei in R-Konfiguration auf, bei 5, 6 und 8 in S-Konfiguration. Das C6-
Atom ist nach der 6,1-Zyklisierung zum (R)- oder (S)-Bisabolylkation am weiteren Reaktions-
verlauf nicht beteiligt. Ausgehend von der Hypothese, dass das Enzym nur eine bestimmte
Konformation (entweder pra-S oder pra-R) in der Bindetasche akzeptiert, stellt sich die
Frage, wie 2 und 4 spezifisch gegeniber 1 und 3 zu Stande kommen. Analog kann man
fragen, warum die Produkte 5, 6 und 8, aber nicht 7 gebildet werden. Die berechneten
guantenmechanischen Energien zeigen deutliche Unterschiede zwischen a- und -
Santalenen und Bergamotenen, kénnen aber die Bildung von 2, 4, 5, 6 und 8 gegenuber 1, 3
und 7 nicht erklaren (siehe Abbildung 51 A). Ohne die Berechnung von intrinsischen
Reaktionskoordinaten und die Ermittlung von Ubergangszustéanden und Energieprofilen sind
diese Fragen somit schwer zu beantworten. Sowohl Hong und Tantillo (**) als auch Jindal
und Sunoj (**°) bieten mit derartigen Modellierungen Einblicke in Gasphasen-Reaktions-
verlaufe. Letztere kommen zu dem Schluss, dass Produktspektren mit Reaktionsprodukten
aus dem (R)- und dem (S)-Bisabolylkationweg wahrscheinlich durch die bereits geschilderte
Epimerisierung zu Stande kommen. Eine Differenzierung innerhalb der Gruppen muss

demnach durch Einwirkung des Enzyms geschehen.
q:'.\\-
|

A B
50
40 ¥
30
20
10

0

o+
o #
= *

VS,

Relative Energie (kJmol}

B-Santalen
4

L *
-

Abbildung 51: A) Relative quantenmechanische Energien der betrachteten Santalene und

Bergamotene, B) Epimer von 4 (,,(-)-B-Santalen*“ nach Jindal und Sunoj, 410)

Es ist hervorhebenswert, dass die quantenmechanischen Energien der -Santalene 3 und 4
niedriger liegen als die der a-Santalene 1 und 2. Die B-Santalene kamen in den Gasphase-
berechnungen nach der 7,3-Zyklisierung spontan zustande (abgesehen von der Proton-
abstraktion). Dass ShSBS trotzdem uberwiegend a-Santalen produziert, lasst darauf
schliel3en, dass die Intermediate nach Deprotonierung nicht riickreagieren, weil sonst die
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thermodynamisch bevorzugten B-Santalene gebildet wirden. Vermutlich ist demnach die
Deprotonierung auch mit Konformationsdnderungen der Bindetasche verbunden, welche die
entsprechende Ruckreaktion verhindern.

Fur die Betrachtung der Zyklisierungsmaoglichkeiten ist es unabdingbar, auf Unterschiede
bzw. Unvollstandigkeiten und Inkonsistenzen bei der Nomenklatur der Santalene und
Bergamotene aufmerksam zu machen:

Tabelle 20: Die Nomenklatur von Santalenen und Bergamotenen variiert in der Literatur;
Spalte B: Bezeichnung der Strukturen in dieser Arbeit (vergleiche Abbildung 49 und Abbildung
50, Seite 86 bzw. 87). Die Substanzen 2, 3, 4, 5 und 8 sind die Hauptprodukte der Umsetzung
von (Z,2)-FPP mit ShSBS.'*

Hong & . .
B | Sallaud et al.' Tantilglloz‘” Jindal & Sunoj** andere
1 ent-a-Santalen
a-Santalen®”’
+)-0- - +)-a-
2 (+)-a-Santalen a-Santalen (+)-a-Santalen (+)-a-Santalen®
3 B-Santalen (+)-B-Santalen
. . . epi-B-Santalen®”’
—Y-eni-R- B- +)-epi-B-
4 (-)-epi-B-Santalen epi-B-Santalen (+)-epi-B-Santalen (+)-epi-B-Santalen’
5 | (+)-endo-B-Bergamoten - (+)-endo-B-Bergamoten
6 | (-)-endo-a-Bergamoten - (-)-endo-a-Bergamoten endo-a-Bergamoten®*
7 B-trans-Bergamoten**®
a-Bergamoten®”’
a-trans-Bergamoten®™®
8 | (H)-exo-a-Bergamoten - (-)-exo-a-Bergamoten trans-a-Bergamoten*'®

(-)-a-exo-Bergamoten®*

Zusatzlich zu den in Tabelle 20 dargestellten Nomenklaturen existieren weitere Stereo-
isomere von Bergamotenen und B-Santalenen, die zum Teil bei Hong und Tantillo als trans-
a-Bergamoten, cis-a-Bergamoten, trans-B-Bergamoten und cis-B-Bergamoten bezeichnet
werden.?®” Jindal und Sunoj zeigen (-)-epi-B-Santalen, welches wie (-)-B-Santalen auch bei
Jones et al. vorkommt (vgl. Abbildung 51 B).?** Es wird in diesen Publikationen nicht deutlich,
ob es sich um naturlich vorkommende Isomere handelt. Sie blieben im Rahmen dieser Arbeit
unberticksichtigt. In allen diesen Féllen liegt das den 6-Ring tberbriickende Kohlenstoffatom
auf der anderen Seite des Ringes als bei 3-8. Consoli et al. berichten eine langsame,
temperatur- oder lichtabhangige Isomerisierung von 7 zu 8.** Das trifft vermutlich analog auf
5und 6 zu.

4.2.4.3 Abschliel3ende Deprotonierung

Die finale Deprotonierung der exozyklischen Methylgruppe zu den B-Formen bzw. die endo-
zyklische Deprotonierung zu den a-Formen der Reaktionsprodukte konnte durch manuelle
Positionierung eines Essigsaureanions jeweils simuliert werden und fihrte zu den acht
angefuihrten Produkten (Tabelle 20). Es gibt verschiedene Theorien, welche Base das Proton
im letzten Teilschritt abstrahiert:

e eine basische Aminoséaureseitenkette (direkt oder iiber eine katalytische Diade)®’

e ein Losungsmittelmolekil®

e der Diphosphatrest®***
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Dass das verwendete Essigsaureanion bei sinnvoller Positionierung jeweils die finale
Deprotonierung durchfiihren kann, ist nicht Gberraschend und liefert ohne Betrachtung der
Enzymstruktur auch keine neuen Erkenntnisse Uber die Verhéltnisse im Enzym.
Interessanterweise zeigten Garms und Kollegen an Sesquiterpensynthasen, dass die
Deprotonierung auch durch Austausch hydrophober Aminoséauren in der Bindetasche — in
ihrem Beispiel Leucin — Valin — beeinflusst werden kann und so das Produktspektrum
moduliert wird.**®

4.2.5 Integrierte Zusammenfassung und Diskussion der
theoretischen und experimentellen Ergebnisse zu KSL-
Enzymen

Methoden der Molekilmodellierung erlauben Einblicke in molekulare Strukturen und
Prozesse, die mit Laborexperimenten nur schwer oder gar nicht zu erhalten sind. Die
prasentierten Homologiemodelle sind ein Beispiel dafir und wurden als Ausgangspunkte
benutzt, um die entsprechenden Biokatalysemechanismen zu plausibilisieren und ziel-
gerichtete Mutagenesen vorzuschlagen. Die groRe Sequenzhomologie zu bekannten
Proteinstrukturen und das vorhandene Wissen Uber Terpensynthasen rechtfertigen ein
hohes Vertrauen in die erstellten Modelle.®***” Die Homologiemodelle waren von groRem
Nutzen, um rationale Mutationsvorschlage fiir NtABS und ShSBS zu entwickeln. Die
einzelnen zielgerichteten Mutationen fiihrten zum Teil zu Veranderungen des Produkt- bzw.
Substratspektrums und erlauben eine Diskussion der bisher erzielten Effekte. Die jeweiligen
Mutationen entsprechen im Folgenden der Nomenklatur von Abschnitt 4.2.3. Die Diskussion
der ShSBS-Mutanten bezieht sich vorrangig auf die reproduzierten Ergebnisse des
transienten Enzymtests, weil diese als verlasslicher beurteilt werden als die Resultate der
Rohextraktmessungen.

Die grofte Veranderung auf die Enzymkatalyse bringt die Mutation des Tryptophan in der
ShSBS-Bindetasche zu Alanin (W746A). Die Folge ist in ShSBS ein kompletter Verlust der
Aktivitdt sekundarer Zyklisierung bei Umsetzung von (Z,2)-FPP. Dies untermauert die
Hypothese der Wichtigkeit dieser aromatischen Aminosaure fir die Stabilisierung
kationischer Ubergangszustande. Interessanterweise produziert das mutierte Enzym mit
NPP noch die Monoterpene Limonen und Linalool wie beim Wildtyp, aber zusatzlich auch
Terpineol als Monoterpenalkohol. Dazu korrespondierend produziert diese Mutante mit (Z,2)-
FPP Farnesol. Dies lasst den Schluss zu, dass das vergrofRerte Bindetaschevolumen das
verstarkte Eindringen von Wasser erlaubt oder eventuell vorhandenen Wassermolekilen
mehr Freiheitsgrade bietet. Trotzdem bildet die Enzymmutante mit (Z,Z)-FPP noch die
einfach zyklisierten Produkte B-Bisabolen und Sesquiphellandren.

Die Mutation C502I in ShSBS fiihrt nicht zur Anderung der Produktspektren, aber zu einer
geringeren Produktion von (+)-a-Santalen. Die Aminosaureseitenkette an dieser Stelle hat
somit offenbar einen gewissen Einfluss auf die Zuganglichkeit diverser Substrat-
konformationen, welche zu verschiedenen Produkten fihren. Fir eine konkrete Diskussion
der Funktion von C502 in ShSBS sind jedoch weitere Untersuchungen zur Produktbildung
notwendig. Es musste beispielsweise durch Mehrfachmutationen ausschlie3bar sein, dass
die potenzielle Funktion von C502 in der Isoleucin-Mutante durch eine benachbarte Amino-
séure Ubernommen wird.

Interessant ist der Effekt der Mutationen F633Il, 1638F und L671A in ShSBS, der bei
Umsetzung mit (Z,2)-FPP das Produktspektrum in den E. coli-Rohextrakten komplett zu B-
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Bisabolen kanalisiert. Es ist allerdings mobglich, dass die Bildung des jeweils nach-
gewiesenen B-Bisabolens durch Enzyme aus E. coli katalysiert wird und die durchgefuhrten
Mutationen ShSBS inaktivieren oder auf eine Weise wirken, deren Konsequenzen durch
E. coli-Enzyme Uberlagert werden. Falls E. coli-Enzyme keinen Einfluss auf diese
Ergebnisse haben, wirde die gemessene Produktbildung darauf hindeuten, dass jede
einzelne der entsprechenden Aminosauren im Wildtyp dazu beitragt, Ubergangszustande zu
stabilisieren oder in Konformation so zu positionieren, dass sie durch andere Aminosauren
stabilisiert werden. Die Bildung des Bisabolylkations ist der erste Schritt in der
enzymatischen Bildung von Santalenen und Bergamotenen (siehe Abschnitt 0, Seite 84).
Der konsequente Reaktionsabbruch, der dann offenbar in diesen Mutanten auftrate, kann
theoretisch nur dadurch zu Stande kommen, dass das intermedidre Bisabolylkation eine
Konformation bzw. relative Lage in der Bindetasche einnimmt, die eine frihzeitige
Deprotonierung zur Folge hat. Diese Hypothese lasst sich auch fir die Ergebnisse des
transienten Tests nachvollziehen, aus dem B-Bisabolen als Hauptprodukt resultiert. Die
untergeordnete Bildung von Bergamotenen und Santalenen relativiert allerdings die Starke
des vermuteten Effekts. Konkreten Aufschluss tber stabilisierende oder sterische Rollen der
einzelnen Aminosauren kdnnten Doppelmutanten und anschlieBende Umsetzungsversuche
an den aufgereinigten Enzymen geben.

Die Mutationen 1486C, F6211 und A654L an NtABS fiihren zu hdheren Ausbeuten von cis-
Abienol als im Wildtypenzym und fuhren gleichzeitig zum Nachweis von trans-Abienol als
Nebenprodukt. Wahrend 1486C und F6211 den fir das Substrat zuganglichen Konformations-
raum in der Bindetasche vergrof3ern sollten, musste A654L einen gegenteiligen Effekt
haben. Die wahrscheinlichste Ursache fir hohere Ausbeuten ist eine effektivere
Zuganglichkeit intermediarer Spezies zu Konformationen, die zur Produktbildung fihren.
Moglicherweise bewirken alle drei Mutationen einen solchen Effekt. Die scheinbar
enzymatische Bildung von trans-Abienol ist auf die Isomerisierung von cis- zu trans-Abienol
im Prozess der Gaschromatographieanalytik zuriickzufiihren.**?

Die Mutation A732W in NtABS hat lediglich einen geringen Effekt auf die Umsetzung von
8-Hydroxy-ent-CPP zu cis-Abienol. Dies ist erstaunlich, weil allein die raumliche Ausdehnung
der Seitenkette des Tryptophans wesentlich gré3er ist als die des Alanins. Die Uberlagerten
Bindetaschen in Abbildung 47 (Seite 81) zeigen auch eine sterische Uberlagerung des
Tryptophan mit der Position des 8-Hydroxy-ent-CPP. Ein moglicher Schluss besteht darin,
dass es zu Konformationsédnderungen in der NtABS-Mutante A732W kommt, welche die
Substratbindung weiterhin erlauben und die Katalyse nicht wesentlich beeinflussen.

Der Austausch 1616F in NtABS bewirkt, dass 8-Hydroxy-ent-CPP nicht mehr umgesetzt wird.
Diese Wirkung des grof3en, relativ starren Phenylalanin statt eines kleineren und flexibleren
Isoleucin |t sich hypothetisch einfach begriinden. Offenbar verhindert der Phenylring die
Enzymkatalyse komplett. Die wahrscheinlichste Erklarung dafir ist, dass der Ligand davon
abgehalten wird, eine Konformation relativ zur Bindetasche einzunehmen, aus welcher die
Reaktion eingeleitet werden kann.

Die durchgefuhrten Aktivitatstests bieten zwar kein klares Bild aller Funktionen der variierten
Aminoséauren oder der Modulation der Produktspezifitat. Allerdings tragen diese Ergebnisse
zum Verstandnis der involvierten Mechanismen bei und kdnnen als sehr gute Grundlage fur
weitere Experimente gelten. Zukinftige Laborversuche kénnten die Herstellung und Testung
von Enzymchimaren aus NtABS und ShSBS umfassen, aber auch die Untersuchung von
Mehrfachmutanten ist vielversprechend.
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Die durchgefuihrten quantenchemischen Berechnungen liefern deutliche Hinweise darauf,
dass die Produktbildung in KSL-Enzymen sehr fein durch Rezeptor-Ligand-Wechsel-
wirkungen moduliert wird. Folgende Schlussfolgerungen wurden abgleitet:

e Sekundare Karbokationen werden durch konzertierte Mechanismen bzw. spontane
Umlagerungen als Intermediate weitgehend vermieden.

o Wechselwirkungen zwischen intermedidren Karbokationen und Aminosaureseiten-
ketten kdnnen energetisch im Bereich der Energie von Wasserstoffbriickenbindungen
und dartber liegen und wahrend der Enzymkatalyse Einfluss auf die Produktbildung
haben.

e Die relative Positionierung von Intermediaten in der Bindetasche hat direkte
Auswirkung auf die Produktdetermination. Besonders im Fall der Bergamotenbildung
durch ShSBS wird deutlich, dass die Richtung des nukleophilen Angriffs zur
Deprotonierung die Produktbildung stark beeinflusst.

e Eine rein thermodynamische Kontrolle der Produktbildung ist auszuschliel3en. Dies ist
zum Beispiel erkennbar an der offenbar enzymbeeinflussten Bildung der thermo-
dynamisch nicht bevorzugten a-Santalene nach der 7,3-Zyklisierung des (R)-
Bisabolylkations durch ShSBS.

Die Aussagekraft der verwendeten quantenmechanischen Methoden ist hoch: Jindal und
Sunoj rechnen zwar in der Gasphase, verwenden aber Diethylether als dielektrisches
Kontinuum zur Modellierung der Enzymumgebung. Sie finden die gleichen relativen
Aussagen wie bei Berechnungen in der Gasphase.*° Allerdings schlagen sie einen leicht
anderen Verlauf der Enzymkatalyse fir Santalene vor. Ferner fihren sie Untersuchungen zur
Variabilitat der Ergebnisse unter Benutzung verschiedener Dichtefunktionale an und
beschreiben eine generelle Ahnlichkeit der Resultate. Hong und Tantillo bestatigen, dass
verschiedene Theorieebenen zwar unterschiedliche absolute Energien liefern, aber die
qualitativen Aussagen gleich bleiben und resultierende Geometrien sich stark &hneln.?®’
Weniger aufwandige semiempirische Methoden wurden bereits in Kombination mit Kraft-
feldern verwendet, um die Zyklisierung in Terpensynthasen zu modellieren.®® Wie jedoch von
Hong und Tantillo und auch von Jindal und Sunoj gezeigt wurde, ist die Energiehyperflache
des Reaktionsverlaufs bei der Bildung von Santalenen und Bergamotenen sehr empfindlich
gegenuber chemischen Einflissen und bereits kleine Unterschiede in der Stabilisierung
kationischer Zwischenzustande konnen zu verschiedenen Produkten fiihren. Eine sehr
prézise Modellierung der beteiligten Wechselwirkungen zwischen Karbokation und
umgebenden Aminosauren ist vonnéten, um Reaktionsverlaufe unter Einbezug der Enzym-
struktur oder Teile derer zu untersuchen. Die zum jetzigen Zeitpunkt verfigbaren Rechner
und Rechenprogramme sind von einer ab initio-Modellierung einer solchen Szenerie im
Allgemeinen Uberfordert. Kombinierte Quanten- und Molekilmechanikansatze (QM/MM) wie
von Rajamani und Gao (**) zur Aufklarung von Katalysemechanismen in Terpensynthasen
sind der momentan vielversprechendste Ansatz, um auf theoretischer Ebene neue
Erkenntnisse zu gewinnen. Aufgrund der Gro3e der Substratbindetaschen von Sesquiterpen-
synthasen ist auch diese Methodik herausgefordert, die beteiligten Prozesse mit
unterschiedlichen Verfahren mit der notigen Genauigkeit bei moglichst geringer Rechen-
dauer zu modellieren.
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4.3 Molekulares Docking von Reaktionsintermediaten in
Mentha spicata Limonensynthase und Solanum
habrochaites Santalen- und Bergamotensynthase

Um das molekulare Docking von Reaktionsintermediaten untersuchen zu kdnnen, ist es
notwendig, die konzeptionelle Beschreibung solcher Strukturen durch Docking-Programme
zu betrachten und entsprechend anzupassen. Im Folgenden wird die Anpassung des
Docking-Programms PLANTS mit Voruntersuchungen motiviert. AnschlieBend werden die
umfangreichen durchgefihrten Docking-Experimente analysiert und diskutiert.

4.3.1 Das Geranylkation in verschiedenen Kraftfeldern

Die Modellierung des Geranylkations mit verschiedenen Kraftfeldern zeigt, dass kein Kraft-
feld auBer TAFF das formal geladene Kohlenstoffatom des Geranylkations als sp2-
hybridisiert modelliert. Bis auf TAFF liefern alle Kraftfelder in MOE eine Fehlermeldung, dass
nicht parametrisierte Atome vorliegen und somit keine Optimierung mdglich ist. Mit dem
TAFF-Kraftfeld wurde eine entsprechende  Parametrisierung  gefunden.  Die
korrespondierende Abbildung 52 zeigt, dass mit der Gasteiger-Methode zur Berechnung von
Partialladungen (*°) aufgrund der Atomtypen und -konnektivitit eine intramolekulare
Polarisierung modelliert wird. Aufgrund dieser Polarisierung wird den direkt benachbarten
Wasserstoffatomen des Kohlenstoffatoms, dem die positive Formalladung angewiesen
wurde, eine hohe positive Ladung zugewiesen. Gleichzeitig bleiben alle Wasserstoffatome
an tertiaren Kohlenstoffatomen ohne Partialladung. Die Nachbaratome der Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Doppelbindungen werden positiv polarisiert. Das allylisch delokalisierte Kation ist
allerdings stark asymmetrisch geladen, was der herkébmmlichen Theorie zur
Ladungsverteilung  widersprichnt. Das ist durch Anwendung einer einfachen
Partialladungsberechnung im Kraftfeld nicht anders zu erwarten.

Abbildung 52: Geranylkation mit Partialladungen nach Struktur-Optimierung mit TAFF-Kraftfeld
in MOE. Die Position der positiven Formalladung ist durch eine Sphare hervorgehoben; die
angegebenen Partialladungen sind Gasteiger-Ladungen.

Weil Kraftfelder auf die Modellierung von Elektronen verzichten, kann das Konzept der
Delokalisierung nur eingeschrénkt modelliert werden. Allein fir die in biochemischen
Modellierungen héufig auftretenden Sauerstoffatome in Phosphat- und Carboxylat-Anionen
wurde zum Beispiel in der TRIPOS-Atomtypen-Definition eine eigene Atomtypisierung
eingefuhrt. Der TRIPOS-Atomtyp C.cat ist von den Entwicklern nur fir die Anwendung in
Guanidinium-lonen gedacht. Solche Typisierungen erlauben eine spezielle Modellierung,
kénnen aber nicht die komplette Bandbreite physikalisch-chemischer Eigenschaften
abbilden. Folglich leidet der Realismus von Kraftfeldmodellierungen bereits unter der
Kategorisierung nach Atomtypen.
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4.3.2 Quantenchemische Berechnungen zur Wechselwirkung
zwischen Karbokationen und Aromaten bzw. Sulfiden

Es wurden flexible Koordinaten-Scans zur Stabilisierung des Terpinylkations durchgefiihrt
um zu zeigen, dass die betrachteten Wechselwirkungen eine Starke haben, die potenziell
grolRen Einfluss auf enzymatisch katalysierte Reaktionsverlaufe haben kann. Die Ergebnisse
der Optimierungen mit der Hartree-Fock-Methode (Basissatz 6-31g) sind in Abbildung 53
veranschaulicht.

a-Terpinylkation vs. Ethylmethylsulfid
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Abbildung 53: Ergebnisse flexibler Koordinaten-Scans — oben: Quantenmechanische Energien
bei der Annéaherung des a-Terpinylkations an verschiedene Modellmolekile entsprechend
Abbildung 22, Seite 55; unten: Wechselwirkungsgeometrien mit starkster Wechselwirkung
(Abbildung erstellt unter Benutzung von PyMOL)

Die Wechselwirkungsgeometrien zeigen unterschiedliche Interaktionsarten. Im Falle des
Ethylmethylsulfids wechselwirken die freien Elektronenpaare des Schwefelatoms mit dem
unbesetzten nichtbindenden 1-Orbital des allylischen Kations. Sie interagieren gleichzeitig
mit den positivierten Wasserstoffatomen der Methylgruppen am Allylkation. Die Polarisation
dieser Methylgruppenwasserstoffatome beruht auf Hyperkonjugation: Die C-H-Bindungen
dieser Methylgruppen geben Elektronendichte an das unbesetzte nichtbindende Tr-Orbital
des Allylsystems ab. Dies fiuhrt einerseits zur Stabilisierung des allylischen Systems und
andererseits zur erwdhnten Positivierung der Wasserstoffe der benachbarten Methyl-
gruppen. Deren Wechselwirkung mit den freien Schwefelelektronen stabilisiert die
dargestellte Molekulgeometrie zusatzlich (Abbildung 53). Die Attraktion zwischen Ethyl-
methylsulfid und dem a-Terpinylkation betragt mit der verwendeten Hartree-Fock-Methode
mit Basissatz 6-31g in der dargestellten Geometrie tber 20 kJ/mol. Die Berechnung eines
genaueren Wertes wurde hier weder durch leistungsfahigere Berechnungsmethoden,
beispielsweise unter Einbezug der Elektronenkorrelation, noch durch eine Erweiterung des
betrachteten Scan-Abstandes weiter verfolgt, weil das Kerninteresse auf den grundsatzlichen
qualitativen Gegebenheiten der untersuchten Wechselwirkungen liegt.
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Fur die beiden Félle der aromatischen Wechselwirkungen des a-Terpinylkations sind die
Wechselwirkungsenergien niedriger. In der dargestellten Wechselwirkungsgeometrie mit
3-Methylindol ist eine C-H-Bindung einer Methylgruppe des tertidren Karbokations direkt auf
das 1-System des Indol ausgerichtet. Auch hier ist von hyperkonjugativer Elektronendichte-
verschiebung in das nichtbindende 1-Orbital des allylischen Kations auszugehen. Die
positivierten Wasserstoffatome interagieren daher analog mit dem Indol-r-System. Eine
entsprechende Beschreibung trifft auch auf die dargestellte Wechselwirkungsgeometrie des
a-Terpinylkations mit Benzen zu, auch wenn die Wechselwirkungsenergie in diesem Fall
geringer ausfallt. Dies kann sowohl auf die geringere GroRe des aromatischen 1-Systems
als auch die geringere Elektronendichte im Vergleich zum stickstoffhaltigen Indolsystem
zuriickzufuhren sein.

Die Abstandsoptima fur die betrachteten Wechselwirkungen liegen zwischen 3,5 A und
5,0 A. Diese Erkenntnis ist wesentlich fur die nachfolgenden Modifikationen an Scoring-
Funktionen des PLANTS-Programms (Abschnitt 4.3.4, Seite 97 ff.).

Brauer und Kollegen berichten fir die Wechselwirkung zwischen einem Allylkation und Indol
eine attraktive Energie von 30,6 kJ/mol.®* Brandt et al. berechneten ferner den
Wert -85 kJ/mol als Wechselwirkungsenergie zwischen Tryptophan und einem Allylkation.*®
Eine weitere Studie zu Kation--Wechselwirkungen stammt von Biot und Kollegen.?*® Sie
kalkulierten unter anderem paarweise Wechselwirkungsenergien von Adenin mit Lysin bzw.
Arginin in verschiedenen Losungsmitteln. Die Attraktion zwischen Adenin und Arginin ist
dabei -28 kJ/mol und starker und auch die Wechselwirkungen zwischen Adenin und Lysin
sind mit mindestens -8 kJ/mol sehr attraktiv.

Ahnliche, wenn auch nichtionische, Wechselwirkungen zwischen Tryptophan- und Methionin-
seitenketten wurden als ein strukturbildendes Motiv in Proteinen identifiziert.*® Auch in AtKS
und SIPHS sind in der Substratbindetasche diese Aminosauren so benachbart, dass starke
Wechselwirkungen zwischen ihnen auftreten kénnen wie von Duan et al. charakterisiert.**
Es besteht daher die Mdglichkeit, dass ein kationischer Zwischenzustand der jeweils
katalysierten Reaktion in solchen Terpensynthasen stabilisiert wird, wie es in Abbildung 54
dargestellt ist.

Abbildung 54: Quantenmechanisch optimierte Wechselwirkungsgeometrie des a-Terpinyl-
kations zwischen 3-Methylindol und Ethylmethylsulfid (Abbildung erstellt unter Benutzung von
PyMOL)

Die paarweisen Wechselwirkungsgeometrien ahneln den in Abbildung 53 (Seite 94)
vorgestellten. Allerdings kommen in der in Abbildung 54 dargestellten Wechselwirkungs-
geometrie zwei Methylgruppen des a-Terpinylkations dem Indol-11-System nahe, so dass hier
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offenbar eine starkere Attraktion vorliegt. Das kdnnte die Ursache dafir sein, dass anderer-
seits die Wechselwirkung mit dem Sulfid schwéacher ausfallt als bei der Geometrie in
Abbildung 53. Dies spiegelt sich im bezeichneten Abstand wider. Der grundlegende Effekt,
dass durch eine solche Sandwichstruktur die paarweisen Wechselwirkungen in Gasphase
geringer sind als bei Betrachtung nur einer Wechselwirkung, wurde eingehend unter
Verwendung theoretischer Methoden untersucht.**-42

4.3.3 Versuch zur Abhangigkeit bei Cluster-Docking

Das Terpinylkation wurde mit PLANTS in die Bindetasche der Rontgenkristallstruktur der
Limonensynthase aus M. spicata gedockt. Der Vergleich von 30 unabhangig voneinander
erzeugten Docking-Posen mit 30 Docking-Posen, die mit aktivierter Option
cluster structures = 30 erzeugt wurden, zeigt deutliche Unterschiede. Bei
unabhangigen Durchlaufen werden quasi identische Posen gefunden, aber diversitats-
orientiertes Docking liefert wie angefordert unterschiedliche Docking-Posen (siehe Abbildung
55). Es gilt jedoch zu beachten, dass die Bindetasche starr gehalten wurde und das Terpinyl-
kation in der verwendeten Definition nur tGber einen drehbaren Torsionswinkel verflgt. Es ist
daher davon auszugehen, dass diversitatsorientiertes Docking fur gréRere und flexiblere
Liganden bei der Einstellung cluster rmsd = 2 relevante Unterschiede in den Ergebnis-
geometrien liefert.

Unabhangiges Docking versus Diversitatsorientiertes Docking
e cluster structures =1 e cluster structures = 30
(] cluster rmsd = 2.0 (] cluster rmsd = 2.0

(hier nicht malRgeblich)
e 30-facher Start von PLANTS e einfacher Start von PLANTS

Veranschaulichung der Ergebnisse

Die jeweils bestbewerteten Posen Die resultierenden Posen streuen stark
stimmen im Bindemodus uberein und in der raumlichen Ausrichtung.
unterscheiden sich kaum voneinander.

Abbildung 55: Einfluss der Cluster-Option auf die Varibiabilitdt von Ergebnissen am Beispiel
des PLANTS-Docking des Terpinylkations in die starre Bindetasche der Limonensynthase aus
Mentha spicata (PDB: 20NH) mit der CHEMPLP-Scoring-Funktion; fir die kompletten
Konfigurationsdateien und Ligandendefinition siehe A 9, Seite 155
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4.3.4 Modifikation der Scoring-Funktion in PLANTS

Die unter 3.3.3 (Seite 43 ff.) beschriebene Modifikation der CHEMPLP-Scoring-Funktion
erweitert die Menge der explizit modellierten Wechselwirkungen. Hinzu kommen die Falle
der Wechselwirkungen zwischen Karbokationen und Schwefelatomen in Methioninseiten-
ketten einerseits bzw. aromatischen Atomen von Aminosdureseitenketten andererseits. Die
verwendete Modellierung variiert das PLP-formige, rein abstandsabhéngige Potenzial
beziglich des Parameters E fir intermolekulare Atompaarinteraktionen (siehe auch
Abbildung 18, Seite 41).

CHEMPLP-Varianten (Experiment L)

Z — -0,4 (aro & met, original)
-0,8 (aro & met)
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Abbildung 56: verwendete CHEMPLP-Varianten (im Experiment L) fir die beiden Wechsel-
wirkungsarten zwischen Karbokationen und aromatischen Aminosaureseitenkettenatomen
(,;aro“) bzw. Schwefelatomen von Methioninseitenketten (,,met®)

4.3.5 Auswertung der Docking-Experimente

Die Unterschiede zwischen den Docking-Ergebnissen aus den resultierenden verschiedenen
CHEMPLP-Funktionen werden im Folgenden analysiert. Dabei wird nur ein Bruchteil der
erhobenen Daten prasentiert. Es werden charakteristische Beispiele gegeben, anhand derer
konkrete Verhaltnisse erklart werden.

Verschiedene geometrische Groflen und Scores der umfangreichen Docking-Resultate
werden im Folgenden teilweise statistisch analysiert. Die mittels des Kolmogorov-Smirnov-
Tests errechneten p-Werte sollen beim Vergleich ermittelter Gro3en als grober Anhaltspunkt
fur die Ahnlichkeit zweier empirischer Verteilungen gelten. Sie geben an, wie wahrscheinlich
es ist, genau die jeweiligen zwei Datenverteilungen zu finden, unter der Hypothese, dass sie
demselben stochastischen Prozess entstammen. Es wurde kein Signifikanzniveau
festgelegt, um diese Nullhypothese zu akzeptieren oder zuriickzuweisen. Die Darstellungen
beinhalten vielmehr die konkreten p-Werte, um einen Einblick in das Spektrum der
Vergleichsergebnisse abzubilden. Der Kolmogorov-Smirnov-Test ist parameterfrei und bietet
ferner den Vorteil, dass keine Annahme einer bestimmten Verteilung an die verglichenen
Daten gestellt werden muss.

Die abgebildeten Dichteverteilungen der jeweils aufgetragenen GroRen werden in der
verwendeten Methode als Linearkombination von Gaul3kernen berechnet. Sie erganzen die
Informationen der Boxplot-Darstellungen und erlauben eine detailliertere vergleichende
Betrachtung von Verteilungen von Datenpunkten als die Boxplots allein. Die kontinuierliche
Auftragung der diskreten Daten bietet eine Ubersichtliche Darstellungsform fir mehrere
Verteilungen in einer Grafik.
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4.3.5.1 Bezeichnungen und Terminologie

Die neu hinzugeflgten Potenziale werden abgekurzt bezeichnet: E, ,_E, . steht fir das
modifizierte PLANTS-CHEMPLP, in dem die Potenzialtiefe (entspricht dem jeweiligen
Minimum E in Abbildung 56) fur Wechselwirkungen zwischen kationischen Kohlenstoff-
atomen und Aromaten E_ . und fir Wechselwirkungen zwischen kationischen Kohlenstoff-
atomen und Schwefelatomen von Methioninen E_, betragt. Ein Potenzial mit der
Bezeichnung ,-2_-0.4“ entspricht demnach einer CHEMPLP-Modifikation, in der karbo-
kationisch-aromatische Interaktionen mit dem magentafarben dargestellten Potenzial in
Abbildung 56 und Karbokation-Methioninschwefel-Interaktionen mit dem in Abbildung 56
schwarz dargestellten Potenzial modelliert werden. Das Potenzial ,-0.4 -0.4“ kommt der
Originalversion gleich und ist in den meisten Docking-Experimenten als Kontrollinstanz
enthalten. Man beachte, dass in diesen Potenzialbezeichnungen und den folgenden
Abbildungen das Dezimal-Komma durch einen Punkt ersetzt ist.

Eine Docking-Pose wird als besser oder im Rang héher (hochrangiger) als eine andere Pose
bezeichnet, wenn ihr Score niedriger ist, da bei PLANTS negative Scores favorisierte
Wechselwirkungen zum Ausdruck bringen. Bezlglich der Anzahl der betrachteten Posen
bezeichnet ,Top n Posen“ die n per Score bestbewerteten erzeugten Docking-Posen.
Angegebene Scores aus PLANTS-Dockings sind dimensionslos.

Der Begriff der Score-Relevanz soll anzeigen, ob zu einer im Voraus uUber Atomnummern
definierten potenziellen Wechselwirkung gemessene Distanzen in dem Intervall liegen, in
dem sie durch die Scoring-Funktion als favorisiert bewertet werden. Dieser Distanzbereich
(vgl. Abbildung 56, Seite 97) umfasst das Intervall [3,4; 5,5] A.

Fur die Parameterwahl zu den jeweils mit Identifikator A...S bezeichneten Docking-
Experimenten siehe Tabelle 10, Seite 51.

4.3.5.2 Docking des a-Terpinylkations in das Limonensynthasemodell

Unter Verwendung verschiedener Parameter fir die beiden neu modellierten Wechsel-
wirkungen wurden zuerst die Auswirkungen auf die Gesamt-Scores der resultierenden
Posen geprift.

Abbildung 57 veranschaulicht wesentliche Charakteristika der Score-Verteilungen zu
diversitatsorientiertem Docking des a-Terpinylkations in das Limonensynthasemodell mit
sechs Potenzialvarianten unterschiedlichen E,  -Wertes. Es ist kein Trend erkennbar, dass
die resultierenden Scores mit sinkendem Potenzialwert E,,, insgesamt sinken, obwohl in der
Bindetasche der Limonensynthase sowohl Methionin als auch aromatische Aminosduren
vorkommen. Dieser Effekt ist auch nicht durch mangelndes Sampling der entsprechenden
Wechselwirkungen wegen der Diversitatsorientierung zu erklaren, denn er tritt unter den Top
10 Posen ebenfalls auf (Daten nicht gezeigt). Die p-Wert-Matrix deutet darauf hin, dass es
zwar Unterschiede zwischen den Score-Verteilungen gibt, diese aber keiner Monotonie
entsprechend des Potenzialwert E_.  folgen. Es ist anzumerken, dass die p-Werte flr
Potenzialpaare in anderen Potenzialreihen auch die Extremwerte null und eins umfassen.
Eine monotone RegelmaRigkeit in Abhangigkeit des Potenzialwertes E,, bzw. E_, ist
jedoch nicht nachzuweisen.

aro
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Abbildung 57: Dichte-Diagramm und Boxplot sowie p-Wert-Matrix der Verteilungen der
Gesamt-Scores in ausgewahlten (aro-) Potenzialvarianten zum Experiment A

Da die CHEMPLP-Scoring-Funktion eine Linearkombination verschiedener Beitrdge ist und
die Veranderung der Parameter sich lediglich in einem dieser Teile wiederfindet, ist das
Verhalten dieses Score-Anteils (PLPpartsteric) bei Potenzialvariation besonders
interessant. Die generelle Tendenz ist jedoch &ahnlich der Verhaltnisse bei den Gesamt-
Scores, wie Abbildung 58 verdeutlicht. Im Allgemeinen lassen die erzeugten Darstellungen —
wie hier am Beispiel deutlich wird — keinen monotonen Zusammenhang zwischen Potenzial-
wert und Gesamt-Score bzw. PLPpartsteric-Score-Anteil erkennen.
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Abbildung 58: Dichte-Diagramm und Boxplot sowie p-Wert-Matrix der Verteilungen der
PLPpartsteric-Score-Anteile in ausgewdahlten (aro-) Potenzialvarianten zum Experiment A

Um statt Unterschieden im Scoring differenzierbare Geometrien in den Wechselwirkungs-
posen identifizieren zu kénnen, missen geometrische Faktoren analysiert werden. Hierzu
wurden manuell Aminosauren in der Substratbindetasche ausgewahlt, die potenziell direkt
mit Liganden wechselwirken konnen. Fir die ausgewahlten Aminosduren wurden
Reprasentanzpunkte definiert, wie in Abbildung 59 angefihrt. Diese entsprechen bei
aromatischen Aminosauren dem geometrischen Mittelpunkt des aromatischen Systems. Fur
nichtaromatische Aminosaure wurden die Reprasentanzpunkte auf charakteristische Atome
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festgelegt. Durch die Berechnung der Abstande zwischen diesen Repréasentanzpunkten und
dem kationischen Kohlenstoffatom des a-Terpinylkations in allen Docking-Posen kommt ein
Uberblick tiber die Score-Relevanz dieser Distanzen zustande. Abbildung 59 zeigt deutlich,
dass Met458 und Trp324 am héaufigsten in Score-relevante Distanz zum a-Terpinylkation
kommen. Weitere haufige Beitrdge stammen von Serd454, Tyr573 und Asn345.
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Abbildung 59: Farbliche Veranschaulichung des jeweiligen Posenanteils im Experiment A, bei
dem die betrachteten Wechselwirkungen innerhalb des Score-relevanten Distanzbereichs
liegen. Abkurzungen: C.cat — kationisches Kohlenstoffatom des a-Terpinylkations, S -
Schwefelatom der entsprechenden Aminosaure, a-/B-ly-/15-C — entsprechendes Kohlenstoff-
atom der bezeichneten Aminosaure, Zentrum - bei aromatischen Aminosauren der
geometrische Mittelpunkt des aromatischen Systems, Hydroxyl-O — Sauerstoffatom der Seiten-
kette der bezeichneten Aminosaure

Eine Aufschlisselung der Korrelation zwischen dem Rang der erzeugten Docking-Posen in
der Liste aller Posen (pro Potenzialvariante) und dem PLPpartsteric-Score-Anteil bzw.
gemessenen Distanzen gibt Aufschluss Uber mdgliche Zusammenhénge beider Grof3en. Die
Verwendung des Spearman-Korrelationskoeffizienten dient der korrekten Modellierung
diskreter Range anstelle einer kontinuierlichen Grofe wie im Fall der herkdmmlichen
Pearson-Korrelation. Die Werte des PLPpartsteric-Score-Anteils korrelieren stark mit den
Rangen der Docking-Posen (Abbildung 60). Neben den positiv korrelierenden Distanzen des
a-Terpinylkations, inshesondere zum Schwefelatom des Met458, fallen auch gemessene
Distanzen auf, die negativ rangkorrelieren. Wenn beispielsweise das kationische Kohlenstoff-
atom des a-Terpinylkations ndher am Hydroxylgruppensauerstoffatom von Tyr573 liegt, ist
der Rang der entsprechenden Pose statistisch niedriger als wenn der Abstand gréRer wére —
unabhangig von der Score-Relevanz der entsprechenden Distanz. Das Scoring bewertet
somit tendenziell das Fernbleiben des a-Terpinylkations von Tyr573 als ginstig. Dies kann
nur dadurch begriindet sein, dass entweder sehr unvollstandiges Sampling stattfindet oder
andere Wechselwirkungen gefunden werden, die durch die Scoring-Funktion favorisiert
werden.
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Abbildung 60: Rangkorrelation mit PLPpartsteric und gemessenen Distanzen ausgewahlter
Wechselwirkungen im Experiment A (Bezeichnungen siehe Abbildung 59)

Auch ist die Rangkorrelation beziglich des Abstandes des kationischen Atoms zu Trp324
wesentlich geringer, als die Score-Relevanz vermuten lasst. Eine mdgliche Ursache hierfir
ist, dass diese Wechselwirkung nahezu immer gefunden wird, was durch die relative Grolie
der Indolgruppe deutlich wahrscheinlicher ist als bei kleineren Aminosaureseitenketten, die
weniger leicht fir Wechselwirkungen zuganglich sind.

Als empirischer Beweis daflr, dass es keinen monotonen Zusammenhang zwischen
gemessenen Distanzen bzw. dem Score-Anteil PLPpartsteric und der Variation der
Parameter E_,, und E_, gibt, konnen die in Abbildung 61 dargestellten Daten gelten. Auch
wenn einige Korrelationskoeffizienten betraglich grof3er als 0,8 sind, gibt es innerhalb der
Matrix keinerlei offenbare Monotonie, wie sie zu erwarten ware, wenn die Variation der
Parameter sich stark in den gemessenen Grof3en niederschlage.
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Abbildung 61: Korrelationen der Parametervariationen im Experiment A (hier die Folge
(-0,4; -2; -4, -6; -8; -10)) mit Rangkorrelationskoeffizienten von PLPpartsteric und
gemessenen Distanzen ausgewadahlter Wechselwirkungen aus den entsprechenden Potenzial-
varianten. Fur die Bezeichnungslegende siehe Abbildung 59, Seite 101. Das *-Symbol steht in
der Bezeichnung der Potenzialreihen fir die Reihe der Parameter des jeweils anderen
Parameterwertes, wie sie im Experiment verwendet wurden.

Ahnliche Verhaltnisse herrschen bei diesen Korrelationen in den beiden anderen
Experimenten mit Docking in die Limonensynthasestruktur, B und E. Daher werden diese
Ergebnisse hier nicht prasentiert. Es ist jedoch anzumerken, dass aufgrund des diversitats-
orientierten Docking in diesen drei Experimenten statistische Abhangigkeiten in der
Generierung der Docking-Posen bestehen. Insbesondere fiihrt jede akzeptierte Docking-
Pose dazu, dass in Folgeschritten neue und andere Posen erzeugt werden, welche dann
zumindest teilweise auf favorisierte Eigenschaften der friheren Pose verzichten missen, um
dem RMSD-Kriterium der Diversitatseinstellung zu gentigen.

Das a-Terpinylkation besitzt nur eine frei drehbare Bindung. Mit lediglich zwei als flexibel
eingestellten Aminoséauren in der Bindetaschenstruktur der Limonensynthase ist der Posen-
raum relativ klein im Vergleich zu vielen anderen praktischen Docking-Fragestellungen. Das
erschopfende Docking in Experiment E lieferte mindestens 1412 Docking-Posen pro
Potenzialvariante bei einem Diversitats-Parameter von d,, =1 A. Durch die Diversitéts-
forderung verliert die Score-Relevanz wichtiger Aminosauren in der Bindetasche relativ an
Gewicht, wie Abbildung 62 verdeutlicht: Die beiden Experimente A und B wurden mit d, =
2 A gestartet, forderten aber pro Potenzialvariante nur 100 Posen. Im Fall des
erschopfenden Docking E liegen fir keine der betrachteten Wechselwirkungen mehr als 50%
der Posen im Score-relevanten Distanzbereich.
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Abbildung 62: Farbliche Veranschaulichung des jeweiligen Posenanteils in den Experimenten
A, B und E, bei dem die betrachteten Wechselwirkungen innerhalb des Score-relevanten
Distanzbereichs liegen. Das Docking erfolgte jeweils in das Limonensynthasemodell und
jeweils Uber alle Potenzialvariationen hinweg.

4.3.5.3 Docking des (Z,Z2)-Farnesylkations in das ShSBS-Modell

Mit der deutlich groReren Anzahl an Freiheitsgraden beim Docking von (Z,Z)-FPP in das
erstellte ShSBS-Modell sind komplexere Verhaltnisse und bessere Sichtbarkeit der Einflisse
der variierten Parameter zu erwarten. Das erste Docking-Experiment (C) in das ShSBS-
Modell war diversitatsorientiert mit d,, =2 A und forderte 1.000 Posen pro Potenzial-
variante. Wahrscheinlich ist es der groen Posenanzahl geschuldet, dass die Score-
Verteilungen fir dieses Experiment sich statistisch wesentlich weniger ahneln als in den
kleineren Experimenten zur Limonensynthase. Abbildung 63 zeigt beispielhaft, dass die p-
Werte des Kolmogorov-Smirnov-Tests im Allgemeinen sehr klein sind. Interessant sind die
hohen p-Werte firr die Score-Verteilungspaare aus den Potenzialpaaren 0_-0.8 und 0_-0.4
sowie 0_-5und 0_-0.6.
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Abbildung 63: Dichte-Diagramm und Boxplot sowie p-Wert-Matrix der Verteilungen der
Gesamt-Scores in ausgewahlten (met-) Potenzialvarianten zum Experiment ¢

Ein Vergleich mit der entsprechenden Darstellung flir den PLPpartsteric-Score-Anteil
(Abbildung 64) zeigt, dass hier nur im Fall 0_-5 versus 0_-0.6 ein hoher p-Wert auftritt. Es
existiert demnach eine differenzierte Abhangigkeit der Score-Verteilungs-Ahnlichkeit bei
verschiedenen Potenzialvarianten zwischen Gesamt-Score und PLPpartsteric-Anteil.
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Abbildung 64: Dichte-Diagramm und Boxplot sowie p-Wert-Matrix der Verteilungen der
PLPpartsteric-Score-Anteile in ausgewdahlten (met-) Potenzialvarianten zum Experiment C
analog Abbildung 63

Eine Betrachtung der Score-Zusammensetzung bei 0_-0.6 bietet einen interessanten
Einblick in die absoluten Werte von Score-Anteilen und deren Korrelationen zum Gesamt-
Score (Abbildung 65). Die Score-Anteile PLPpartsteric und CHEMPLP PLP PROT haben
mit Abstand die grofdten Absolutwerte. Der CHEMPLP PLP PROT-Term modelliert hierbei
Interaktionen zwischen Rezeptoratomen. Die grof3e Variabilitat der Werte kommt unter
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anderem durch die flexible Betrachtung von vier Aminosauren in der ShSBS-Bindetasche zu
Stande.
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Abbildung 65: Auftragung der Score-Zusammensetzung fur Posen, die mit dem Potenzial
0 _-0.6 erzeugt wurden, und Pearson-Korrelationskoeffizienten zwischen Score-Anteilen und
dem Gesamt-Score (Experiment ¢, zur besseren Verdeutlichung der Variabilitat als
kontinuierliche Auftragung). Bedeutung der Termbezeichnungen: TRIPOS LJ - TRIPOS-
Lennard-Jones-Potenzial, CHEMPLP PLP_PROT - stilickweise lineares Potenzial fir intra-
molekulare Wechselwirkungen im Protein, TRIPOS_TORS_PROT — Torsionswinkelpotenzial fir
Aminoséaureseitenketten; alle anderen siehe Gleichung 5, Seite 42.

Abbildung 65 und analoge Auftragungen fir andere Potenzialvarianten, die hier nicht gezeigt
werden, konnen als Hinweis darauf gelten, dass eine Verénderung im PLPpartsteric-
Anteil, wie sie hier durchgefuihrt wird, Einfluss auf das Ranking von Posen hat. Die
Korrelation zwischen dem Gesamt-Score und dem PLPpartsteric-Anteil liegt in allen
untersuchten Potenzialvarianten zwischen 0,71 und 0,84 (unter Betrachtung aller 1.000
Posen der jeweiligen Potenzialvariante, Experiment C).

Eine Untersuchung der Score-Zusammensetzung fur die Top 10 und Top 100 Posen zeigt
allerdings, dass im Bereich dieser hochrangigen Posen zwischen Gesamt-Score und den
einzelnen Score-Anteilen wesentlich andere Korrelationen vorliegen (ohne Abbildung): Das
Ranking ist fur die hochrangigen Posen wesentlich starker durch unterschiedliche Einflisse
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der einzelnen Score-Anteile gepragt als in der grof3en Zahl der diversitatsorientiert erzeugten
Posen — bis hin zu negativen Korrelationskoeffizienten fur die Korrelation zwischen Gesamt-
Score und PLPpartsteric-Anteil. Es liegt somit ein Abhéangigkeitseffekt vor, in dem durch
die Diversitatsforderung Posen zu ungtinstigen Wechselwirkungen gezwungen werden.

Die Nummerierung der Aminoséauren des erstellten ShSBS-Modells hat sich im Laufe der
Vorbereitungen als Docking-Rezeptor bei der Zwischenspeicherung in unterschiedlichen
Dateiformaten verandert. Um in diesem Kapitel die Aminosaurepositionen mit den Positionen
in Abschnitt 4.2 (Seite 71 ff.) zu identifizieren, muss von den hier angegebenen Positionen
die Zahl 33 subtrahiert werden.

Die Darstellung der Score-Relevanz ausgewahlter Wechselwirkungen in ShSBS hebt einige
Aminosauren in ihrer Bedeutung hervor, was aus Abbildung 66 deutlich wird.
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Abbildung 66: Farbliche Veranschaulichung des jeweiligen Posenanteils im Experiment C, bei
dem die betrachteten Wechselwirkungen innerhalb des Score-relevanten Distanzbereichs
liegen. (Abklrzungen: Siehe Abbildung 59, Seite 101, SK-N - Seitenketten-Stickstoffatom,
C.catl/2 — kationische Kohlenstoffatome des (Z,2)-FPP, siehe Abbildung 19 B, Seite 52)

Die Aminosauren Met763, Tyr495 und Trp746 interagieren in der Mehrheit aller Docking-
Posen sowohl mit dem C.catl- als auch dem C.cat2-Atom. Relativ haufig haben auch
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Cys502, Asp498 und lle750 Wechselwirkungen mit den beiden kationischen Kohlenstoff-
atomen des Liganden. Insbesondere ist fur lle750 zu erkennen, dass die Interaktion haufiger
mit dem terminalen C.catl-Atom als mit dem C.cat2-Atom zustande kommt. Umgekehrt
verhélt es sich fur Thr499, welches insgesamt zwar selten, aber doch deutlich 6fter mit dem
C.cat2-Atom als mit dem C.catl-Atom wechselwirkt. Weitere Wechselwirkungen treten unter-
geordnet auf. Insgesamt lassen sich keine auffalligen RegelméaRigkeiten tber die Reihen der
verwendeten Potenzialvarianten erkennen.

Auch die in Abbildung 67 dargestellten Rangkorrelationen der gemessenen Distanzen und
des PLPpartsteric-Score-Anteils zum Gesamt-Score bieten ein differenziertes Bild.
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Abbildung 67: Rangkorrelation mit PLPpartsteric und gemessenen Distanzen ausgewahlter
Wechselwirkungen im Experiment ¢ (Bezeichnungen siehe Abbildung 59, Seite 101 und
Abbildung 66)

Es gibt in Abbildung 67 eine grundsatzliche Tendenz im Vergleich mit Abbildung 66, dass
Wechselwirkungen mit sehr Score-relevanten Distanzen auch héhere Range belegen. Der
Effekt ist allerdings nicht konsequent, wie beispielsweise die hohe Rangkorrelation der
Wechselwirkungen von Tyr519 mit beiden kationischen Atomen zeigt, denn sie liegt nie im
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Score-relevanten Distanzbereich. Das heil3t, dass geringere Abstande zwischen Tyr519 und
den kationischen Ligandenatomen tendenziell mit héheren R&ngen auftreten, ohne dass
diese Abstande dabei Score-relevant sind. Dieser Beobachtung liegt folgende Erklarung zu
Grunde. Es ist moglich, dass die Score-Beitrdge aus den Wechselwirkungen anderer Ligand-
atome als der kationischen Ligandatome fir Tyr519 Score-relevant sind. Dies kann dazu
fuhren, dass zusatzlich zu diesen Wechselwirkungen auch die Distanzen zu den
kationischen Atomen geringer sind als bei rein zufalliger Anordnung in der Bindetasche.
Wenn in solchen Fallen die Wechselwirkungen insgesamt favorisierend sind, kommt es zu
einer positiven Rangkorrelation zwischen den Score-irrelevanten Distanzen von Tyr519 zu
den Kkationischen Ligandatomen. Dass dieser Effekt fur Tyr519 besonders stark zu
beobachten ist, liegt daran, dass Tyr519 im Docking flexibel gelassen wurde. Somit kann es
potenziell mehr Konformationen einnehmen, die favorisierende Scores zur Folge haben als
im Docking starre Aminosauren. Das verdeutlicht, dass die Wahl der flexiblen Aminosauren
erheblichen Einfluss auf die Docking-Ergebnisse haben kann.

Interessant ist auch die Uberwiegend negative Rangkorrelation der Distanz von Leu602 mit
dem PLPpartsteric-Score-Anteil. Geringere Distanzen zwischen Leu602 und den
kationischen Ligandatomen platzieren demnach die Posen tendenziell auf niedrigeren
Réangen als gréRRere Distanzen. Dabei sind diese Distanzen (siehe Abbildung 66, Seite 108)
durchgehend Score-irrelevant. Daher muss die Erklarung fur diese Beobachtung in
indirekten Ursachen liegen. Offenbar treten in geringer Entfernung von Leu602 oft Wechsel-
wirkungen zwischen Ligand- und Rezeptoratomen auf, die von der Scoring-Funktion als
ungunstig bewertet werden. In der Tat ist Leu602 in der Nahe der polaren und geladenen
Aminosauren positioniert, welche die Metallionen komplexieren. Somit gestaltet Leu602 den
Ubergang zwischen dem hydrophoben und dem polaren Teil der Substratbindetasche von
ShSBS (Leu602 in diesem Abschnitt entspricht L569 in Abbildung 45 auf Seite 78). Inter-
aktionen des hydrophoben Liganden mit den polaren Atomen im diphosphatbindenden Teil
der Bindetasche werden von der Scoring-Funktion mit ungiinstigen positiven Beitragen
bewertet, was die dargelegte Beobachtung erklart.

Der PLPpartsteric-Score-Anteil selbst korreliert stark mit den R&angen der Docking-
Posen, wie auch in Abbildung 65, Seite 107 schon dargestellt.

Einen interessanten Einblick in die geometrische Vielfalt der Interaktionen, die durch die
Diversitatsforderung zu Stande kommen, bietet Abbildung 68. Gleichzeitig erlaubt die
Darstellung eine Vorstellung von der Sampling-Dichte bei d,, =2 A. Dabei ist zu beachten,
dass sich Ligandpositionierungen und -konformationen stark ahneln kénnen und die Lage
der flexiblen Aminosauren sich trotzdem stark unterscheiden kann, weil dasd , ..-Kriterium
nur auf den Liganden bezogen wird.

clust
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Abbildung 68: Raumliche Verteilung ausgewéhlter Reprasentanzpunkte in der ShSBS-Binde-
tasche fur alle 1000 Posen, die mit dem Potenzial -0.4_-0.4 aus dem Experiment C entstanden

Die zahlreichen niedrigen p-Werte im Kolmogorov-Smirnov-Test zu den Gesamt-Score- bzw.
PLPpartsteric-Verteilungen (Abbildung 64, Seite 106) deuten darauf hin, dass
verschiedene Potenzialvarianten zu unterschiedlichen Score-Verteilungen fihren. In
Abbildung 67 (Seite 109) wurde der Zusammenhang zwischen der Verwendung unter-
schiedlicher Potenzialvarianten und geometrischen Konsequenzen dargestellt. Allerdings
wurden die Parameterwerte systematisch variiert, so dass zu erwarten ware, dass die
Anderungen von Parametern sich auch systematisch in resultierenden Interaktions-
geometrien widerspiegeln. Demzufolge misste bei Variation eines der beiden Parameter und
konstantem anderen Parameter ein monotoner Zusammenhang zwischen gemessenen
Distanzen und den verwendeten Parameterwerten resultieren. Das ist aber fur die
Variationen von E . entsprechend Abbildung 67 augenscheinlich nicht der Fall, wie die
amonotonen zeilenweisen Farbverlaufe in den Spalten gleichen E,  -Wertes andeuten.

Eine vertiefende Untersuchung des Zusammenhanges zwischen Potenzialreihen und den
Rangkorrelationen gemessener Wechselwirkungsdistanzen ist in  Abbildung 69
veranschaulicht. In dieser Darstellung sind die durch * abgekirzten Parameterreihen (0; -0,4;
-0,6; -0,8; -1; -5) korreliert gegen die Rangkorrelationskoeffizienten gemessener Distanzen
(bzw. des PLPpartsteric-Score-Anteils). Wenn eine Wechselwirkung mit geringerer
Distanz zu gunstigeren Scores fiuhrt, so sollte sich dieser Zusammenhang tber Potenzial-
reihen entweder monoton verstdrken oder monoton abschwachen, und zwar fir alle
Potenzialreihen unter Variation jeweils eines der beiden Parameter E., und E,,.
Demzufolge mussten sich die Farben der linken sechs Spalten bzw. der rechten sechs
Spalten in Abbildung 69 zeilenweise ahneln. Dass dies nicht zu beobachten ist, beweist,
dass die Geometrien der erzeugten Docking-Posen nicht ausschlieBlich von der
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verwendeten Scoring-Funktion abhéangig sind. Aus diesem Grund ist hier — wie im Fall der
Docking-Experimente in das Limonensynthasemodell — davon auszugehen, dass die
Diversitatsforderung in niedrigeren Rangen deutlich weniger favorisierte Wechselwirkungen
bzw. Wechselwirkungskombinationen zur Folge hat, welche die theoretisch zu erwartenden
Korrelationen storen.
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Abbildung 69: Korrelation der Parametervariation im Experiment ¢ (die Folge (0; -0,4; -0,6; -0,8;
-1; -5)) mit Rangkorrelationskoeffizienten von PLPpartsteric und gemessenen Distanzen
ausgewahlter Wechselwirkungen aus den entsprechenden Potenzialvarianten (Bezeichnungen
siehe Abbildung 59, Seite 101 und Abbildung 66, Seite 108; das *-Symbol steht in der
Bezeichnung der Potenzialreihen fur die Reihe der Parameter des jeweils anderen Parameter-
wertes, wie sie im Experiment verwendet wurden)

In diesem Abschnitt wurde bisher das Experiment ¢ diskutiert, in welchem weder komplett
erschopfend noch unabhéngig gedockt wurde. Es ist daher davon auszugehen, dass die
stark unterschiedlichen Korrelationen gemessener Distanzen mit dem Gesamt-Score uber
die Potenzialvarianten hinweg durch unterschiedliche Mengen von Docking-Posen zu Stande
kommen. Insbesondere wird hier postuliert, dass in solchen grof3en Posenmengen die durch
das Docking ausgewahlte Untermenge der Grundgesamtheit stark abhangig von den ersten
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erzeugten Posen ist. Allein die Auswahl der ersten Pose schrankt den Suchraum fir weitere
Posen durch das Diversitatskriterium ein. Dieser Effekt setzt sich in den Folgeiterationen fort.

Dass bei identischen Docking-Parametern trotzdem unterschiedliche Untermengen mit dem
Sampling ausgewahlt werden, liegt am stochastischen Verfahren der Optimierung. Einen
Beweis fir die Unterschiedlichkeit der Posenauswahl in Docking-Experimenten mit
identischem Parametersatz bieten die beiden erschépfenden Docking-Experimente #H und J.
Die Diversitatsforderung wurde auf dgy=1A gesetzt und mit den verschiedenen
Parameterkombinationen wurden sehr unterschiedliche Posenanzahlen erreicht, bis der
PLANTS-Algorithmus terminiert, wie Tabelle 21 wiedergibt.

Tabelle 21: Anzahl der bei Termination des PLANTS-Algorithmus zuriickgegebenen
Docking-Posen (Experiment Hbzw. Experiment J)

Eio V' Eret 0,4 -0,45 0,5 -0,55 0,6
-0,4 4.491 4,141 4.204 4,593 4.404
4,221 3.794 4.005 4.136 4.399

-0,45 4,197 3.985 4271 4,257 4.357
4.634 4,269 4.058 4,445 4.365

0,5 4,215 4.256 4514 4.371 4.645
4,194 4.424 4,556 4,129 4.359

0,55 4.457 4,167 4,194 4.098 4.367
4.565 4,143 4.109 4.520 4.008

0,6 4.358 3.966 4.036 3.895 4.076
4.616 4.269 4.019 4576 4.360

Ahnliche relative Abweichungen in der Anzahl der erzeugten Docking-Posen wurden auch in
den anderen erschdpfenden Docking-Experimenten gefunden. Hinweise auf die quantitative
Natur der Abhangigkeit erzeugter Posen von im Algorithmus vorher erzeugten Posen liefern
Datenvisualisierungen wie Abbildung 70. Der PLPpartsteric—Score-Anteil bezieht sich in
dieser Art von Darstellung nicht auf die konkrete Wechselwirkung, sondern auf den
entsprechenden Term des Gesamt-Score der jeweiligen Posen. Auch wenn die
PLPpartsteric-Datenpunkte teilweise die Abstandsdatenpunkte verdecken, ist die
deutliche Tendenz zu erkennen, dass die untersuchte Wechselwirkung erst ab Rangen von
ca. 1.000 abwarts Score-relevante Distanzen aufweist. Es handelt sich hierbei offenbar um
eine der Wechselwirkungen, die nur dann Score-relevante Distanzen zeigt, wenn die
Diversitatsforderung keine anderen Mdglichkeiten lasst. Abbildung 70 ist charakteristisch fir
Wechselwirkungen, die in hochrangigen Posen keine Rolle spielen. Dies wird in diesem Fall
durch die negative Rangkorrelation der Distanzen von -0,42 unterstrichen. Die Rang-
korrelation des PLPpartsteric-Score-Anteils ist im Allgemeinen fur derartige Daten gré3er
als 0,8 (hier 0,91).

Analysen der Ahnlichkeit von Verteilungen ausgewahlter Abstande mit dem Kolmogorov-
Smirnov-Test Uber Potenzialvarianten hinweg deuten darauf hin, dass sich die zu Grunde
liegenden stochastischen Prozesse sehr wahrscheinlich unterscheiden (ohne Abbildung).
Erneut kann jedoch die Begrindung der Abhangigkeit von Posen untereinander durch die
Diversitatsforderung angefuihrt werden.
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Abbildung 70: Distanzen zwischen C.catl und dem a-Kohlenstoffatom von Gly634 und
PLPpartsteric-Score-Anteile entsprechend der Rangsortierung (Experiment H). Der Bereich
zwischen den beiden gestrichelten Linien entspricht dem Score-relevanten Distanzbereich.
Man beachte die unterschiedlichen Skalen der vertikalen Achsen.

Abbildung 71 hingegen ist charakteristisch fir Wechselwirkungen, die in hochrangigen
Posen Score-relevant sind. Die Rangkorrelation der Distanzen kann hierfir als Indikator
gelten.
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Abbildung 71: Distanzen zwischen C.cat2 und Trp746 und PLPpartsteric-Score-Anteile
entsprechend der Rangsortierung (Experiment J). Der Bereich zwischen den beiden
gestrichelten Linien entspricht dem Score-relevanten Distanzbereich. Man beachte die unter-
schiedlichen Skalen der vertikalen Achsen.

Ein interessanter Sachverhalt wird in Abbildung 72 deutlich, in der die Score-Anteile fir die
Top 100 Posen des Experiments J fur ein ausgewahltes Potenzial aufgetragen sind: Grol3e
Abweichungen vom mittleren PLPpartsteric-Score-Anteil werden durch grol3e, entgegen-
gesetzte Abweichungen des CHEMPLP PLP PROT-Score-Anteils kompensiert. Hierbei darf
keine urséchliche oder direktionale Verknipfung impliziert werden. Allerdings zeigt diese
Darstellung, dass Aminosaureseitenketten in der Bindetasche des Proteins per se bezlglich
der Scoring-Funktion unginstige Konformationen einnehmen und stattdessen der Ligand
besser bewertete Konformationen erhalten kann. Das entspricht einem kleinen Einblick in die
multidimensionale Optimierung der Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen.
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Abbildung 72: Auftragung der Score-Zusammensetzung fur die Top 100 Posen, die mit dem
Potenzial -0.45_-0.55 erzeugt wurden, und Pearson-Korrelationskoeffizienten zwischen Score-
Anteilen und dem Gesamt-Score (Experiment J, zur besseren Verdeutlichung der Variabilitat
als kontinuierliche Auftragung); Bedeutung der Termbezeichnungen: siehe Abbildung 65, Seite
107

Die bisher dokumentierten Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Unterschied zwischen
Wechselwirkungsdistanzen, die in hochrangigen Posen vorkommen und Wechsel-
wirkungsdistanzen, die bevorzugt in Posen unterer Range auftreten, nicht mit der Wahl der
variierten Parameter zusammenhangt. Vielmehr lasst sich aus Darstellungen wie Abbildung
67, Seite 109, schlielRen, dass im Wesentlichen sterische Zuganglichkeit fir Wechsel-
wirkungen zwischen dem Liganden und bestimmten Aminosduren verantwortlich ist. Diesen
Schluss implizieren alle bisher angefihrten Ergebnissen aus diversitatsorientiertem Docking.
Die absolute GroRe der variierten Parameter hat ebenfalls héchstens untergeordneten
Einfluss.

Ein Experiment mit unabhangigem Docking in ShSBS (Experiment F) gibt Aufschluss
daruber, welche Wechselwirkungen Score-relevant sind und zeigt gleichzeitig eine
Homogenitat zwischen verschiedenen Potenzialvarianten, wie sie auch bei abhangigem
Docking (vgl. Abbildung 66, Seite 108) auftritt. Abbildung 73 verdeutlicht, dass haufig
insbesondere Wechselwirkungen zwischen den kationischen Kohlenstoffatomen und dem
Schwefelatom von Met763 sowie den aromatischen Systemen von Tyr495 und Trp746
gefunden werden. Der Score-Relevanz-Unterschied zwischen den Distanzen des Hydroxyl-
gruppen-Sauerstoffatoms von Thr499 zu C.catl bzw. C.cat2 zeigt, dass C.cat2 diese
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Wechselwirkung seltener eingeht als C.catl. Dies deutet daraufhin, dass der Ligand
beziglich Thr499 nicht beliebig positioniert werden kann, ohne dass Score-Einbuf3en folgen.
Der gleiche Effekt ist auch fur Val523 zu beobachten. Umgekehrt ist es bei der Distanz
zwischen dem y-Kohlenstoffatom von Asp498 zu den kationischen Kohlenstoffatomen des
Liganden: Hier ist C.cat2 ofter in Score-relevanter Wechselwirkungsdistanz zu finden als
C.catl.

Potenzialvarianten: 04 -04 | -06 -04 | -08 -04} -1 -04

C.cat? vs. SK-N (AsnE75)
C.cat? vs. 5 (Met783)

C.cat? vs. 5 (Cys502)

C.cat? vs. Hydroxyl-O (Thr527)
C.cat? vs. Hydroxyl-0O (Thr4959)
C.cat? vs. Hydroxyl-O (Tyr751)
C.cat? ws. Hydroxyl-O (Thr743)
C.cat? vs. y-C (Leu8T1}

C.cat? vs. yv-C (Leus02)

C.cat2 vs. y-C (Asp498)
C.cat? vs. yv-C (Valsis)

C.cat? vz y-C (Val523)

C.cat2 vs. 8-C (lle750)

C.cat? vs. Zentrum (Tyr519)
C.cat? vs. Zentrum (Tyr495)
C.cat? vs. Zentrum (Trp748)
C.cat? wvs. B-C (LeuS26)

C.cat? vs. B-C (lle759)

C.cat2 vs. B-C (lle633)

C.cat? vs. B-C (Asp530)
C.cat? vs. (-C (AlaT47)

C.cat? vs. B-C (AlaB35)

C.cat? vs. o-C (GlyS34)

C.catl ws. SK-N (AsnE75)
C.catl vs. 5 (Met753)

C.cat1 vs. 5 (Cys502)

C.cat1 vs. Hydroxyl-0 (Thr327)
C.cat1 ws. HydroxylO (Thr499)
C.catl vs. Hydroxyl-O (Tyr7a1)
C.cat1 ws. HydroxylO (Thr743)
C.catl vs. y-C (Leus71)

C.cat1 vs. yv-C (Leus02)

C.catl vs. y-C (Asp498)
C.cat1 vs. yv-C (Valsis)

C.Cat1 vs.y-C (Vals23)

C.cat1 vs. 8-C (lle750)

C.cat1 vs. Zentrum (Tyrs19)
C.cat1 vs. Zentrum (Tyr495)
C.cat1 vs. Zentrum (Trp746)
C.cat1 vs. B-C (LeuS26)

C.catl vs. B-C (lle7559)

C.cat1 vs. B-C (lle638)

C.catl ws. B-C (Asp530)

C.cat1 vs. B-C [(AlaT4T)

C.cat1 vs. B-C (Alag35)

C.cat1 vs. o-C (Gly534)

100

75

50 4

25

% Posen mit entsprechender Wechsehwirkungsdistanz in (3.4; 5.5) A

0

Abbildung 73: Farbliche Veranschaulichung des jeweiligen Posenanteils im Experiment F, bei
dem die betrachteten Wechselwirkungen innerhalb des Score-relevanten Distanzbereichs
liegen. (Abklrzungen: siehe Abbildung 59, Seite 101 und Abbildung 66, Seite 108)

In Anbetracht der bisherigen Ergebnisse zu abhangigem Docking und dem in Abschnitt 4.3.1
(Seite 93) vorgestellten Vorversuch ist davon auszugehen, dass das Sampling im Fall der
unabhangigen Docking-Experimente auch die Posen (bzw. geometrisch sehr &hnliche
Posen) findet, die im diversitatsorientierten Docking hochrangig waren. Ein zusatzlicher
Hinweis dafir ist der Vergleich von Gesamt-Scores in Tabelle 22.
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Tabelle 22: Gesamt-Scores in diversitatsorientierten vs. unabhangigen Docking-
Experimenten

Score von: Rang 1 Rang 100
F (100-fach unabhéngig) -250,209 -230,79
H (erschopfend mit d =1 A) -243,169 -210,071
J (erschopfend mit d,,, =1 A, identisch zu H) -236,104 -204.066

Dieses Beispiel zeigt, dass der Gesamt-Score der Pose bei einmaligem Docking im hoch-
rangigen Bereich des diversitatsorientierten Docking liegt. Das ist ein empirischer Beweis fur
ein breites Sampling des Ergebnisraums durch den Ameisenalgorithmus. Unabhangiges
Docking eignet sich somit besser als abhangiges Docking um systematische geometrische
Konsequenzen flr Docking-Posen bei Potenzialvariation zu untersuchen.

Die Score-Werte in Tabelle 22 deuten ferner darauf hin, dass das Diversitatskriterium in
Kombination mit dem Finden lokaler Optima der Scoring-Funktion dazu filhren kann, dass
Posen mit noch besserer Bewertung nicht gefunden werden.

Erschopfendes Docking ist in diesem Zusammenhang ein kinstliches Konstrukt zur Unter-
suchung der Auswirkung von Potenzialverdnderungen. In der Praxis ist es uniblich, aus
einem Docking-Algorithmus mehr als 10 Docking-Posen pro Molekdlstruktur zu fordern.

118



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Potenzialreihen:

PLPpartsteric

C.cat? vs. SK-N (Asn873)
C.cat? vs. 5 (Meff63)

C.cat? vs. 5 (Cys502)

C.cat? vs. HydroxyH0 (Thra27)
C.cat2 vs. HydroxyO (Thr495)
C.cat? vs. Hydroxy O (Tyr751}
C.cat? ws. HydroxyH0 (Thrr43)
C.cat? vs.y-C (Leus71)

C.cat? vs.y-C (LeuB02)

C.cat? vs. y-C (Asp498)

C.cat? va.y-C (Vals06)

C.cat? ws y-C %EEESI

C.cat? ws. §-C (lle750})

C.cat? vs. Zentrum FFWEWI
C.cat? wvs. Zentrum (Tyr455}
C.cat? ws. Zentrum (Trp746})
C.cat? vs. B-C (LeuS26)

C.cat? vs. B-C (lle759)

C.cat? ws. -C (lleG33}

C.cat? va. B-C (AspS30)
C.cat? vs B-C (AIEN?l

C.cat? vs. B-C (Alag3s)

C.cat? vs. o-C (GhyG34)

C.cat! vs. SK-N (Asn675)
C.catl vs. 5 (Met753)

C.cat! vs.5 (Cys302)

C.catl ws. Hydroxyl-O (Thr527}
C.cat1 ws. HydroxyHO (Thr459)
C.catl vs. Hydroxyl-O FII:\FIrr?Eﬂ
C.catl ws. Hydroxyl-O (Thri43}
C.cat1 ws.y-C (Leus7 1)

C.cat! vs.y-C (LeuG02)

C.catl vs. y-C (Aspd98)

C.catl ws.y-C (Valolg)

C.Cat1 vs.y-C (Wal32d3)

C.cat! vs. &-C (lle750)

C.cat1 ws. Zentrum (Tyrs19}
C.catl vs. Zentrum FII:\;MEIE )
C.cat1 vs. Zentrum (TrpT746)
C.cat1 ws. B-C (Leus26)

C.catl \.'s.E-I: lle759)

C.cat1 vs. B-C (lle638)

C.cat1 vs. B-C (AspS30)

C.catl ‘.'S.E—E AlaT4T)

C.cat1 ws. B-C (AlaB35)

C.catl ws. a-C (Ghyga4)

Rangkorrelation
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Abbildung 74: Rangkorrelation mit PLPpartsteric-Score-Anteil und Distanzen
Wechselwirkungen im Experiment R (Bezeichnungen siehe Abbildung 59, Seite 101 und

Abbildung 66, Seite 108)

Spearman-Rangkorrelationskoeffizient

ausgewahlter

Die in Abbildung 74 dargestellte Rangkorrelation der beobachteten Distanzen ausgewahlter
Wechselwirkungen zeigt Variabilitdit der Korrelation auf niedrigem Niveau. Die Rang-
korrelation des PLPpartsteric-Score-Anteils ist durchweg sehr hoch und die Pearson-
Korrelation zwischen Gesamt-Score und PLPpartsteric-Score-Anteil liegt im Experiment
R stets zwischen 0,63 und 0,84. Optisch heben sich einzelne Potenzialvarianten ab, wie
beispielsweise -1.2_-1.2 als Potenzial mit relativ hoher Rangkorrelation Uber fast alle
Wechselwirkungsdistanzen oder das Potenzial -1.6_-0.8, bei dem fast alle Korrelations-
koeffizienten nahe Null sind. Um herauszufinden, ob diese Auffalligkeiten reproduziert
werden kénnen, wurde das Docking-Experiment wiederholt.
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Fotenzialreihen: i Y el PPN Y

PLopersstecic Annin— 1
C.cat? ws. SK-N (AsnE75) 4
C.cat? vs. 5 (Metig3) -
C.cat? vs. 5 (Cys502) |
C.cat? ws. Hydroxyl-0 (Thr527) 4
C.cat? vs. HydroxylO (Thr499) .
C.cat? vs. Hydroxyl0 (Tyr751) 0.75
C.cat? vs. HydroxyO (Thr743) |
C.cat? vs. y-C (Leud71} -
C.cat? wvs. y-C (Leu502)
C.cat2 ws. y-C (Aspd9a) .
C.cat? vs. y-C (WValsis)
G oatd va. 4 %HIEES] ] 0.5
C.cat2 ws. 6-C (lle750) .
C.cat? vs.ZentrumFl[\_.frHEH 4
C.cat? vs. Zentrum (Tyr495) |
C.cat? vs. Zentrum (Trp745) 4
C.cat? vs. B-C (LeuS26) 025
C.cat? vs. B-C (Ie759) | ’
C.cat2 ws. B-C (lleg33) -
C.cat? vs. B-C (Asp330)
C.cat? vs. B-C (AlaT47) .
C.cat? vs. B-C (Alag3s) -
C.cat? vs. o-C (GlyG34) | 0
C.cat! vs. SK-N (AsnB75) .
C.cat! vs. 5 (Met753)
C.catl vs. 5 (Cys302) -
C.cat1 vs. Hydroxyl-0 rs2r) |
C.cat1 ws. Hydroxyl0 (Thr499)
C.cat1 vs. Hydroxyl-O FII:\FIrr?EH 1 -0.25
C.cat1 vs. Hydroxyl-0 r743)
C.cat1 ws.y-C (Leus71)
C.catl vs.y-C iLeuEIJEl 1
C.cat! vs.y-C (Asp483) |
C.cat wvs. y-C (Vals06) - 05
C.Cat1 vs.y-C (Wal523) - i
C.cat! vs. 8-C (lle750) .
C.cat! vs. Zentrum (Tyr515]) -
C.catl vs. Zentrum{:l[:.fra#ﬂﬁl 4
C.catl vs. Zentrum (Trp746)
C.catl ws. B-C (Leu528) - 075 4
C.cat! vs. E-E lle759) - ’
C.catl ws. B-C (lle633) 4
C.catl vs. B-C (Azp530) -
C.catl vs. E-E AlaT4T) -
C.catl vs

.B-C (AlaB35) |
C.catl vs. o-C (GhyE34) | -1 —l
Abbildung 75: Rangkorrelation mit PLPpartsteric-Score-Anteil und Distanzen ausgewahlter
Wechselwirkungen im Experiment S (Bezeichnungen siehe Abbildung 59, Seite 101 und
Abbildung 66, Seite 108)

Spearman-Rangkorrelationskoeffizient

Das identische Experiment S zeigt ebenfalls eine allgemein geringe Rangkorrelation der
Distanzen der ausgewahlten Wechselwirkungen (Abbildung 75), bestétigt aber nicht die
vermeintlichen Auffalligkeiten aus Abbildung 74. Aus dem Vergleich der Ergebnis-
visualisierungen in Abbildung 74 und Abbildung 75 ist zu schlussfolgern, dass die Rang-
korrelationen gemessener Distanzen Uber die grof3e Zahl unabhangiger Docking-Posen
wenig aussagekraftig sind. Die stochastischen Elemente des PLANTS-Programmes fuhren
demzufolge zu einer Geometrievielfalt der Posen des gedockten (Z,Z)-Farnesylkations, die
durch die verwendeten Potenzialvarianten nicht so stark eingeschrénkt wird, dass sich die
Unterschiede bei 1000-fach unabhé&ngigem Docking in Rangkorrelationen der beobachteten
Distanzen niederschlagen. Eine Quantifizierung dieser Schlussfolgerung ware nur tber
zahlreiche weitere Durchfuihrungen von Docking-Experimenten analog R und S zu erhalten.

Die Rangkorrelation des PLPpartsteric-Score-Anteils ist allerdings erneut konsequent
hoch und die Pearson-Korrelation zwischen Gesamt-Score und PLPpartsteric-Score-
Anteil liegt potenzialweise zwischen 0,67 und 0,82.
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Insbesondere in Anbetracht der Veranschaulichungen in Abbildung 74 und Abbildung 75
(Seite 119 bzw. 120) ist davon auszugehen, dass die verwendeten Potenzialvarianten keine
wesentlichen Anderungen der resultierenden Docking-Posen zur Folge haben, deren
Ursache die Potenzialvarianten selbst sind. Die durchgefuhrten Parametervariationen von
E.,, und E_, mit Werten im Intervall [-2; 0] gelten als realistischer Wertebereich, da andere
Wechselwirkungen mit Werten in demselben Bereich modelliert werden. Der entsprechende
Parameterwert E flr Wasserstoffbriickenbindungen ist -1,0, fur polar-unpolare Atomkontakte
-0,1, fur Metallkoordination -0,4 und fiur repulsive Wechselwirkungen +0,1 (Definition der
Wechselwirkungen jeweils entsprechend Korb et al., 2009, 2’).

Die Kolmogorov-Smirnov-Tests zur Unterscheidung von Distanzverteilungen unter
verschiedenen Potenzialvarianten sind bei unabhangigen Docking-Experimenten nicht
schlissig. Vielfach existieren p-Werte tber 0,8, aber ohne erkennbare Regelmafigkeit sind
auch haufig p-Werte unter 0,1 anzutreffen. Eine Erklarung fir dieses Verhalten kann in der
Kolmogorov-Smirnov-Methode selbst liegen: Bei den Experimenten mit unabh&ngigem
Docking ist die Anzahl der Docking-Posen im Vergleich zu diversitatsorientiertem Docking
gering. Das kann dazu fihren, dass der Kolmogorov-Smirnov-Test im Falle von
unabhangigem Docking identische Verteilungen als wahrscheinlicher beurteilt als bei groRen
Stichproben wie im Fall des diversitatsorientierten Docking.

Als eine Beschreibung wesentlicher Charakteristika hochrangiger Docking-Posen des (Z,2)-
Farnesylkations in der Bindetasche des ShBS-Modell Gber alle Potenzialvarianten hinweg
soll Abbildung 76 dienen. Die geometrische Positionierung des Liganden zwischen den drei
dargestellten Aminoséaureseitenketten macht deutlich, dass die realistische Modellierung von
Kation-r-Wechselwirkungen durch ein stlickweise lineares Potenzial limitiert ist. Die
Modellierung des (Z,Z2)-Farnesylkations mit zwei C.cat-Kohlenstoffatomen misste als
optimale Ausrichtung des Liganden zu Aromaten theoretisch eine etwa parallele Anordnung
der Ebenen der 11-Systeme zur Folge haben. Allerdings kdnnen andere Wechselwirkungen
diese Geometrie stéren — wie das Beispiel von Met763 zeigt — so dass keine Parallelitat zu
Stande kommt.

*.. DistanzenzuC.cat1
¥*.a DistanzenzuC.cat2

Abbildung 76: Ausschnitt aus der Top-Docking-Pose fur das Potenzial -0.4_-0.4 im Experiment
S (erstellt unter Benutzung von PyMOL). Das kationische Allylsystem ist aufgrund der Atom-
typdefinition in PLANTS planar (siehe Abbildung 19 B, Seite 52).
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Nicht gezeigte Darstellungen analog zu Abbildung 68 (Seite 111) Uber die Ergebnisse von
unabhangigem Docking zeigen sehr deutlich, dass nur sehr geringe geometrische
Abweichungen zwischen den Posen bestehen. Die wesentlichen Wechselwirkungen
entsprechen fast ausschlie3lich den in Abbildung 76 veranschaulichten. Dies bestéatigen
auch die durchgefihrten Cluster-Analysen zur Positionierung der flexiblen Aminosaure-
seitenketten und der kationischen Kohlenstoffatome des Liganden. Diese liefern dann
getrennte Cluster, wenn die Distanz aller funf flexiblen Koordinaten untereinander
(geometrisches Mittel von C.catl und C.cat2, Schwefelatom von Met763, Zentren der
aromatischen System von Tyr495, Tyr519 und Trp746) groRer als eine gegebene Distanz ist.
Diese Distanz wurde im Rahmen der Analysen in 1 A-Schritten von 15 A auf 1 A gesenkt.
Die Trennung in zwei Cluster erfolgt tber alle Potenzialvarianten hinweg fast ausnahmslos
beim Wechsel der Distanz von 6 A auf 5 A. Die beiden resultierenden Cluster liegen raumlich
meist eng beieinander (ohne Abbildung, beispielhafte Daten: A 29, Seite 227). Fir kleinere
Distanzen werden bis zu funf Cluster gebildet, die sich hauptsachlich in der Positionierung
des Prenylrestes fern des kationischen Allylsystems des (Z,Z2)-Farnesylkations
unterscheiden.

Die konsequente Positionierung des kationischen Teils des Liganden im Dreieck der Amino-
sauren Tyr495, Tyr519 und Trp746 ist unrealistisch, da die Diphosphathydrolyse am gegen-
Uberliegenden Ende der Bindetasche stattfindet und eine umgekehrte Positionierung des
Liganden herbeifihren wirde. Im Hinblick auf folgende Zyklisierungsschritte der enzym-
katalysierten Reaktion (siehe 0, Seite 84 ff.) sind Docking-Posen des (Z,Z)-Farnesylkations
interessant, in denen eine Vorpositionierung der allylischen Kationatome C.catl und C.cat2
parallel zur mittleren Doppelbindung des Farnesylrestes vorliegt. Solche Posen werden im
unabhangigen Docking nicht zurlickgegeben und im diversitatsorientierten Docking
signifikant schlechter bewertet (Daten nicht gezeigt). Eine Hauptursache fir die umgekehrte
Lage des Kkationischen Intermediats in der Bindetasche sind die summarisch sehr
vorteilhaften Wechselwirkungen zu den drei genannten Aminosauren. Die Scores dieser
Wechselwirkungen summieren sich tber mehrere aromatische Atome auf. Somit liefern sie
einen betraglich deutlich gréReren Score-Beitrag, als einfache polare und elektrostatische
Wechselwirkungen dies kénnten.
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Abbildung 77: Vergleich von Distanzverteilungen lGber ausgewéahlte (met-) Potenzialvarianten
der (potenziellen) Wechselwirkung zwischen C.catl und dem geometrischen Zentrum des Tr-
Systems von Tyr495 (Experiment R) — charakteristisches Beispiel fiir Score-relevante Inter-
aktionen

Als allgemeine Charakterisierung der Docking-Posen des (Z,Z)-Farnesylkations in die
ShSBS-Bindetasche dient Abbildung 73 (Seite 117). Dabei besteht fiur Score-relevante
Wechselwirkungen ebenso wenig wie fir Score-irrelevante Wechselwirkungen ein
monotoner Zusammenhang zwischen verwendeten Parameterwerten und gemessenen
Distanzen. Das verdeutlichen beispielhaft Abbildung 77 und Abbildung 78. In beiden Fallen
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handelt es sich um die Veranschaulichung der Distanzverteilungen der Wechselwirkungen
von C.catl mit den aromatischen Ringen von Tyrosinseitenketten. Deutlich tritt im Vergleich
beider Abbildungen der Score-Relevanz-Unterschied hervor. Tyr495 und Tyr519 wurden
beim Docking als flexibel behandelt, aber bereits das Potenzial -0.4_-0.4, welches die neu
modellierten Wechselwirkungen am wenigsten gegeniber den anderen Potenzialen
favorisiert, liefert konsistent die dreifache Erkennung des allylischen Kations entsprechend
Abbildung 76. Da sich in der Umgebung von Tyr519 keine Wechselwirkungspartner fir die
karbokationischen Atomen des Liganden befinden, die eine bessere Bewertung zur Folge
hatten, bleibt die Wechselwirkung zwischen den karbokationischen Atomen des Liganden
und Tyr519 Score-irrelevant.
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Abbildung 78: Vergleich von Distanzverteilungen Uber ausgewahlte (aro-) Potenzialvarianten
der (potenziellen) Wechselwirkung zwischen C.cat1 und dem geometrischen Zentrum des -
Systems von Tyr519 (Experiment R) — charakteristisches Beispiel fir Score-irrelevante Inter-
aktionen

Die Korrelationen der Parametervariation in den Experimenten R und S mit gemessenen
Distanzen und dem PLPpartsteric-Score-Anteil zeigen keine Hinweise darauf, dass
verschiedene Potenziale statistisch signifikant zu verschiedenen Docking-Posen fiihren
(siehe A 29, Seite 227 und A 31, Seite 230).
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4.3.6 Diskussion der Docking-Experimente und ihrer Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden umfangreiche Beschreibungen der Folgen der Verwendung
unterschiedlicher Potenzialvarianten fur das Docking karbokationischer Intermediate in
Terpensynthasebindetaschen vorgenommen. Die statistische Vorgehensweise ist hier
notwendig, um einerseits im Fall des unabhangigen Docking die Variabilitat der stochastisch
beeinflusst erzeugten Ergebnisse zu untersuchen und um andererseits gro3e Posenmengen
aus diversitatsorientiertem Docking analysieren zu konnen. Abgesehen von den
verwendeten Scoring-Funktion-Varianten gibt es im Docking kein objektives Maf3 dafir, wie
realistisch eine Docking-Pose ist. Uber verschiedene Docking-Programme hinweg gibt es
auch unterschiedliche Anspriche an die Qualitaten sinnvoller Docking-Posen. Das spiegelt
sich in zahlreichen Versuchen wider, Docking-Programme miteinander zu vergleichen
(beispielsweise 326:355-361425.426 ‘Dahej ist die Definition der angewendeten Vergleichskriterien
kritisch fur die Bewertung der Resultate.**>*"~*° Cole und Kollegen (*®) nennen unter
anderem folgende Herausforderungen, denen ein Vergleich von Docking-Programmen
standhalten sollte:

e Um Unterschiede in Anreicherungsraten beim Durchsuchen von Datenbanken und
bei der Erfolgsquote fir Posenvorhersagen mit Signifikanzen zu untermauern, sind
statistische Herangehensweisen notwendig.

o Einfache numerische Abstandsmalle wie RMSD miuissen sehr sorgfaltig interpretiert
werden und kénnen durch Wechselwirkungsmale und visuelle Ergebnisinspektion
erganzt werden.

o Testdatensatze haben Anforderungen beziglich ihrer Diversitat und Zuverlassigkeit
der Daten aus Laborexperimenten.

¢ Packungseffekte von aufgeklarten Kristallstrukturen kénnen eine Rolle in der
Zuweisung von Bindungsmodi spielen.

o Die Methode =zur Erzeugung von initialen Rezeptor-Ligand-Komplexen kann
drastische Auswirkungen auf die Docking-Ergebnisse haben.

e Fir einen fairen Vergleich muissen verschiedene Programme gleich komplexe
Probleme in vergleichbarer Zeit I6sen.

Korb et al. stellten am Beispiel von PLANTS fest, dass Scoring-Funktionen nur dann objektiv
bezliglich des Findens nativer Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungsgeaometrien miteinander
verglichen werden kénnen, wenn die Konformationserstellung bereits unter Verwendung der
entsprechenden Scoring-Funktion stattfindet.”** Cheng und Kollegen (***) definieren drei
Grol3en, um basierend auf experimentellen Ergebnissen Scoring-Funktionen zu vergleichen:
1. Docking Power: Fahigkeit, die Pose des Rontgenkristallstruktur-Komplexes aus einer
computergenerierten Auswahl von Rezeptor-Ligand-Posen herauszufinden
2. Ranking Power: Fahigkeit, verschiedene Liganden, die am gleichen Rezeptor binden,
auf der Basis der bekannten Bindemodi entsprechend ihrer Bindeaffinitat zu ordnen
3. Scoring Power: Fahigkeit, Scores zu berechnen, die bei bekannten Rezeptor-Ligand-
Komplexen (vorzugsweise linear) mit experimentell ermittelten Bindeaffinitaten
korrelieren

Fur die in der vorliegenden Arbeit angestellten Untersuchungen kommen jedoch die Kriterien
nach Cheng et al. fir die Auswertung nicht in Frage, weil weder Bindeaffinitaten fur Inter-
mediate bekannt sind, noch experimentelle Rezeptor-Ligand-Strukturen existieren. Die
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komparativen statistischen Analysen der modellierten Wechselwirkungen sind ein Beispiel
fur den Versuch einer objektiven Beschreibung des Verbesserungspotenzials von Scoring-
Funktionen.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Docking-Experimente zeigen geringe
Auswirkungen auf die Positionierung des intermediaren Kations in den resultierenden Posen
unter Variation der Scoring-Funktion. Verschiedene Schwachpunkte der benutzten
Modellierung wurden identifiziert:

e Sinnvolle Geometrien werden durch ein einfaches abstandsabhéngiges Potenzial mit
breitem Distanzbereich, in dem die Wechselwirkung als optimal bewertet und keine
Differenzierung ermoglicht wird, nicht konsistent geliefert.

e Summation der Score-Anteile Uber aromatische Atome und ausreichendes Sampling
fihren zu geringer Variabilitat in der Positionierung der kationischen Kohlenstoff-
atome.

o Diversitatsorientiertes und erschdopfendes Docking vergrofR3ern den Posenraum, der
im Sampling ausgewahlt wird. Die zusatzlichen Posen werden aber schlechter
bewertet als die meisten Posen aus unabhéngigem Docking.

o Die Flexibilitat ausgewahlter Aminosauren kann zur Bevorzugung oder Benach-
teiligung von Wechselwirkungen des Liganden mit diesen gegenulber starren Amino-
saureseitenketten fuhren.

e Trotz Parametervariation in relevanten Intervallen sind weder signifikante Geometrie-
noch Scoring-Unterschiede auszumachen.

Eine Herausforderung an das Docking von karbokationischen Intermediaten in Terpen-
synthasebindetaschen ist die Homogenitat der Liganden bezuglich der Atomtypisierung.
Abgesehen von den kationisch modellierten Kohlenstoffatomen sind kaum spezifische
Wechselwirkungen mdglich, da alle anderen Kohlenstoffatome in PLANTS gleich behandelt
werden und lediglich sterische Verhéltnisse bzw. die Rotierbarkeit von Bindungen Einfluss
haben konnen. Dabei spielt auch die flexible oder starre Handhabung der Aminosauren
wahrend des Docking eine erhebliche Rolle. Uber Seitenketten hinaus ist auch fur Terpen-
synthasen bekannt, dass bei Substratbindung wesentliche Konformationsédnderungen im
Enzym auftreten, welche zu einer starken Wechselwirkung mit dem Substrat fihren.**#* Die
Benutzung des Homologiemodells als Rezeptor kann jedoch als gute Repréasentanz fur die
substratbindende Konformation der Bindetasche angesehen werden, weil das Homologie-
modell auf einer experimentell aufgeklarten Proteinstruktur mit gebundenem Liganden
beruht. PLANTS behandelt zyklische Strukturen als starr, so dass das a-Terpinylkation nur
eine frei drehbare Bindung als Freiheitsgrad besitzt. Ein zusétzliches Konformations-
Sampling vor dem Docking kann diesen Umstand beheben. Die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Analysen zielten jedoch auf die Unterschiedlichkeit von Geometrien und
Interaktionen bei verschiedenen Potenzialvarianten, so dass die konkrete Konformation des
Liganden eine untergeordnete Rolle spielte.

Es wurde gezeigt, dass es statistisch keine wesentlichen Unterschiede zwischen Geometrien
aus unterschiedlichen Potenzialvarianten gibt. Dies beweist nicht, dass es kein geeignetes
Potenzial fur die Widerspiegelung der neu modellierten Wechselwirkungen gibt, weil weder
eine vollstandige Durchsuchung des Parameterraumes erfolgte, noch andere Potenzial-
formen probiert wurden. Konkrete Ubergangszustandskonformationen —auch starr — zu
docken kann trotzdem sinnvoll sein, wenn man an Geometrievorschlagen fir die relative
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Anordnung von Rezeptor und Ligand interessiert ist. Jedoch muss man sich in solchen
Fallen bewusst sein, dass die Bewertung durch eine Scoring-Funktion keine Wider-
spiegelung der realen Bindungsenergetik (weder freie Bindungsenergie noch Rezeptor-
Ligand-Wechselwirkungsenergie) leisten kann, weil die zugrunde liegenden Naherungen mit
Fehlern in GréRenordnungen behaftet sind, die eine Differenzierung verbieten.?>":268404433
Die aktuellen Scoring-Funktionen werden im Allgemeinen als verbesserungswirdig
angesehen.?®9?702873%  ynzyreichendes Sampling durch mangelhafte  Flexibilitats-
modellierung ist ein weiterer Nachteil von Docking-Programmen. Es stellt sich die Frage, ob
es im Rahmen virtuellen Screenings notwendig ist, globale Optima flr Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkungen zu finden. Fur Untersuchungen zur Positionierung intermediarer
Liganden — wie in dieser Arbeit — scheint eine solche Herangehensweise sinnvoll, wenn die
Ligand-Eigenschaft gegeben ist. Ist aber, wie bei virtuellem Screening, nicht bekannt, ob ein
Molekil an den Rezeptor bindet oder nicht, dann sollten auch entropische Terme und (De-)
Solvatationsenergien in die Betrachtung einbezogen werden, welche schwierig zu
modellieren sind.?®"?7%32733% Bezjiglich der Weiterentwicklung von molekularem Docking
scheint eine dreiteilige Spezialisierung bezlglich unterschiedlicher Zwecke sinnvoll, wie sie
von Huang et al. vorgestellt wurde (*?°, siehe Seite 27): Geometrievorhersage, Affinitats-
vorhersage und virtuelles Screening. Zusatzlich zu diesem sehr niitzlichen Ansatz ist eine
realistischere Beschreibung des Begriffes ,Bindemodus® sinnvoll. Wahrend auch mit dem
Wort ,Proteinmodell® oft nur eine konkrete Molekilkonformation gemeint ist, ware es
hilfreich, eine Beschreibung zu entwickeln, welche der Flexibilitdit molekularer Strukturen
gerecht wird. Dies hatte auch Implikationen fir die Sampling-Algorithmen zukinftiger
Docking-Programme, welche Ensembles von Rezeptorkonformationen durchsuchen
mussten.

Die prasentierten Daten weisen flir die Optimierung intermolekularer Interaktionen und die
Berechnung von Wechselwirkungsenergien in Richtung von Methoden, welche Uber die
einfache Struktur von Kraftfeldern hinausgehen und folgende Effekte besser bzw. Uberhaupt
erst modellieren:

e intra- und intermolekulare Polarisierung
e Orbitalwechselwirkungen

¢ Umfassendes Sampling von Ligand- und Rezeptorkonformationen (inkl. Proteinriick-
grat)

Diese Punkte sind nur mit wenigstens semiempirischen Berechnungsmethoden zu
adressieren, welche fur Systeme der GroRRe der meisten Enzymbindetaschen unpraktikabel
lange Rechenzeiten bendtigen. Die Herausforderungen, welchen sich die wissenschatftliche
Gemeinschaft im Bereich des molekularen Docking widmen muss, um statt Wechsel-
wirkungsenergien Bindeaffinitditen zu berechnen, sind noch weitaus komplexer, denn sie
umfassen die ausreichend genaue Modellierung von Solvatations- und Desolvatations-
effekten sowie entropischen Energiebeitragen (siehe zum Beispiel 27533939943 yng
insbesondere die Ubersichtsartikel von Pons et al., “** und Meng et al., **).

Kraftfeldmethoden und Docking an Terpensynthasen zur Erklarung der Produktspezifitat sind
ein sehr geeignetes Testsystem fir theoretische Methoden, weil diese experimentelle
Resultate widerspiegeln kénnen muissen, um als zweckmafiig gelten zu kénnen. Auf der
Basis von Homologiemodellierung, molekularem Docking, quantenmechanischen
Berechungen und detaillierten Vergleichen wurden fir die KSL-Enzyme wesentliche Grund-
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steine fur biochemische Experimente zur Charakterisierung der Produktbildung in dieser
Enzymgruppe gelegt. Allgemein hat das Zusammenspiel von Rechen- und Labor-
experimenten fur Terpensynthasen eine hervorgehobene Bedeutung, da sie als Parade-
beispiel fir fein modulierte Enzymkatalysen gelten konnen. Diese fordern sowohl
experimentell als auch theoretisch anspruchsvolle Untersuchungen fir ein umfassendes
Verstandnis der beteiligten Prozesse.

4.4 Schlussfolgerungen und Stellungnahme zu den in der
Zielstellung aufgeworfenen Fragen

¢ Inwiefern kann molekulares Docking benutzt werden, um Intermediate einer enzym-
katalysierten Reaktion sinnvoll in die Proteinbindetasche einzupassen?

Es mangelt an einer abgeschlossenen Beschreibung intermolekularer Wechselwirkungen,
die realistisch genug ist, um die relevanten Wechselwirkungen differenziert zu modellieren.
Auch wenn das Sampling durch unvollstdndige Flexibilitatsbetrachtung nicht perfekt ist,
scheint die Entwicklung geeigneter Scoring-Funktionen fir molekulares Docking die groRere
Herausforderung zu sein.

e Konnen aus Docking-Experimenten Vorschlage zu Ubergangszustianden und deren
Stabilisierung wahrend der enzymatisch katalysierten Reaktion abgeleitet werden?

Ja, allerdings ist deren Bewertung nicht sehr vertrauenswiirdig, weil die intermolekularen

Wechselwirkungen mit kraftfeldbasierten Methoden nicht prézise und vollstdndig genug

modelliert werden. Eine explizite Nachbetrachtung mit quantenchemischen Methoden wird

empfohlen, ist aber in vielen Fallen durch die GrolRe des molekularen Systems heraus-

fordernd.

e Ist das Docking von Intermediatstrukturen ein geeignetes Verfahren, um Inhibitoren zu
finden?

Intermediatstrukturen, die Ubergangszustanden &hneln, sollten starke Wechselwirkungen mit
dem Rezeptor haben. Docking ist hier allerdings nur eingeschrankt nitzlich, namlich dann,
wenn die verwendete Scoring-Funktion die relevanten Wechselwirkungen gut modelliert und
dabei entropische Energiebeitrdge sowie Solvatationsenergien ausreichend prazise
modelliert werden oder keine Rolle spielen.

e Wie wird die Produktbildung in den ausgewéhlten KSL-Enzymen moduliert? Was sind die
Ursachen fir unterschiedliche Produkte in Enzymen, die sich in Primar- und Tertiar-
struktur ahneln?

KSL-Enzyme modulieren die Produktbildung durch zusammenwirkende Faktoren:
a) Formgebung des hydrophoben Teils der Bindetasche zur Substratselektion

b) Flexibilitait der Bindetasche zur Steuerung der Produktbildung (involviert auch
periphere Aminoséauren und benachbarte Sekundarstrukturelemente)

c) Differenzierte Stabilisierung von Intermediaten
d) Modulation der Zuganglichkeit reaktiver Konformationen
e) Bereitstellung bzw. Zuganglichkeit basischer Gruppen zur Protonabstraktion
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Die hydrophobe Bindetasche von Terpensynthasen ist somit weit mehr als nur ein
abgeschlossener Reaktionsraum.®2?***% Die Vielzahl und Komplexitat der einfluss-
nehmenden Faktoren und auch deren Zusammenspiel verdeutlichen, dass KSL-Enzyme
evolutionar hochspezialisiert sind. Noch zahlreiche und grundliche Untersuchungen werden
notwendig sein, um die Produktbildung in Terpensynthasen vollstandig zu verstehen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Terpenoide sind eine aullerst diverse Naturstoffklasse, deren Vertreter oft Uber komplexe
Kohlenstoffgertste verfligen. Viele dieser Substanzen sind unter anderem fir Anwendungen
in der Pharmazie oder der Geruchs- und Geschmacksstoffindustrie interessant. Terpen-
synthasen sind an ihrer Biosynthese beteiligt. Prenyltransferasen sind fur die Ubertragung
von Prenylresten auf andere Moleklle verantwortlich. Beide Enzymklassen gemeinsam
bilden die Grundlage einer breiten chemischen Diversitat, die in zahlreichen metabolischen
Prozessen Informationen vermittelt. Uber ein tieferes Verstandnis der involvierten
Katalyseprozesse ist es moglich, diese Enzyme fiur biotechnologische Anwendungen gezielt
auszuwahlen, zu modifizieren und nutzbar zu machen. Die vorliegende Arbeit befasst sich
mit der Modellierung von Prenyltransferasen und Terpensynthasen und dem molekularen
Docking von Reaktionsintermediaten. Sie gliedert sich in drei Teile.

Zunachst wurden Homologiemodelle fiir die sieben DMAPP:AMP/ADP/ATP-Transferasen
AtIPT1 und AtIPT3 bis AtIPT8 aus Arabidopsis thaliana erstellt. Anhand dieser Modelle
wurde der aus der Literatur bekannte Reaktionsmechanismus nachvollzogen. Ein virtuelles
Screening lieferte zahlreiche Vorschlage fir potenzielle Liganden dieser Enzyme. Auf
Grundlage dieser Ergebnisse wurden 17 potenzielle Inhibitoren zur weiteren Untersuchung
ausgewahlt. Diese wurden von Kooperationspartnern chemisch synthetisiert und
anschlieRend am Enzym AtIPT1 auf ihre Aktivitdt getestet. Auf diese Weise wurden sechs
Substanzen mit geringer inhibitorischer Potenz (300 uM < ICs, < 1000 pM) identifiziert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden fir die vier Kaurensynthase-ahnlichen Enzyme

¢ ent-Kaurensynthase aus Arabidopsis thaliana

e cis-Abienolsynthase aus Nicotiana tabacum

e Santalen- und Bergamotensynthase aus Solanum habrochaites
e [B-Phellandrensynthase aus Solanum lycopersicum

Homologiemodelle erzeugt. Mit molekularem Docking wurden Substratstrukturen in den
Modellen positioniert. An den Enzym-Ligand-Komplexen werden Aspekte der jeweiligen
Enzymkatalyse differenziert und vergleichend erdrtert. Ergdnzend zu den Modellierungen der
Kaurensynthase-ahnlichen Enzyme wurden quantenchemische Berechnungen in Gasphase
durchgefuhrt. Die Ergebnisse dieser Kalkulationen zeigen, dass intermedidre Kationen
wahrend der Enzymkatalyse stark attraktive Wechselwirkungen mit den freien Elektronen-
paaren der Schwefelatome von Methioninseitenketten eingehen kénnen. Gleiches gilt fir die
Interaktionen der kationischen Intermediate mit den 11-Systemen aromatischer Aminosauren.

Weitere quantenchemische Gasphase-Berechnungen zur Produktbildung in dem Multi-
produktenzym Santalen- und Bergamotensynthase beweisen, dass dieser Prozess fein
moduliert wird. Unterschiedliche Positionierungen von Reaktionsintermediaten in der Enzym-
bindetasche fuhren zur Bildung verschiedener Produkte. Auf der Basis der durchgefiihrten
Modellierungen wurden fiir die Santalen- und Bergamotensynthase und die cis-Abienol-
synthase Mutationsvorschlage unterbreitet, um die Funktion einzelner Aminoséuren der
Substratbindetaschen aufzuklaren und beide Enzyme schrittweise funktionell ineinander zu
Uberflihren. Zielgerichtete Mutagenesen und anschlieBende Aktivitatstests wurden durch
Kooperationspartner durchgefiihrt. Sie liefern ein differenziertes Bild der Aktivitaten der
Einfachmutanten der Santalen- und Bergamotensynthase und der cis-Abienolsynthase. Die
Produktspektren beider Enzyme werden im Kontext der Proteinmodelle diskutiert.
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Der dritte Teil der Arbeit hat die Modulation des Produktspektrums der Santalen- und
Bergamotensynthase durch Wechselwirkungen von Liganden mit der Substratbindetasche
zum Thema. Es wurde untersucht, ob molekulares Docking von kationischen Intermediaten
der Enzymreaktionen Aufschluss uber deren Positionierungen in den jeweiligen Substrat-
bindetaschen geben kann. Zu diesem Zweck wurde das Docking-Programm PLANTS um die
Modellierung spezifischer Wechselwirkungen zwischen den intermediaren Kationen und
bestimmten Rezeptoratomen erweitert. Diese Rezeptoratome umfassen Schwefelatome von
Methioninseitenketten und aromatische Kohlenstoffatome. In umfangreichen Docking-
Experimenten von Reaktionsintermediaten in die bekannte Struktur der Mentha spicata
Limonensynthase und die modellierte Struktur der Santalen- und Bergamotensynthase
wurden die neu modellierten Interaktionen untersucht. Unter Verwendung statistischer
Methoden werden die Folgen der Verwendung unterschiedlicher Potenzialvarianten fur die
neu implementierten Wechselwirkungen dargelegt. Dabei werden sowohl geometrische
Grollen als auch Terme der Bewertungsfunktion von Docking-Posen analysiert. Die
Analysen zeigen, dass die randomisierte Posengenerierung in PLANTS einen gro3eren
Einfluss auf die Bewertung der Docking-Posen hat als die durchgefihrte Variation der
verwendeten Potenziale. Statistisch untermauert resultiert, dass es nicht sinnvoll ist, einzelne
Kraftfeldparameter flr molekulares Docking zu optimieren, ohne weitere wesentliche
Aspekte intermolekularer Wechselwirkungen zu modellieren. Dazu gehéren Rezeptor-
flexibilitat, Entropie und Solvatation.

Die theoretischen Betrachtungen in dieser Arbeit schliel3en aus, dass die Mechanismen der
Produktbildung in  Terpensynthasen durch Docking oder quantenmechanische
Berechnungen allein erklart werden kdénnen. Vielmehr ist hierflir eine integrierte Betrachtung
der Enzym-Ligand-Wechselwirkungen notwendig, die Molekulorbitale modelliert und den
umfangreichen Konformationsraum realitatsnah abbildet.
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A 1 Aminoséauresequenzen der AtIPT

Im Folgenden sind die Aminosauresequenzen der neun annotierten Isopentenyltransferasen
aus Arabidopsis thaliana im fasta-Format aufgelistet:

> ATIPTI1
MTELNFHLLPITISDRFTTTTTTSPSESSHSSSSSSLLSEFTKRRRKHQPLVSSIRMEQSRSRNRKDKVVVILGATG
AGKSRLSVDLATREFPSEIINSDKIQVYEGLEITTNQITLODRRGVPHHLLGVINPEHGELTAGEFRSAASNVVKE
ITSROKVPITIAGGSNSEVHALLAQRFDPKFDPFSSGSCLISSDLRYECCFIWVDVSETVLYEYLLRRVDEMMDSG
MFEELSREFYDPVKSGLETRFGIRKAIGVPEFDGYFKEYPPEKKMIKWDALRKAAYDKAVDDIKRNTWTLAKRQVK
KIEMLKDAGWEIERVDATASFKAVMMKSSSEKKWRENWEEQVLEPSVKIVKRHLVQON

>ATIPT2
MMMLNPSNGGIEGEKMKKKAKVVVIMGPTGSGKSKLAVDLASHEFPVEIINADAMQIYSGLDVLTNKVTVDEQKGV
PHHLLGTVSSDMEFTARDFRDEFTVPLIEEIVSRNHIPVLVGGTHYYIQAVVSKFLLDDAAEDTEECCADVASVVD
ODMVVESVFGRDDLSHGYELLKELDPVAANRIHPNNHRKINQYLSLHASRGVLPSKLYQGKTAENWGCINASRED
YCLICMDAETAVLDRYVEQRVDAMVDAGLLDEVYDIYKPGADYTRGLRQSIGVREFEDFLKIHLSETCAGHLTSL
SNDDKVMKENLRKILNEFPKDDKLRIMLEEAIDRVKLNTRRLLRROQKRRVSRLETVEFGWNIHYIDATEYILSKSEE
SWNAQVVKPASEIIRCFLETETESGRDPTSGKSIERDLWTQYVCEACGNKILRGRHEWEHHKQGRTHRKRTTRHK
NSQTYKNREVQEAEVN

>AT1PT3
MIMKISMAMCKQPLPPSPTLDFPPARFGPNMLTLNPYGPKDKVVVIMGATGTGKSRLSVDIATRFRAEIINSDKI
QVHQGLDIVTNKITSEESCGVPHHLLGVLPPEADLTAANYCHMANLSIESVLNRGKLPIIVGGSNSYVEALVDDK
ENKFRSRYDCCEFLWVDVALPVLHGEVSERVDKMVESGMVEEVREFFDESNSDYSRGIKKAIGFPEFDREFRNEQFE
LNVEDREELLSKVLEEIKRNTFELACROQREKIERLRKVKKWSIQRVDATPVEFTKRRSKMDANVAWERLVAGPSTD
TVSRFLLDIASRRPLVEASTAVAAAMERELSRCLVA

>ATIPT4
MKCNDKMVVIMGATGSGKSSLSVDLALHFKAEIINSDKMQFYDGLKITTNQSTIEDRRGVPHHLLGELNPEAGEV
TAAEFRVMAAEATISEITQRKKLPILAGGSNSYIHALLAKSYDPENYPESDHKGSICSELKYDCCFIWIDVDQSVL
FEYLSLRLDLMMKSGMFEETIAEFHRSKKAPKEPLGIWKAIGVQEFDDYLKMYKWDNDMDKWDPMRKEAYEKAVRA
IKENTFQLTKDQITKINKLRNAGWDIKKVDATASFREAIRAAKEGEGVAEMORKIWNKEVLEPCVKIVRSHLDQP
INYYYYYFYLLKRFLSLN

>ATIPTS
MKPCMTALRQVIQPLSLNFQGNMVDVPEFFRRKDKVVEVMGATGTGKSRLAIDLATRFPAEIVNSDKIQVYKGLDI
VINKVTPEESLGVPHHLLGTVHDTYEDFTAEDFQREAIRAVESIVQRDRVPITIAGGSNSYIEALVNDCVDFRLRY
NCCFLWVDVSRPVLHSFVSERVDKMVDMGLVDEVRRIFDPSSSDYSAGIRRAIGVPELDEFLRSEMRNYPAETTE
RLLETATIEKIKENTCLLACRQLOKIQRLYKQWKWNMHRVDATEVFLRRGEEADEAWDNSVAHPSALAVEKFLSYS
DDHHLEGANILLPEISAVPPLPAAVAAISR

>ATIPTO
MOQLMTLLSPPLSHSSLLPTVTTKEFGSPRLVTTCMGHAGRKNIKDKVVLITGTTGTGKSRLSVDLATRFFPAETT
NSDKMQOIYKGFEIVINLIPLHEQGGVPHHLLGOQFHPODGELTPAEFRSLATLSISKLISSKKLPIVVGGSNSENH
ALLAERFDPDIDPEFSPGSSLSTICSDLRYKCCILWVDVLEPVLEFQHLCNRVDOMIESGLVEQLAELYDPVVDSGR
RLGVRKTIGVEEFDRYFRVYPKEMDKGIWDLARKAAYEETVKGMKERTCRLVKKQKEKIMKLIRGGWEIKRLDAT
AAIMAELNQSTAKGEGKNGREIWEKHIVDESVEIVKKFLLEV

>ATIPT7
MKFSISSLKQVQOPILCEFKNKLSKVNVNSFLHPKEKVIFVMGATGSGKSRLATIDLATREFQGEIINSDKIQLYKGLD
VLTNKVTPKECRGVPHHLLGVFDSEAGNLTATQYSRLASQAISKLSANNKLPIVAGGSNSYIEALVNHSSGFLLN
NYDCCFIWVDVSLPVLNSFVSKRVDRMMEAGLLEEVREVENPKANYSVGIRRAIGVPELHEYLRNESLVDRATKS
KMLDVAVKNIKKNTEILACRQLKKIQRLHKKWKMSMHRVDATEVFLKRNVEEQDEAWENLVARPSERIVDKEYNN
NNQLKNDDVEHCLAASYGGGSGSRAHNMI

>ATIPTS

MONLTSTEVSPSMIPITSPRLRLPPPRSVVPMTTVCMEQSYKQKVVVIMGATGSGKSCLSIDLATRESGEIVNSD
KIQFYDGLKVTTNOMSILERCGVPHHLLGELPPDDSELTTSEFRSLASRSISEITARGNLPITAGGSNSFIHALL
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VDRFDPKTYPEFSSETSISSGLRYECCELWVDVSVSVLFEYLSKRVDOMME SGMFEELAGEFYDPRYSGSAIRAHGT
HKTIGIPEFDRYFSLYPPERKQKMSEWDQARKGAYDEAVQEIKENTWRLAKKQIERIMKLKSSGWDIQRLDATPS

FGRSSREIWDNTVLDESIKVVKRFLVKDKV

>ATIPTY

MVIGSGVEFLTRTCYLRLOPPSLVLRRRFCAATTACSVPLNGNKKKKSEKEKVIVISGPTGAGKSRLAMELAKRLN
GEIISADSVQVYKGLDVGSAKPSDSDRKVVPHHLIDILHPSQDYSVGQFYDDGROQATKDILNRGRVPIVTGGTGL
YLRWEMYGKPDVPKPSPEVIAEAHDMLVGFQTEYNWDAAVELVVNAGDPKASSLPRNDWYRLRRSLEILKSTGSP
PSSFRIPYDSFRVNLVAPDADDFLEDGSSADISIQONIETDLDYDFLCFFLSSPRVALYRSIDFRCEDMLSGPNGV
LSEARWLLDLGLLPNSNPATRAIGYRQAMEYLLOQCRRYEGESSPREFYAFLNKFQTASRNFAKROMTWERCEPMY
HWLNASKPLDSILQCIYDAYESEAEMVEIPESLRMSKDVRDSREASELKGYRSKNRREDCSSVLEWIRSEGCKSE

ASCVESAIA

A 2 Paarweise Sequenzidentitat der AtIPT und sechs potenzieller Template-

Strukturen

1 2 3 4 5 & 7 a = 10 11 12
1: 1ENQ. A 7.3 . 10.6 4.0 6.0 5.7 4,7 5.4 7.9 5.1 7
2% 2JAQ. A4 8.6 8.7 4.5 4.0 7.9 7.8 3.9 7.1 g.2 6.4 7
i Z20GN.A 12.0 13.7 1z.1 6.4 42,1 21.3 2Z0.6 22.0 Zz23.3 23.0 21
4: 2¥TE5. 4 4.0 1.5 2.5 1.2 2.1 3.4 2.9 3.0 d.1 3.3 2
L: ZEEG. L 7.4 6.3 6.5 6.1 9.4 10.1 6.2 Q.2 8.5 7.6 10
B: S3D3Q.A 13.1 13.2 44,4 10.6 Q.7 20.7 16.7 Z0.2 z4.5 Z2.1 17
7: ACIPT1 13.7 13.7 23.6 158.2 0.2 21.8 1.9 40.2 5i1.9 37.6 43
G: ACIPTZ2 12.6 a.8 29.8 16.7 g.8 2:2.9 24.6 23.5 27.0 30.0 24
9: AtIFTS 10.3 i1.7 23.0 15.:Z 9.4 z0.0 37.8 17.0 38.1 42.7 37
10: AcIPT4H 14.3 12.7 23.0 15.2 8.2 22.9 46.2 18.5 36.0 33.3 40
11: AtIPTES 11.4 10.2 23.6 16.7 7.6 21.5 34.7 Z1.:Z 43,8 3J4.6 3z
12: AcIPTH 14.9 12.2 23.3 15.2 10.6 17.1 46.8 17.6 38.1 43.7 33.6
13: AtLIPT?Y 12.0 10.2 21.1 1&8.2 g.2 20,9 35.0 19.3 44,0 3I6.2 53.6  3Z.
14: AcIPTS 14.3 11.7 22.0 19.7 10.6 20.9 52.1 1.2 41.1 49,7 36.7 47,
15: AtLIPTS 13.7 10.2 23.9 10.¢6 0.9 2z2.1 17.6 16,5 17.6 17.9 18.2 17.

Der Wert in Spalte i, Zeile j entspricht der Zahl identischen Aminoséauren
beiden Sequenzen i und j geteilt durch die Ladnge der Sequenz j; erstellt
Protein Align 2009.11, Standardoptionen (Substitutionsmatrix: BLOSUMG62).

13 14 15
.6 6.4 7.6 3.2
] 6.4 7.3 4.6
L2 20,7 21.5 16.8
.9 3.6 3.9 1.5
-2 .2 10.6 7.8
.0 Z1.6 21.5 16.3
.8 3§.0 546.4 13.7
.0 27.4 26.7 16.8
.4 45.0 41.3 1zZ.9
.6 35.0 47.9 1Z.4
.3 53.8 36.7 13.1

33.7 49.1 12.9
5 7.0 12.9
4 37.1 12.9
3 17.9 17.9

im Alignment der
mit MOE 2011.10,

A 3 ProSA-web: z-Score-Darstellungen und empirisches Potenzial fur AtIPT

Modell |Lage des z-Score gegeniiber Réntgen- | Empirisches Potenzial, berechnet mit
kristall- und NMR-Strukturen jeweils den FenstergréRen 10 und 40
AtIPT1
3
X-ray — window size 10
m NMR — window size 40
2
g
E o
| g1
LI 1 ¥
-15 -2
—205 200 400 600 800 1000 X N
Number of residues Sequence position
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Modell | Lage des z-Score gegeniber Réntgen- | Empirisches Potenzial, berechnet mit
kristall- und NMR-Strukturen jeweils den FenstergréfRen 10 und 40
AtIPT3
X-ray — window size 10
W NMR = window size 40
>
=4
2
@
3
2
@
o
ks
- :
) I 5
1
=15
-20
0 200 400 600 800 1000 .
Number of residues Sequence positian
AtIPT4
Xray — window size 10
= NMR — window size 40
g
@
T
7
2
@
o
3
g
' <
1
-15
-20
0 200 400 600 800 1000 -
Number of residues Sequence position
AtIPTS
X-ray — window size 10
= NMR — window size 40
>
=4
2
@
|
Lo 3
| g
o 'ii b
. [=]
| o 1 i Z
=15
-20
0 200 400 600 800 1000 -
Number of residues Sequence position
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Modell | Lage des z-Score gegentiber Rontgen- | Empirisches Potenzial, berechnet mit
kristall- und NMR-Strukturen jeweils den FenstergréRen 10 und 40
AtIPT6
3
X-ray — window size 10
mam NMR — window size 40
2
=
=
2
3
b
@
o
ks
- :
.. ! <
1
-15
=20
0 200 Nuqn?t?er of resﬁi?fjes 800 1000 Sequence position
AtIPT7
3
X-ray — window size 10
. NMR = window size 40
2
=
. =
I 3
] "_i &
: ]
1i £
2
¥ I - . | : ]
-15
_200 200 400 600 800 1000 i
Number of residues 5equence position
AtIPT8
3
X-ray — window size 10
. NMR = window size 40
2
&
2
| 3
Al 3
.00 2
|} ]
o1i _g
- i <
{ : i
-15
_200 200 400 600 800 1000 i
Number of residues Sequence position
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Modell | Lage des z-Score gegeniber Réntgen- | Empirisches Potenzial, berechnet mit
kristall- und NMR-Strukturen jeweils den FenstergréfRen 10 und 40

Temp

X-ray — window size 10
s NMR — window size 40

I
{

Z-score

'||

-10}°

Knowledge-based energy

=15

-20

0 200 400 600 800 1000

Number of residues Sequence position

Die Zeile ,Temp“ beinhaltet die Diagramme fir die Template-Struktur, welche zur
Modellierung fur AtIPT3 bis AtIPT8 verwendet wurde.

A 4 Ramachandran-Diagramme der AtIPT-Modelle

Die folgende Tabelle zeigt die mit MOE erstellten Ramachandran-Diagramme mit einer
Darstellung von Aminosauren auferhalb der statistisch bevorzugten Bereiche in rot (mit
blauer Beschriftung, zur besseren Lesbarkeit extra aufgefuhrt; die Nummerierung bezieht
sich auf die absoluten Werte der Aminosauren im jeweiligen Modell):

Psi General Psi General
150 — — 180, -
150 \) - 150
120 TRP_310 120
4] : - %0
4] - L]
30 % - 30
i} - 4]
-30 ° . -30
-6l 5 . -6l
a0k [/_J = a0k -
-120 ) ° \ O - -120 y ,15%/ -
-150 - -150 .
S180 L [ L [ L I L I L S180 L 1 L i L A 1-1. 1 1
S150-120 90 a0 -3 O 30 60 90 120 150 180 S150-120 90 -60 -30 O 30 a0 90 120 150 180
Phi Phi
AtIPT1 — Ausreil3er: Trp310 AtIPT3 — Ausreil3er: Lys150, Arg155, Lys209
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General

T T T U T

TRP_249

1 1 JQL 1

T

1

-150-120 -90 -a0 -3 0 30 60 90 120 150 180

Phi

AtIPT4 — Ausreil3er: Trp249

General

1] 1 P B Y 0 I |

-150-120 -90 -60 -30 © 30 60 90 120 150 180

Phi

AtIPT5 — AusreilRer: keine

Psi General

120

-120

180 T T T \j T
=150

LEUT_,EE?

150
180 1 1 L0 JQL 1
-150-120 -90 a0 -30 O 30 &0 90 120
Phi

AtIPT6 — AusreilRer: Leu227

General

180 Pl T B

-150-120 90 60 -3 © 30 60 90 120 150 180

Phi

AtIPT7 — Ausreif3er: keine
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o (\\‘ \\q. =
1 Lo s by gy

-150-120 -90 -60 -30 0 30 60 90 120 150 180
Phi

AtIPT8 — Ausreil3er: Phel61, Trp290

A 5 Sequenz-Alignment der AtIPT-Modelle und ihrer beiden Template-
Sequenzen

001-060

IPT1 IRMEQSRSRNRKDKVVVILG LSVDLATR-FPSEIINS
IPT3 PNMLTLNPYGPKDKVVVIMG LSVDIATR-FRAEIINS
IPT4 -—-————-- MKCNDKMVVIMG LSVDLALH-FKAEIINS FYDGLKI
IPT5 GNMVDVPFFRRKDKVVEVMG LAIDLATR-FPAEIVNS VYKGLDI
IPT6 TCMGHAGRKNIKDKVVLITG LSVDLATREFFPAEIINS IYKGFEI
IPT7 SKVNVNSFLHPKEKVIEVMG LAIDLATR-FQGEIINS LYKGLD K

VYEGLEI
VHQOGLDI

K

IPT8 PMTTVCMEQSYKQKVVVI LSIDLATR-FSGEIVNS FYDGLK Q
22E7 ———————————= MLLHLIYGPTCSGKTDMAIQIAQE-TGWPVVALDRVQCCPQIATGSGR
3A8T —---——————- RKEKLLVLMGATGTGKSRLSIDLAAH-FPLEVINSDKMQOVYKGLDITTNK
061-120

FVHAL
YVEAL

IPT1 ITLODRRGVPHHLLGVINPEHGELTAGEFRSAASNVVKEITSRQKVPII
IPT3 ITSEESCGVPHHLLGVLPPE-ADLTAANYCHMANLSIESVLNRGKLPII
IPT4 STIEDRRGVPHHLLGELNPEAGEVTAAEFRVMAAEAISEITQRKKLPIL YIHAL
IPT5 VTPEESLGVPHHLLGTVHDTYEDFTAEDFQREAIRAVESIVQRDRVPII YIEAL
IPT6 IPLHEQGGVPHHLLGQFHPQODGELTPAEFRSLATLSISKLISSKKLPI FNHAL
IPT7 VTPKECRGVPHHLLGVFDSEAGNLTATQYSRLASQAISKLSANNKLPIV. IEAL
IPT8 MSILERCGVPHHLLGELPPDDSELTTSEFRSLASRSISEITARGNLPII IHAL
2ZE7 PLESELQSTRRIYLDSRPLTEGILDAESAHRRLIFEVDWRKS-EEGLILEGGSISLLNCM
3A8T ISVPDRGGVPHHLLGEVDPARGELTPADFRSLAGKAVSEITGRRKLPVLVGGSNSFIHAL
121-180

IPT1 LAQRFDPKF---DPFSS--GSCLISSDLRYECCFIWVDVS-ETVLYEYML

MDS -

IPT3 VDDKEN---————=--————————— KFRSRYDCCFLWVDVA-LPVLHGE VES—
IPT4 LAKSYDPEN---YPFSD--HKGSICSELKYDCCFIWIDVD-QSVLFE MKS -
IPTS5 VNDCV-=--———————————————— DFRLRYNCCFLWVDVS—-RPVLHS VDM—
IPT6 LAE-RFDPDIDPFSPGS--SLSTICSDLRYKCCILWVDVL-EPVLFQH IES-
IPT7 VNHSSG-—-—--——-—="=—"—==-————-— FLLNNYDCCFIWVDVS-LPVLNSE] MEA-
IPT8 LVD-RFDPK---TYPFS--SETSISSGLRYECCFLWVDVS-VSVLFE MES -
2ZE7 AKSPFW--—-—----—-———————————— RSGFQWHVKRLRLGDSDAFLTRAKQRVAEMFATIR

3A8T LVDRFDSSG---PGVFEEGSHSVVSSELRYDCCFLWVDVS-VKVLTDYLAKRVDDMLEL-
181-240

IPT1 ----GMFEELSRFYDPVKSGLETRE] -———- GVPEFDGYFKEYP---PEKKMIKWD
IPT3 ----GMVEEVREFFDFSNSDYSRGI-—----- GFPEFDRFFRNEQ-——-—----- FLNV
IPT4 ----GMFEEIAEFHRSKKAPKEP--——--- LGIW GVQEFDDYLKMYKWDNDM—-—--DKWD
IPTS ————GLVDEVRRIFDPSSSDYSAG. —————— GVPELDEFLRSEMR--—-—-—-—-- NYPA
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IPT6 ----GLVEQLAELYDPVVDSGRR-—---- LGV

IPT7 ----GLLEEVREVFNPKANYS-VGIR------

IPT8 ----GMFEELAGFYDPRYSGSAIR---AHGIH

2ZE7 EDRPSLLEELAELWNYPAARPILED--—-----

3A8T ----GMFDELAEFYSPEDEDHDEDSATRTGLRKAIGVPEFDRYFEKFRPGDVEGEDPGRD
241-300

IPT1 ALRKAAYDKAVDDIKRNEWTEAKROVKEIEMLKDA-GWEIERVDATASFKAVMMKSS---

IPT3 EDREELLSKVLEEIKRN@FE REBIERLRKVKKWSIQRVDATPVFTKRRSKM-——-—
IPT4 PMRKEAYEKAVRAIKENEBEQ ITHINKLRNA-GWDIKKVDATASFREAIRAAKEGE
IPT5 ETTERLLETAIEKIKENECL LONIORLYKQWKWNMHRVDATEVFLR-RGE--——--
IPT6 LARKAAYEETVKGMKEREC KERIMKLIRG-GWEIKRLDATAAIMAELNQSTAK-
IPT7 ATKSKMLDVAVKNIKKNM@E I LKRIORLHKKWKMSMHRVDATEVFLKRNVE-——---
IPT8 QARKGAYDEAVQEIKENMEW IERIMKLKSS-GWDIQRLDATPSFGRS——-—-—————
27ZE7 NIDAGRHVELIEAIANEYLEHALSQERDEFPQWP-—--———————————————————————
3A8T RVRRGAFEEAVRAIKENTCHLAKRQIGKILRLKGA-GWDLRRLDATESFRAAMT-SD---
301-338

IPT1 -SEKKWRENWEEQVLEPSVKIVKRHLVQON-—-—-—-——---—

IPT3 ----DANVAWERLVAGPSTDTVSRFLLDIASRRPLVE-
IPT4 GVAEMQRKIWNKEVLEPCVKIVRSHLDQPINYYYYYFY
IPT5 ----EADEAWDNSVAHPSALAVEKFLSY-SDDHHLEGA
IPT6 GEGKNGREIWEKHIVDESVEIVKKFLLEV---------—
IPT7 ----EQDEAWENLVARPSERIVDKEYNNNNQLKNDDV-
IPT8 ----- SREIWDNTVLDESIKVVKRFLVKDKV-—-—————
A O e

3A8T -SGEKCTEIWEKQVLEPSVKIVSRFLDE-—-—-——————-—

A 6 Aminosauresequenzen der vier KSL-Enzyme

Im Folgenden sind die Aminoséuresequenzen der vier KSL-Enzyme im fasta-Format
aufgelistet:

Arabidopsis thaliana ent-Kaurensynthase

>AtKS
MSINLRSSGCSSPISATLERRLDSEVQTRANNVSFEQTKEKIRKMLEKVELSVSAYDTSWVAMVPSPSSQNAPLE
PQCVKWLLDNQHEDGSWGLDNHDHQSLKKDVLSSTLASILALKKWGIGERQINKGLQFIELNSALVTDETIQKPT
GFDIIFPGMIKYARDLNLTIPLGSEVVDDMIRKRDLDLKCDSEKFSKGREAYLAYVLEGTRNLKDWDLIVKYQRK
NGSLEFDSPATTAAAFTQFGNDGCLRYLCSLLQKFEAAVPSVYPFDQYARLSIIVTLESLGIDRDFKTEIKSILDE
TYRYWLRGDEEICLDLATCALAFRLLLAHGYDVSYDPLKPFAEESGFSDTLEGYVKNTFSVLELFKAAQSYPHES
ALKKQCCWTKQYLEMELSSWVKTSVRDKYLKKEVEDALAFPSYASLERSDHRRKILNGSAVENTRVTKTSYRLHN
ICTSDILKLAVDDENFCQSIHREEMERLDRWIVENRLQELKFARQKLAYCYFSGAATLFSPELSDARISWAKGGV
LTTVVDDFFDVGGSKEELENLIHLVEKWDLNGVPEYSSEHVEIIFSVLRDTILETGDKAFTYQGRNVTHHIVKIW
LDLLKSMLREAEWSSDKSTPSLEDYMENAYISFALGPIVLPATYLIGPPLPEKTVDSHQYNQLYKLVSTMGRLLN
DIQGFKRESAEGKLNAVSLHMKHERDNRSKEVIIESMKGLAERKREELHKLVLEEKGSVVPRECKEAFLKMSKVL
NLFYRKDDGFTSNDLMSLVKSVIYEPVSLQEESLT

Nicotiana tabacum cis-Abienolsynthase

>NtABS cis-abienol synthase [Nicotiana tabacum]
MVLGLRSKITPLPDHKLGNIKLGSVTNAICHRPCRVRCSHSTASSMEEAKERIRETFGKIELSPSSYDTAWVAMV
PSRYSMNQPCFPQCLDWILENQREDGSWGLNPSHPLLVKDSLSSTLASLLALRKWRIGDNQVQORGLGFIETHGWA
VDNKDQISPLGFEITFPCMINYAEKLNLDLPLDPNLVNMMLCERELTIERALKNEFEGNMANVEYFAEGLGELCH
WKEMMLRORHNGSLFDSPATTAAALIYHQYDEKCFGYLNSILKLHDNWVPTICPTKIHSNLFLVDALONLGVDRY
FKTEVKRVLDEIYRLWLEKNEEIFSDVAHCAMAFRLLRMNNYEVSSEELEGEFVDQEHFFTTSSGKLMNHVAILEL
HRASQVATHERKDHILDKISTWTRNFMEQKLLDKHIPDRSKKEMEFAMRKEFYGTEFDRVETRRYTIESYKMDSFKIL
KAAYRSSGINNIDLLKFSEHDEFNLCQTRHKEELQOMKRWETDCKLEQVGLSQQYLYTSYFITAATLFEPEYADAR
LAYAKYATIIITAVDDFFDCFICKEELONITELVERWEGYSTVGFRSERVRIFFLALYKMVEETAAKAETKQGRCV
KDHLINLWIDMLKCMLVELDLWKIKSTTPSIEEYLSVACVTIGVPCFVLTSLYLLGPKLSKDVIESSEVSALCNC
TAAVARLINDIHSYKREQAESSTNMVSILITQSQGTISEEEATRQIKEMMESKRRELLGMVLONKESQLPQVCKD
LEWTTINAAYSTHTHGDGYRFPEEFKNHINDVIYKPLNQYSP
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Solanum habrochaites Santalen- und Bergamotensynthase

>gi 212727257 |gb|ACJ38409.1| santalene and bergamotene synthase [Solanum
habrochaites]
MIVGYRSTIITLSHPKLGNGKTISSNAIFQRSCRVRCSHSTPSSMNGFEDARDRIRESFGKVELSPSSYDTAWVA
MVPSKHSLNEPCFPQCLDWIIENQREDGSWGLNPSHPLLLKDSLSSTLACLLALTKWRVGDEQIK
RGLGFIETQSWAIDNKDQISPLGFEIIFPSMIKSAEKLNLNLAINKRDSTIKRALONEFTRNIEYMSEGVGELCD
WKEIIKLHQRONGSLFDSPATTAAALIYHQHDKKCYEYLNSILOQOHKNWVPTMYPTKIHSLLCLV
DTLONLGVHRHFKSEIKKALDEIYRLWQQOKNEQIFSNVTHCAMAFRLLRMSYYDVSSDELAEFVDEEHFFAISGK
YTSHVEILELHKASQLAIDHEKDDILDKINNWTRTFMEQKLLNNGFIDRMSKKEVELALRKEYTI
SDLAENRRCIKSYEENNFKILKAAYRSPNIYNKDLEIFSIRNFELCQAQHQEELQOQFKRWEFEDYRLDQLGIAERY
TIHDTYLCAVIVVPEPELSDARLLYAKYVLLLTIVDDQFDSFASTDECLNIIELVERWDDYASVGY
KSEKVKVFEFSTLYKSIEELVTIAEIKQGRSVKNHLLNLWLELVKLMLMERVEWFSGKTIPSIEEYLYVTSITFGA
RLIPLTTQYFLGIKISEDILESDEIYGLCNCTGRVLRILNDLQDSKKEQKEDSVTIVTLLMKSMS
EEEAIMKIKEILEMNRRELLKMVLVQKKGSQLPQICKDIFWRTSNWADEFIYLOTDGYRIAEEMKNHIDEVEFYKPL
NH

Solanum lycopersicum Phellandrensynthase

>g11226439925|gb|AC056896.1| terpene synthase [Solanum lycopersicum]
MIVGYRSTIITLSHPKLGNGKTISSNAIFQRSCRVRCSHSTTSSMNGFEDARDRIRESFGKLELSPSSYDTAWVA
MVPSRHSLNEPCFPQCLDWIIENQREDGSWGLNPTHPLLLKDSLSSTLACLLALTKWRVGDEQIK
RGLGFIETYGWAVDNKDQISPLGFEVIFSSMIKSAEKLDLNLPLNLHLVNLVKCKRDSTIKRNVEYMGEGVGELC
DWKEMIKLHQRONGSLFDSPATTAAALIYHQHDQKCYQYLNSIFQQHKNWVPTMYPTKVHSLLCL
VDTLONLGVHRHFKSEIKKALDEIYRLWQOKNEQIFSNVTHCAMAFRLLRMSYYDVSSDELAEFVDEEHFFATNG
KYKSHVEILELHKASQLAIDHEKDDILDKINNWTRAFMEQKLLNNGEFIDRMSKKEVELALRKEYT
TSHLAENRRYIKSYEENNFKILKAAYRSPNINNKDLLAFSIHDFELCQAQHREELQQLKRWFEDYRLDQLGLAER
YIHASYLFGVITVIPEPELSDARLMYAKYVMLLTIVDDHFESFASKDECEFNITIELVERWDDYASVG
YKSEKVKVFFSVEFYKSIEELATIAEIKQGRSVKNHLINLWLELMKLMLMERVEWCSGKTIPSIEEYLYVTSITFEC
AKLIPLSTQYFLGIKISKDLLESDEICGLWNCSGRVMRILNDLQDSKREQKEVSINLVTLLMKSM
SEEEAIMKIKEILEMNRRELLKMVLVQKKGSQLPQLCKDIFWRTSKWAHFTYSQTDGYRIAEEMKNHIDEVFEYKP
LNH

A 7 ProSA-web: z-Score-Darstellungen und empirisches Potenzial fir KSL

Modell |Lage des z-Scores gegeniiber Rontgen- | Empirisches Potenzial, berechnet mit
kristall- und NMR-Strukturen jeweils den Fenstergréf3en 10 und 40

AtKS

X-ray —  window size 10
B NMR — window size 40

fus
l'.li'i

3l

Z-score

Knowledge-based energy
- o

-10}°

-15 -2

_200 200 400 600 800 1000 32
Number of residues

Sequence position
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Modell |Lage des z-Scores gegeniber Rontgen- | Empirisches Potenzial, berechnet mit
kristall- und NMR-Strukturen jeweils den Fenstergréf3en 10 und 40
NtABS
3
X-ray —  window size 10
=== NMR — window size 40
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Modell |Lage des z-Scores gegeniiber Rontgen- | Empirisches Potenzial, berechnet mit

kristall- und NMR-Strukturen jeweils den Fenstergréf3en 10 und 40
Temp
Xray ’ — window size 10
mam NMR — window size 40

Z-score
Knowledge-based energy

—15

200 400 600 800 1000
Number of residues Sequence position

Die Zeile ,Temp*“ beinhaltet die Diagramme fir die Template-Struktur mit dem PDB-
Identifikator 3P5R, welche zur Modellierung der KSL verwendet wurde.

A 8 Pharmakophorbeschreibung fir die Suche nach AtIPT-Liganden

#moe:phdque 2009.1

#pharmacophore 5 tag t value *

scheme t Unified matchsize i -1 title t $ comment s $ smask i1 476156
#feature 5 expr tt color ix x r vy r z r r r ebits ix gbits ix
Ani|Acc df2f2 135.326 41.59 -30.707 1 0 300

Ani|Acc df2f2 133.903 40.968 -32.518 1 0 300

Ani|Acc df2f2 133.038 38.073 -32.527 1 0 300

Cat|Don f2f20d 132.755358816354 40.5562886079135 -28.2726908941773 1 0 300
Acc f2f20d 134.971 36.556 -30.961 1 0 300

#volumesphere 27 x r y r z r r r

136.022895774804 44.0098646914703 -33.2614058002364 2.4
138.052728653187 40.6179231701535 -32.9900883616647 2.4
137.889483476523 37.0050313657266 —-33.346874622046 2.4
138.408061398193 33.33545610687 -33.0837025268993 2.4
129.888058058103 41.6209659105516 -28.3504257087916 2.4
132.790261332295 44.1504912520177 -30.5679502869316 2.4
129.90055614175 37.8077150419008 -28.1025153912006 2.4
131.341407012666 34.4571171313178 -29.3239017456172 2.4
132.993828179554 42.801826547005 -27.2218909691101 2.4
136.678518406122 44.0168577914187 -29.3553535231868 2.4
138.054686362163 42.7866857528165 —-31.4877980791744 2.4
137.868504662772 39.702251685932 -29.3538733546985 2.4
136.187829090754 42.402306576641 -27.8711246773265 2.4

135.302643783106 39.6325369110887 -26.6423411505194 2.4
130.869626711769 40.3478583853316 -26.1415178583366 2.4
132.932403929247 37.4209233522884 -26.5581350186504 2.4
136.067564070871 36.2404779193926 -27.4985327212735 2.4
138.28546966677 36.494337974163 -30.347394387437 2.4

134.782285199914 35.1107344455554 -34.5907902657592 2.4
134.647953477869 38.9641642985403 -35.1755324886718 2.4
134.826551936748 41.8918279712557 -35.3213530671156 2.4
132.508169863205 44.2371453962292 -33.4079450387463 2.4
129.344966301698 42.1192616001318 -31.8555133016009 2.4
130.668721914252 40.73785416625 -35.4135261668307 2.4

130.035840527581 38.7296227247597 -31.6394772959357 2.4
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132.169241932136 38.0701562204076 -35.5416100088813 2.4
130.413826700248 34.6725109251452 -33.4848490057585 2.4
#volume 27 size 1 expr tt color ix ebits ix gbits ix

1 $ 606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $
606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $
606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $
606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $
606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $
606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $
606060 1 300 1 $ 606060 1 300 1 $ 606060 1 300

#endpharmacophore

A 9 Formale Definition des ACO-Algorithmus

Jedem Freiheitsgrad Xx; ist ein Vektor p; zugeordnet, der fir alle moglichen diskreten
Realisierungen j des Freiheitsgrades i einen Wahrscheinlichkeitswert speichert, der die

Mdoglichkeit reprasentiert, dass sich eine Ameise fiir diese Realisierung entscheidet.

fur Torsionswinkel und

D = (1 1+}/T X - 1+5 i )ﬁ
U] n;
Z( 1+7 7j X l+51"7" )ﬂ

Py = fir andere Freiheitsgrade

Z T

: 200 : :
wobei y =—— und 6 =0,3 experimentell ermittelte Parameter
T

max;

Tmaxi

der maximale Pheromonwert des Freiheitsgrades i
N, (bzw. n,) Anzahl von Werten, die der Freiheitsgrad i (bzw. k) annehmen kann

n heuristische Skalierung (Torsionwinkelpotenziale fur rotierbare Bindungen)

Gleichung 6: Definition der Wahrscheinlichkeit der Realisierung eines bestimmten Wertes fur

einen Freiheitsgrad
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Mit Hilfe von Gleichung 7 ermittelt PLANTS in jeder Iteration neue Pheromonvektoren, indem
die beste Losungs” der aktuellen Iteration in die Aufdatierung aller Pheromonvektoren 7
einflief3t:

Tij (t +1) = (1_ p)fij (t)+ Iiijb (t)ATib (t)
wobei Arib(t):‘f(sib], falls f(sib)< 0 und Az, (t)=0, sonst. Ferner

1i°(t)=1, falls i Translationsfreiheitsgrad und fiir s* it i €{j—1 j, j +1}

Iiijb(t):l, falls i Rotations- oder Torsionsfreiheitsgrad und fiir s™ gilt:
ie{(j—2)modn,(j—1)modn,, jmodn,,(j+1)modn,,(j+2)modn, }

1°(t)=0, sonst;

p ist die Pheromonverdunstungsrate.

Gleichung 7: Aufdatierung der Pheromonvektoren

iterations = o - 10 (100+50-1Irb +5-1ha)
m

wobei: m Gro3e der Ameisenkolonie
o Skalierungsfaktor fir Iterationszahl

Irb Anzahl der frei rotierbaren Bindungen des Liganden

Iha Anzahl der Schweratome des Liganden

Gleichung 8: Berechnung der Iterationsanzahl fir den PLANTS-Algorithmus

Um einerseits favorisierte Werte fir Freiheitsgrade wieder zu benutzen, aber andererseits
auch neue Werte fiir Freiheitsgrade zu versuchen, ist es nétig, ein Gultigkeitsintervall fur
Pheromonvektoren 7; (t) zu definieren, so dass 7, < 7;; (t)s T (fUr das allgemeine MAX-
MIN Ant System siehe Stiitzle und Hoos, **%):

e -4/p)

Toin =~ ——", wobei P, =0,9 fur PLANTS verwendet wird.
(ﬂ _1)n\/ Phest

) . _
Trex = P wobei f(Sgb) die beste Bewertung darstellt, die

seit Beginn des Algorithmus gefunden wurde.

Gleichung 9: Definition des Giltigkeitsintervalls fir Pheromonwerte

A 10 PLANTS-Konfigurationsdateien fur Versuche zu Cluster-Option
Unabhéngiges Docking

# setup file for PLANTS docking 1 using PLANTS (20110628 17 24)
# search algorithm settings
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aco_ants 100
aco_evap 0.15
aco_sigma 1.0

flip amide bonds 1
flip planar n 1

# cluster algorithm settings
cluster structures 1
cluster rmsd 2.0

##protein
protein file /raid/home/rklein/DOCK/plants/test/LimoSyn.mol2

# mol2 ligand files or multi-mol2 database
ligand file /raid/home/rklein/DOCK/plants/test/alphaTerpinylCation.mol?2

# binding site definition
bindingsite center 23 55 -53
bindingsite radius 10

# scoring parameters
scoring function chemplp
ligand intra score 1j

# flexible side-chain

# output directory
output dir /raid/home/rklein/DOCK/plants/test/20110628 17 24/PLANTS 1

Diversitatsorientiertes Docking

# setup file for PLANTS docking 1 using PLANTS (20110629 07 26)
# search algorithm settings

aco_ants 100

aco_evap 0.15

aco_sigma 1.0

flip amide bonds 1
flip planar n 1

# cluster algorithm settings
cluster structures 30
cluster rmsd 2.0

##protein
protein file /raid/home/rklein/DOCK/plants/test/LimoSyn.mol2

# mol2 ligand files or multi-mol2 database

ligand file /raid/home/rklein/DOCK/plants/test/alphaTerpinylCation.mol2

# binding site definition
bindingsite center 23 55 -53
bindingsite radius 10

# scoring parameters
scoring function chemplp

ligand intra score 1j

# flexible side-chain
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# output directory
output dir /raid/home/rklein/DOCK/plants/test/20110629 07 26/PLANTS 1

A 11 Bash-Shell-Skript transformer

#!/bin/bash
R R

# Call this script like this: #
# #
# transformer aro=ARO1l,ARO02,ARO3,... mets=METS1,METS2,METS3, ... #
# times=TIMES r=RADIUS 1ig=LIG rec=REC x=X y=Y z=7 #
# ana=ANALYSIS FILE [cluster=CLUSTER RMSD] [flex=Al1l,B2,C3,...] #
# #
# or like this: #
# #
# transformer test aro=ARO mets=METS times=TIMES r=RADIUS 1ig=LIG rec=REC #
# x=X y=Y z=Z [cluster=CLUSTER RMSD] [flex=Al,B2,C3] #
# #
# 0# # # # # # # # # # # # # & # #F # # # # # # # # # #
# #
# Parameters #
# AROn Minimum potential value for C.cat-Aro interaction #
# METSn Minimum potential value for C.cat-MethioninS interaction #
# TIMES Number of docking poses to be produced #
# RADIUS Active site radius #
# LIG Ligand file (absolute path) #
# REC Receptor file (absolute path) #
# X, Y, 2z Coordinates of the active site center #
# CLUSTER RMSD If given, the docking will not be done independently, but #
# will cluster into RMSD-clusters of CLUSTER RMSD Angstroms #
# Al,B2,C3 Amino acid residue of the receptor protein to be kept #
# flexible during the docking, format should be, e.g.: TRP324 #
# #
# List of explicitly used machines: #
# + brandt69 - compilation #
# + brandt69 - (mod)PLANTS docking #
FHEF R R

testMode=0

# transfer arguments

while [ $# -gt 0 ] ; do
case ‘echo "$1" | sed 's/=.*//'" in
aro) aro=( ‘echo "$1" | sed 's/.*=//'" | sed 's/,/ /9" )i;
mets) mets=( ‘echo "$1" | sed 's/.*=//' | sed 's/,/ /g'" );:
times) times=‘echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
lig) lig="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
rec) rec="echo "$1" | sed 's/.*=//"'";;
r) r="echo "$1" | sed 's/.*=//"";;
X) x="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
v) y="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
z) z="echo "S$1" | sed 's/.*=//'";;
cluster)cluster="echo "$1" | sed 's/.*=//'"";;
flex) flex=( “echo "$1" | sed 's/.*=//'" | sed 's/,/ /g'" )i;
test) testMode=1;;
ana) anaFile="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
*) echo "Could not interpret $1 as an entity index - abort."
exit 1;;
esac
shift
done

# Check input

if [ ! Saro ] ; then
echo "Minimum potential value for C.cat-Aro interaction not given - abort!"
exit 1

fi

if [ ! Smets ] ; then
echo "Minimum potential value for C.cat-MethioninS interaction not given - abort!"
exit 1

fi

if [ ! Stimes ] ; then
echo "Number of docking poses to be produced not given - abort!"
exit 1
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fi
if [ ! $1lig ] ; then
echo "Ligand file (absolute path) not given - abort!"
exit 1
fi
if [ ! Srec ] ; then
echo "Receptor file (absolute path) not given - abort!"
exit 1
fi
if [ ! $r 1 ; then
echo "Active site radius not given - abort!"
exit 1
fi
if [ ! $x 1 ; then
echo "x-coordinates of the active site center not given - abort!"
exit 1
fi
if [ ! Sy ] ; then
echo "y-coordinates of the active site center not given - abort!"
exit 1
fi
if [ ! $z ] ; then
echo "z-coordinates of the active site center not given - abort!"
exit 1
fi
if [ $testMode -eqg 0 ] ; then
if [ ! SanaFile ] ; then
echo "No analysis request file given - abort!"
exit 1
fi
fi

# All files that should exist on start of this script - existence will be checked
mainDir=/raid/home/rklein/DOCK/plants/transform

runPLANTS=SmainDir/runPLANTS

drawPLPs=$mainDir/drawPLPs

evaPLANTS=$mainDir/evaPLANTS

metaPLANTS=$mainDir/metaPLANTS

corDistScores=$mainDir/corDistScores

violinPLANTS=$mainDir/violinPLANTS

violinOverlay=$mainDir/violinOverlay

violinTops=$mainDir/violinTops

scoringBackup=SmainDir/PLANTSproteinLigandScoringFunction CHEMPLP BACKUP.cc

originalScoring=/raid/home/rklein/DOCK/plants/trunk/PLANTSproteinLigandScoringFunction CHEMPLP

.CC

# Instance-related variables
currentDate="date '+%Y%m%d %H %M'"
workDir=$mainDir/transform $currentDate
mkdir $workDir
logFile=$workDir/transformer.log

printf "" > $logFile

if [ S$testMode -eqg 1 ] ; then
echo "TESTMODE TESTMODE TESTMODE TESTMODE TESTMODE TESTMODE TESTMODE TESTMODE"
echo "TESTMODE TESTMODE TESTMODE TESTMODE TESTMODE TESTMODE TESTMODE TESTMODE"
$logFile
fi

echo "$mainDir/transformer started by S$USER on $currentDate"
echo "$mainDir/transformer started by $USER on S$currentDate" >> $logFile

# Output of user choices

echo "Potential minima for C.cat-Aro interaction: ${aro[*]}"

echo "Potential minima for C.cat-Aro interaction: ${aro[*]}" >> $logFile
echo "Potential minima for C.cat-MethioninS interaction: ${mets[*]}"
echo "Potential minima for C.cat-MethioninS interaction: ${mets[*]}" >> $logFile
echo "Number of docking poses to be produced: S$times"

echo "Number of docking poses to be produced: $times" >> $logFile

echo "Ligand file (absolute path): $1lig"

echo "Ligand file (absolute path): $1lig" >> $logFile

echo "Receptor file (absolute path): S$rec"

echo "Receptor file (absolute path): $rec" >> S$logFile

echo "Active site: $r Angstroms around ($x, Sy,S$z)"
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echo "Active site: $r Angstroms around ($x, Sy,$z)" >> SlogFile
if [ $cluster ] ; then
echo "Cluster-RMSD for pose diversity: $cluster"
echo "Cluster-RMSD for pose diversity: $cluster" >> $logFile

fi
if [ $flex ] ; then
echo "Residues flexible during docking: ${flex[*]}"
echo "Residues flexible during docking: ${flex[*]}" >> S$logFile
fi
if [ $anaFile ] ; then
echo "Analysis request file: $anaFile"
echo "Analysis request file: $anaFile" >> $logFile
fi

# Check for existence

if [ ! -f Srec ] ; then
echo "Recpetor file S$rec not found - abort!"
exit 1
fi
if [ ! -f $lig ] ; then
echo "Ligand file $1ig not found - abort!"
exit 1
fi
if [ ! -f SrunPLANTS ] ; then
echo "Script to run PLANTS $runPLANTS not found - abort!"
exit 1
fi
if [ ! -f $SevaPLANTS ] ; then
echo "Script to evaluate PLANTS dockings $evaPLANTS not found - abort!"
exit 1
fi
if [ ! -f $scoringBackup ] ; then
echo "Parameter source code file $scoringBackup not found - abort!"
exit 1
fi
if [ StestMode -eq 0 ] ; then
if [ ! -f $anaFile ] ; then
echo "Analysis request file $anaFile not found - abort!"
exit 1
fi
fi

printf "\nWill start the different tasks going by ID $currentDate.\n"
printf "\nWill start the different tasks going by ID S$currentDate.\n" >> $logFile

# STEP 1: Produce requested PLANTS executables
printf "\nCOMPILING different program versions..."
printf "\nCOMPILING different program versions..." >> $logFile

for aroStep in ${aro[*]}

do
for metsStep in ${mets[*]}
do
# Modify respective numbers in source code
# ATTENTION: This is specifically tailored for one very special version of
# the source code and refers to line numbers - make sure this is applicable!
# Small check on applicability for lines 796 and 801
if [ “sed -n '796 p' $scoringBackup | sed -e 's/\t//g' -e 's/[ 1*//g'" !=
"en=plpEnergy (paramSteric,-8.0,dist);" 1 \
|| [ sed -n '801 p' S$scoringBackup | sed -e 's/\t//g' -e 's/[ 1*//g'> !=
"en=plpEnergy (paramSteric,-32.0,dist);" ] ; then

echo "The template source code file $scoringBackup has been modified in
a way that this script is not able to work with it anymore - abort!"
exit 1
fi

sed -e "796 s/-8\.0/S{aroStep}/" -e "801 s/-32\.0/${metsStep}/" S$SscoringBackup
> $originalScoring
ssh rklein@brandt69 "cd ${originalScoring%/*}; make; cp
${originalScoring%/*}/PLANTS SworkDir/PLANTS ${aroStep} ${metsStep}" &>> $logFile
cp SoriginalScoring $workDir/scoring ${aroStep} ${metsStep}.cc
done
done
# Restore orginal source code file from backup
cp $scoringBackup S$originalScoring
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echo " - done."
echo " - done." >> $logFile
# STEP 2: Run docking, using a suitable identifier
printf "\nDOCKING with the different program versions..."
printf "\nDOCKING with the different program versions..." >> $logFile
for plantsExec in ‘1ls -1F $workDir | grep "PLANTS .*\*" | awk '{print $8}' | sed 's/\*$//'"
do
if [ ! Scluster ] && [ ! $flex ]; then
SrunPLANTS times=$times r=$r 1ig=$1lig rec=Srec x=$x y=Sy z=$z id=S$ScurrentDate
plants=$plantsExec >> $logFile
elif [ ! Scluster ] ; then
SrunPLANTS times=S$times r=$r 1lig=$1lig rec=S$rec x=$x y=Sy z=$z id=S$ScurrentDate
plants=S$plantsExec flex=‘echo ${flex[*]} | sed 's/ /,/g'> >> S$logFile
elif [ ! $flex ] ; then
SrunPLANTS times=S$times r=$r 1lig=$lig rec=S$rec x=$x y=Sy z=$z id=ScurrentDate
plants=$plantsExec cluster=S$cluster >> $logFile
else
SrunPLANTS times=$times r=$r 1lig=$1lig rec=$rec x=$x y=$y z=$z id=ScurrentDate
plants=$plantsExec cluster=S$cluster flex='echo ${flex[*]} | sed 's/ /,/g'" >> $logFile
fi
done
echo " - done."
echo " - done." >> $logFile
# STEP 3: Create a diagram depiction of the used potentials
printf "\nCREATING DIAGRAMS of used potentials..."
printf "\nCREATING DIAGRAMS of used potentials..." >> $logFile

$drawPLPs S$currentDate >> $logFile

printf "\n - done.\n"
printf "\n - done.\n" >> $logFile
# STEP 4: Evaluate dockings folder-wise
printf "\nEVALUATING dockings..."
printf "\nEVALUATING dockings..." >> $logFile
if [ $testMode -eqg 1 ] ; then

printf "\n\nSkipping evaluation due to test mode.\n\n"

printf "\n\nSkipping evaluation due to test mode.\n\n" >> $logFile
else

for plantsExec in “1ls -1F $SworkDir | grep "PLANTS .*\*" | awk '{print $8}' | sed
's/\*$//"°

do

SevaPLANTS id=$currentDate ana=$anaFile ver='echo "S$plantsExec" | sed

's/PLANTS //'" >> $logFile

fi

printf
printf

# STEP
printf
printf

done

"\n - done.\n"
"\n - done.\n" >> $logFile

5: Evaluate dockings overall
"\nMETA-ANALYSIS, CORRELATIONS AND VIOLINS..."
"\nMETA-ANALYSIS, CORRELATIONS AND VIOLINS..." >> $logFile

if [ $testMode -eqg 1 ] ; then

else

fi

printf
printf

printf "\n\nSkipping meta-analysis due to test mode.\n\n"
printf "\n\nSkipping meta-analysis due to test mode.\n\n" >> $logFile

SmetaPLANTS id=S$ScurrentDate >> $logFile
ScorDistScores id=$currentDate >> $logFile
$violinPLANTS id=$currentDate >> S$logFile
SviolinOverlay id=S$currentDate >> $logFile
SviolinTops $currentDate >> $logFile

"\n - done.\n"
"\n - done.\n" >> $logFile
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echo
echo

Al

"transform completely finished on “date’. Log: $logFile"
"transform completely finished on “date’. Log: $logFile" >> $logFile

2 Bash-Shell-Skript runPLANTS

#!/bin/bash

FHA A R R R
# #
# runPLANTS times=TIMES r=RADIUS 1ig=LIG rec=REC x=X y=Y z=Z id=ID #
# plants=PLANTSVERSION [cluster=CLUSTER RMSD] [flex=Al,B2,C3] #
# #
¥ F % # # # # # # # # # £ # &£ # # # # # # # # # # +# #
# #
# Parameters #
# #
# TIMES Number of docking poses to be produced #
# RADIUS Active site radius #
# LIG Ligand file (absolute path) #
# REC Receptor file (absolute path) #
# X, Y, % Coordinates of the active site center #
# D identifier for this instance (to match folders etc.) #
# PLANTSVERSION version of PLANTS to be used for docking #
# CLUSTER_RMSD If given, the docking will not be done independently, but #
# will cluster into RMSD-clusters of CLUSTER RMSD Angstroms #
# Al,B2,C3 Amino acid residue of the receptor protein to be kept #
# flexible during the docking process, format should be, #
# e.g.: TRP324 #
# #
FHAFE S E A R R R A

# transfer arguments

whil

done

echo

if |

fi
if [

fi
if [

fi
if [

fi
if [

e [ $# -gt 0 ] ; do
echo $1
case ‘echo "$1" | sed 's/=.*//'" in
times) times=‘echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
lig) ligandFile="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
rec) receptorFile="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
r) radius="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
x) x="echo "$1" | sed 's/.*=//"'";;
v) y="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
z) z="echo "$1" | sed 's/.*=//'"";;
id) ID="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
plants) PLANTSexec='echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
cluster)clusterRmsd="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
flex) flexResidues=( ‘echo "$1" | sed 's/.*=//' | sed 's/,/ /9" )i::
*) echo "Could not interpret $1 as an entity index - abort."
exit 1;;
esac
shift
$ligandFile
! Stimes ] ; then
echo "Number of dockings not given - abort!"
exit 1
! $ligandFile ] ; then
echo "No ligand file given - abort!"
exit 1
! SreceptorFile ] ; then
echo "No receptor file given - abort!"
exit 1
! Sradius ] ; then
echo "No active site radius given - abort!"
exit 1
! $x ] ; then
echo "No x coordinate for binding pocket given - abort!"
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exit 1
fi
if [ ! $y 1 ; then
echo "No y coordinate for binding pocket given - abort!"
exit 1
fi
if [ ! $z ] ; then
echo "No z coordinate for binding pocket given - abort!"
exit 1
fi
if [ ! $ID ] ; then
echo "No investigation ID given - abort!"
exit 1
fi
if [ ! $PLANTSexec ] ; then
echo "No modified PLANTS executable given - abort!"
exit 1
fi
if [ ! -f $ligandFile ] ; then
echo "Ligand file not found - abort!"
exit 1
fi
if [ ! -f SreceptorFile ] ; then
echo "Receptor file not found - abort!"
exit 1
fi

# Define needed files/folders
mainDir=/raid/home/rklein/DOCK/plants/transform/transform ${ID}
modPLANTS=$mainDir/$PLANTSexec

version="echo "$PLANTSexec" | sed 's/PLANTS //'®
logFile=$mainDir/runPLANTS. log

if [ ! -d $mainDir ] ; then
echo "Folder S$mainDir not valid - abort!"
exit 1

fi

if [ ! -x $modPLANTS ] ; then
echo "$modPLANTS cannot be executed - abort!"
exit 1

fi

# Inform user about what will happen, log setup information

echo "SUSER started runPLANTS; ID of this run: $ID, version $version, log file:
echo "SUSER started runPLANTS; ID of this run: $ID, version $version, log file:

SlogFile

$logFile."
SlogFile." >

echo "Will attempt docking $ligandFile into $receptorFile for $times times (docking center:

$x, Sy, $z , radius S$radius)"

echo "Will attempt docking $ligandFile into S$receptorFile for $times times (docking center:

$x, Sy, $z , radius S$radius)" >> $logFile
if [ S$flexResidues ] ; then

echo "The following amino acids will be kept flexible: ${flexResidues[*]}"
echo "The following amino acids will be kept flexible: ${flexResidues[*]}" >> $logFile

else

echo "No flexible side chains."

echo "No flexible side chains." >> $logFile
fi
if [ $clusterRmsd ] ; then

echo "Will cluster $times docking results into clusters within $clusterRmsd Angstroms

RMSD."

echo "Will cluster $times docking results into clusters within $clusterRmsd Angstroms

RMSD." >> S$SlogFile
else

echo "Will run $times independent dockings."

echo "Will run $times independent dockings." >> $logFile
fi

printf "\n$PLANTSexec: docking..."
printf "\n$PLANTSexec: docking..." >> $logFile

# The dockings shall be done in one sweep and avoid clustering within an RMSD of $clusterRmsd

Angstroms
# This is indicated by the cluster algorithm settings in the PLANTS setup file
if [ $clusterRmsd ] ; then

workDir=$mainDir/docked S$Sversion
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setupFile=${mainDir}/${PLANTSexec} setup.txt
plantsCommand="ssh -X $USER@brandt69 S$modPLANTS --mode screen S$setupFile"

echo "# setup file for PLANTS docking ${i} using ${modPLANTS} ($ID)
# search algorithm settings

aco_ants 100

aco_evap 0.15

aco_sigma 1.0

flip_amide bonds 1
flip planar n 1

# cluster algorithm settings
cluster structures Stimes
cluster rmsd SclusterRmsd

# protein
protein file $SreceptorFile

# mol2 ligand files or multi-mol2 database
ligand file $ligandFile

# binding site definition
bindingsite center $x Sy Sz
bindingsite radius $radius

# scoring parameters
scoring function chemplp
ligand_intra_score 1j

# flexible side-chain " > $setupFile

for flexRes in ${flexResidues[*]}
do

echo "flexible protein side chain string $flexRes" >> $setupFile
done
echo "
# output directory
output dir SworkDir" >> $setupFile

# execute PLANTS docking
SplantsCommand >> $logFile
mv $setupFile $workDir
echo " - done."

echo " - done."™ >> $logFile

# The dockings shall be done subsequently and independent from each other
else

for i in “seqg 1 $times’

do
workDir=$mainDir/docked ${version} ${i}
setupFile=${mainDir}/${version} ${i} setup.txt
plantsCommand="ssh -X $USER@brandt69 $modPLANTS --mode screen S$setupFile"

printf "$i "

echo "# setup file for PLANTS docking ${i} using ${modPLANTS} (S$ID)
# search algorithm settings

aco_ants 100

aco_evap 0.15

aco_sigma 1.0

flip _amide bonds 1
flip planar n 1

# cluster algorithm settings
cluster structures 1

cluster rmsd 2.0

# protein
protein file $receptorFile

# mol2 ligand files or multi-mol2 database
ligand file $ligandFile
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# binding site definition
bindingsite center $x Sy Sz
bindingsite radius $radius

# scoring parameters
scoring function chemplp
ligand_intra_score 13

# flexible side-chain " > S$setupFile

for flexRes in ${flexResidues[*]}
do

echo "flexible protein side chain string $flexRes" >> S$setupFile
done

echo "
# output directory
output dir $workDir" >> S$setupFile

# execute PLANTS docking
$SplantsCommand >> $logFile
mv $setupFile $workDir
done
fi

echo "runPLANTS completely done on “date’. See $logFile for logged information."
echo "runPLANTS completely done on “date”." >> $logFile

A 13 Bash-Shell-Skript evaPLANTS

#!/bin/bash
SRR AR R R R R

(use absolute path)

# All necessary information is taken from the respective runPLANTS.log file.
FHEH AR R R

# #
# evaPLANTS id=ID ana=ANALYSIS FILE ver=VERSION #
# #
# 0% # # # # # # # # # # # # # # # # # # # # # # # # #
# #
# Parameters #
# D identifier (date format) #
# VERSION name of the used PLANTS executable #
# ANALYSIS FILE file to contain the requests for special analyses #
# #
# #

#

#

# Some helper scripts for sub-tasks
distanceScript=/raid/home/rklein/scripts/shell/atomDist
splitScript=/raid/home/rklein/scripts/shell/splitMultiMol?2
avgAtomPosScript=/raid/home/rklein/scripts/shell/avgAtomPos
atomDistAvgPosScript=/raid/home/rklein/scripts/shell/atomDistAvgPos

# transfer arguments
while [ $# -gt 0 ] ; do

case ‘echo "$1" | sed 's/=.*//'" in
id) identifier="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
ana) anaFile="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
ver) PLANTSexec='echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
*) echo "Could not interpret $1 as an entity index - abort."
exit 1;;

esac
shift

done

if [ ! $identifier ] ; then
echo "No identifier given - abort!"
exit 1

fi

if [ ! $anaFile ] ; then
echo "No analysis request file given - abort!"
exit 1

fi

if [ ! $PLANTSexec ] ; then
echo "Used PLANTS version not given - abort!"
exit 1
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fi

if [ ! -f S$anaFile ] ; then
echo "Analysis request file $anaFile not found - abort!"
exit 1

fi

# main folder for these investigations
mainDir=/raid/home/rklein/DOCK/plants/transform/transform ${identifier}
logFile=${mainDir}/evaPLANTS.log

inLogFile=${mainDir}/runPLANTS. log

version='echo "$PLANTSexec" | sed 's/PLANTS //'®
sumDir=${mainDir}/docked $Sversion

if [ ! -f $inLogFile ] ; then
echo "Docking logfile $inLogFile could not be found - abort!"
exit 1

fi

# Get data from docking log file

clustered="sed -n '4 p' $inLogFile | grep -n "cluster" | sed 's/:.*//'"
ligandFile="grep ""Will attempt docking" $inLogFile | awk '{print $4}'"
times="grep ""Will attempt docking" $inLogFile | awk '{print $8}'"

if [ ! -f $ligandFile ] ; then
echo "Original ligand file $ligandFile not found - abort!"
exit 1

fi

# In case of independent dockings, prepare the input for the evaluation
if [ ! S$clustered ] ; then

# Create protein _bindingsite fixed file

mkdir $sumDir

echo S$PLANTSexec

cp ${sumDir} 1/protein bindingsite fixed.mol2 $sumDir

# Create a sorted ranking file
rankingFile=${sumDir}/ranking

printf "" > $rankingFile.temp
for i in “seg 1 $times’
do

scoresLine="tail -1 ${sumDir} ${i}/ranking.csv’
printf "%$02d, ${scoresLine#*, }\n" ${i} >> ${rankingFile}.temp
done
sort -nk2 -t"," ${rankingFile}.temp > ${rankingFile}.txt
rm ${rankingFile}.temp
echo
"TOTAL SCORE, SCORE_RB_PEN, SCORE_NORM HEVATOMS, SCORE_NORM CRT HEVATOMS, SCORE NORM WEIGHT, SCORE
NORM CRT WEIGHT,SCORE_RB PEN NORM CRT HEVATOMS,SCORE_NORM CONTACT,EVAL,TIME" >
${rankingFile}.csv
ligName="echo ${ligandFile##*/} | sed 's/\.mol2//'"
docked proteins file=${sumDir}/docked proteins.mol2
docked ligands file=${sumDir}/docked ligands.mol2

printf "" > $docked proteins file
printf "" > $docked ligands file
for i in ‘seq 1 S$times’

do

scoresLine="sed -n "${i} p" ${rankingFile}.txt"
oldLigand=${sumDir} ${i}/docked ligands.mol2
oldProtein=${sumDir} ${i}/docked proteins.mol2

number="printf "%02d" $i°
newLigand=${sumDir}/${ligName} entry 00001 conf ${number}.mol2
newProtein=${sumDir}/${ligName} entry 00001 conf ${number} protein.mol2

sed "2 s/.*/${ligName} entry 00001 conf ${number}/" S$SoldLigand > S$newLigand
sed "2 s/.*/${ligName} entry 00001 conf ${number} protein/" $oldProtein >
SnewProtein
sed "2 s/.*/${ligName} entry 00001 conf ${number}/" S$oldLigand >>
Sdocked ligands file
sed "2 s/.*/${ligName} entry 00001 conf ${number} protein/" S$oldProtein >>
Sdocked proteins file
echo "${ligName} entry 00001 conf ${number},S{scoresLine#*,}" >>
S${rankingFile}.csv
done
rm ${rankingFile}.txt
fi
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minCount=$times
# Find actual number of dockings performed (only useful for clustered docking)
number="grep "@<TRIPOS>MOLECULE" ${sumDir}/docked ligands.mol2 | wc -1°
if [ Snumber -1t $minCount ] ; then
minCount=$number
fi

ligandAtomFile=${sumDir}/ligandAtoms.frag

sed -n '/@<TRIPOS>ATOM/,/@<TRIPOS>BOND/p' $ligandFile > $ligandAtomFile
fixPocketFile=${sumDir}/fixPocket.frag

sed -n '/@<TRIPOS>ATOM/,/@<TRIPOS>BOND/p' ${sumDir}/protein bindingsite fixed.mol2 >
SfixPocketFile

# Inform user about what will happen, log setup information

echo "SUSER started evaPLANTS for $identifier and the requested analyses in $anaFile."
echo "SUSER started evaPLANTS for $identifier and the requested analyses in $anaFile." >
$SlogFile

echo "Will try to analyze $minCount of requested $times docking poses."
echo "Will try to analyze $minCount of requested $times docking poses." >> $logFile

# Collect requested data for all poses
printf "\n${PLANTSexec}: evaluating docking results...\n"
printf "\n${PLANTSexec}: evaluating docking results...\n" >> $logFile

$splitScript ${sumDir}/docked ligands.mol2 >> $logFile
$splitScript ${sumDir}/docked proteins.mol2 >> $logFile

# Collect distance files - needs to be cleared here because the names are the same anyway
distanceFiles=( )

# Parse analysis file
printf "Parsing analysis requests from $anaFile and measuring..."
printf "Parsing analysis requests from $anaFile and measuring..." >> $logFile
NOL="wc -1 < $anaFile’
for lineNo in “seq 1 $NOL°
do

lineText="sed -n "$1lineNo p" $anaFile’

# ignore comment lines

if [ “echo $lineText | grep ""#" | wc -1 -eq 1 1 ; then

continue
fi

NOW="'echo $lineText | wc -w’

mode="front"

ligAtoms=( )

recAtoms=( )

# If center is indicated, use the mean position of the subsequent atoms for the
evaluation.

# This is useful for placement of the ligand versus aromats, for example.

center=0

# If min is indicated, use only the minimum distance of the previously given ligand

atoms
# for the evaluation.
min=0
for wordNo in ‘seqg 1 $NOW®
do
currentWord="echo $lineText | awk -v w=$wordNo '{print Sw}'"
if [ $mode == "front" ] && [ S$currentWord != "FLEX" ] && [ S$currentWord !=
"RIGID" ] && [ ScurrentWord != "MIN" ] ; then
ligAtoms=( ${ligAtoms[*]} S$ScurrentWord )
elif [ ScurrentWord == "FLEX" ] ; then
mode="flex"
elif [ ScurrentWord == "RIGID" ] ; then
mode="rigid"
elif [ Smode != "front" ] && [ ScurrentWord != "CENTER" ] && [ ScurrentWord !=
"MIN" ] ; then
recAtoms=( ${recAtoms[*]} S$currentWord )
elif [ ScurrentWord == "CENTER" ] ; then
center=1
elif [ ScurrentWord == "MIN" ] ; then
min=$1ineNo
else
echo "Possible syntax error detected in $anaFile - info:"
echo "lig : ${ligAtoms[*]}"
echo "rec : ${recAtoms[*]}"
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echo "center: S$center"
echo "ABORT!"
exit 1
fi
done

# Collect distance data from correct files (consider flexible versus rigid!)
cd ${sumDir}

poseFiles=( "find . -type f -regex '.* entry 00001 conf [0-9]*.mol2'" )
pocketFiles=( "find . -type f -regex '.* entry 00001 conf [0-9]* protein.mol2'’ )
tail -${minCount} ${sumDir}/ranking.csv | sed 's/,/\t/g' | awk '{print $1"\t"$2}' >

scorelist.txt

# For every docking pose, do the analysis
# 1if only minimum distances are to be put out
if [ $min -gt 0 ] ; then
for recAtom in ${recAtoms[*]}
do
outFile=lig min ${lineNo} rec S${recAtom} dist.txt
distanceFiles=( S${distanceFiles[*]} SoutFile )

printf "" > SoutFile
for ligFile in “awk '{print $1}' scoreList.txt’
do

miniDist="20.0"
for ligAtom in ${ligAtoms[*]}
do
if [ $mode == "rigid" 1 ; then
currentDist="$distanceScript al=$ligAtom
ml=${ligFile}.mol2 a2=S$recAtom m2=$fixPocketFile"
elif [ Smode == "flex" ] ; then
currentDist="$distanceScript al=$ligAtom
ml=${ligFile}.mol2 a2=SrecAtom m2=${curDir}/${1ligFile} protein.mol2"’

fi
if [ ‘echo "$currentDist < $miniDist"™ | bc -g° -eq 1 ] ;
then
miniDist=$currentDist
fi
done
echo "$miniDist" >> SoutFile
done
done
else
for ligAtom in ${ligAtoms[*]}
do
if [ $center -eq 1 ] ; then
outFile=lig S${ligAtom} center S${lineNo} dist.txt
distanceFiles=( ${distanceFiles[*]} SoutFile )
printf "™ > SoutFile
for ligFile in ‘awk '{print $1}' scoreList.txt’
do
if [ $mode == "rigid" ] ; then

SatomDistAvgPosScript al=$1ligAtom
ml=${ligFile}.mol2 m2=$fixPocketFile ${recAtoms[*]} >> SoutFile
elif [ $mode == "flex" ] ; then
SatomDistAvgPosScript al=$ligAtom
ml=${ligFile}.mol2 m2=${ligFile} protein.mol2 ${recAtoms[*]} >> SoutFile

fi

done

else

for recAtom in ${recAtoms[*]}

do
outFile=lig ${ligAtom} rec ${recAtom} dist.txt
distanceFiles=( ${distanceFiles[*]} S$outFile )
printf "" > SoutFile
for ligFile in “awk '{print $1}' scoreList.txt’
do

if [ $mode == "rigid" ] ; then

$distanceScript al=$ligAtom
ml=${ligFile}.mol2 a2=SrecAtom m2=$fixPocketFile >> SoutFile
elif [ Smode == "flex" ] ; then
SdistanceScript al=$ligAtom
ml=${ligFile}.mol2 a2=SrecAtom m2=${ligFile} protein.mol2 >> SoutFile
fi
done
done
fi
done
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fi
done
echo " - done."
echo " - done." >> S$logFile
distanceFiles=( ‘echo "\"S${distanceFiles[*]}\"" | sed 's/ /", "/g' )

printf "Creating diagrams using R..."
printf "Creating diagrams using R..." >> $logFile

# Create plots about the collected data
echo "# Script to plot interactions from ID $identifier by $anaFile (as of “date’)

# Function for plotting score-colored distances as pdf and png
plotInteraction <- function (scores, distances, diagTitle, filename, scoreColors) {

confIntervals <- c(t.test (distances, mu=mean (distances))\Sconf.int[1l], t.test(distances,
mu=mean (distances))\Sconf.int[2])

confMin <- min(confIntervals)

confMax <- max(confIntervals)

meanVal <- mean (distances)

yBarriers <- c(min (0, distances, confMin), max (0, distances, confMax))

pdf (paste (filename, \".pdf\", sep=\"\"))

barplot (distances, space = 0, ylab = expression(paste(\"Distance (\", 107-10,\" m)\")),
col=scoreColors, ylim = yBarriers)

# Add in dotted lines for confidence intervals

lines(c (0, $minCount), rep(confMin, 2), lwd=2, lty=\"dotted\")

lines(c (0, $minCount), rep(meanvVal, 2), lwd=2)

lines(c (0, $minCount), rep(confMax,2), lwd=2, lty=\"dotted\")

title (main=paste (diagTitle, \" (${identifier})\"))

dev.off ()

png (paste (filename, \".png\", sep=\"\"))

barplot (distances, space = 0, ylab = expression(paste(\"Distance (\", 107"-10,\" m)\")),
col=scoreColors, ylim = yBarriers)

# Add in dotted lines for confidence intervals

lines(c (0, $minCount), rep(confMin, 2), lwd=2, lty=\"dotted\")

lines(c (0, $minCount), rep(meanval, 2), lwd=2)

lines(c (0, $minCount), rep(confMax,2), lwd=2, lty=\"dotted\")

title (main=paste (diagTitle, \" (${identifier})\"))

dev.off ()
}

# Handle the docking scores

scores <- read.table(\"S$S{sumDir}/scorelList.txt\") [2]

confIntervals <- c(t.test (scores, mu=mean (scores))\Sconf.int[1l], t.test(scores,
mu=mean (scores) ) \$conf.int[2])

confMin <- min(confIntervals)

confMax <- max(confIntervals)

meanVal <- mean (scores[, 11])

yBarriers <- c(min (0, scores[, 1], confMin), max(0, scores[, 1], confMax))

# Plot the scores into pdf

#pdf ('${sumDir}/scores.pdf', width=min (10, S$minCount), height=6)

pdf ('${sumDir}/scores.pdf")

scoreColors <- (scores[, 1] - min(scores[, 1])) / max (scores[, 1] - min(scores[, 11))
scoreColors <- rgb(scoreColors, max(scoreColors)-scoreColors, O,

maxColorValue=max (scoreColors))

barplot (scores[, 1], space = 0, xlab = \"Docking poses\", ylab = \"Docking score (arbitrary
units)\", col=scoreColors, ylim = yBarriers)

title (main=\"Scores using $PLANTSexec ($identifier)\")

# Add in dotted lines for confidence intervals

lines(c (0, $minCount), rep(confMin, 2), 1lwd=2, lty=\"dotted\")

(
lines(c (0, $minCount), rep(meanval, 2), lwd=2)
lines(c (0, $minCount), rep(confMax,2), lwd=2, lty=\"dotted\")
dev.off ()

# Plot the scores into png

png ('${sumDir}/scores.png"')

scoreColors <- (scores|[, 1] - min(scores[, 1])) / max (scores[, 1] - min(scores[, 1]))
scoreColors <- rgb(scoreColors, max(scoreColors)-scoreColors, 0,

maxColorValue=max (scoreColors))

barplot (scores[,1], space = 0, xlab = \"Docking poses\", ylab = \"Docking score (arbitrary
units)\", col=scoreColors, , ylim = yBarriers)
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title (main=\"Scores using $PLANTSexec ($identifier)\")

# Add in dotted lines for confidence intervals

lines(c (0, $minCount), rep(confMin, 2), lwd=2, lty=\"dotted\")
lines(c (0, $minCount), rep(meanvVal, 2), lwd=2)

lines(c (0, $minCount), rep(confMax,2), 1lwd=2, lty=\"dotted\")
dev.off ()

# Call plotting function for interactions between atoms for all collected interactions

for (interactionFile in c(${distanceFiles[*1})) {
distances <- read.table(paste(\"${sumDir}/\", interactionFile, sep = \"\"))
diagTitle <- paste(unlist(strsplit (interactionFile,\".txt\"))[1], \"using S$version\")
filename <- paste (\"${sumDir}/\", unlist(strsplit (interactionFile,\".txt\"))[1l], sep = \"\")

plotInteraction(scores, distances[, 1], diagTitle, filename, scoreColors)
}" > S${sumDir}/Rscript.R

ssh -X rklein@brandt6l R CMD BATCH ${sumDir}/Rscript.R >> S$logFile

echo " - done."

printf "\n - done.\n" >> $logFile

echo "evaPLANTS completely done on “date’. See $logFile for logged information."
echo "evaPLANTS completely done on “date’." >> S$logFile

A 14 Bash-Shell-Skript metaPLANTS

#!/bin/bash
d3ddzaasassaaassssssssssaasssssssssd stz aasss sttt

# #
# metaPLANTS 1d=ID [tops=TOPS] #
# #
# 0# # # # # # # # # # # # # & # #F # # # # # # # # +# #
# #
# Parameters #
# D identifier (date format) #
# TOPS number of top-scored poses to be analyzed #
# (default: use all poses) #
# #
# All necessary information is taken from the respective folders and files. #
FHAFE S E AR R R R R R

# transfer arguments

while [ $# -gt 0 ] ; do
case ‘echo "$1" | sed 's/=.*//'" in
id) identifier="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
tops) topPoses="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
*) echo "Could not interpret $1 as an entity index - abort."
exit 1;;
esac
shift
done
if [ ! $identifier ] ; then
echo "No identifier given - abort!"
exit 1
fi

# Folder and file variables
mainDir=/raid/home/rklein/DOCK/plants/transform
workDir=$mainDir/transform $identifier
logFile=$workDir/metaPLANTS. log
evalogFile=$workDir/evaPLANTS. log
transformerLog=${workDir}/transformer.log

if [ ! -f SevalogFile ] ; then
echo "Evaluation log file S$evalogFile was not found - abort!"
exit 1
fi
if [ ! -f S$transformerLog ] ; then
echo "Transformer log file $transformerLog was not found - abort!"
exit 1
fi

# Just a hint from the last of the docking runs
loggedNumber="sed -n '2 p' S$SevalogFile | awk '{printf $5}'"
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# Get common number of docking poses from transformer.log file

nos=( ‘grep "Will try to analyze" S$transformerLog | awk '{print $5}'" )
for no in ${nos[*]}
do
if [ $no -1t $loggedNumber ] ; then
loggedNumber=$no
fi
done
if [ ! StopPoses ] ; then
topPoses=$1loggedNumber
else
if [ $topPoses -1t 1 ] ; then
echo "At least one pose needs to be evaluated overall - abort"
exit 1
elif [ S$topPoses -gt $loggedNumber ] ; then
topPoses=$1loggedNumber
fi
fi
if [ ! -d SworkDir ] ; then
echo "The necessary folder $workDir could not be found - abort!"
exit 1
fi

cd $workDir

# Transformations for each varied parameter

pdfFolder=${workDir}/pdf

pngFolder=${workDir}/png

aroSteps=( ‘sed -n '2 p' S$transformerlLog | sed 's/.*interaction://g' | sort’ )
metSteps=( ‘sed -n '3 p' S$transformerlog | sed 's/.*interaction://g' | sort’ )

for aro in ${aroSteps[*]}

do
for met in ${metSteps[*]}
do
folders=( ${folders[*]} docked ${aro} $S{met} )
done
done

scoreFile=scorelist.txt
anaFileSuffix= dist.txt

# Inform user about what will happen, log setup information
echo "$USER started metaPLANTS for identifier $identifier on “date’."
echo "SUSER started metaPLANTS for identifier $identifier on “date’." > $logFile

printf "Analyzing results in ${#folders[*]} folders (looking for top S$topPoses poses each)
printf "Analyzing results in ${#folders[*]} folders (looking for top S$topPoses poses each)
." > $logFile

# Create files to write summary data to
scoreSuperFile=${workDir}/scores_sum.txt

printf "" > $scoreSuperFile

# Assume same distances logged everywhere, take them from first instance
distAnaFiles=( "find ${folders[0]} -name "*S${anaFileSuffix}" | sed 's/.*\///g'" )
lastIndex="echo "${#distAnaFiles[*]} - 1" | bc -gq°

distSuperFiles=( ‘echo "${distAnaFiles[*]}" | sed 's/ dist/ sum/g'" )

# Extract scores
for folder in ${folders[*]}

do
cd $folder
printf "\tS$version\n" >> $logFile
version="echo "$folder" | sed 's/docked //'®
echo "S$version" > S$scoreFile.temp
awk '"{print $2}' $scoreFile >> $scoreFile.temp
paste S$scoreFile.temp $scoreSuperFile > $scoreSuperFile.temp
mv $scoreSuperFile.temp S$scoreSuperFile
rm $scoreFile.temp
cd

done
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# Extract distances
for i in “seq 0 $lastIndex’

do
superFile=${workDir}/${distSuperFiles[i]}
printf "" > SsuperFile
for folder in ${folders[*]}
do
cd $folder
version="echo "$folder" | sed 's/docked //'®
echo "$version" > ${superFile}.temp
cat ${distAnaFiles([i]} >> ${superFile}.temp
paste ${superFile}.temp ${superFile} > ${superFile}.temptemp
mv ${superFile}.temptemp ${superFile}
rm ${superFile}.temp
cd
done
done
echo " - done."
echo " - done." >> $logFile

# Do the analysis using R and produce some plots for visualization
printf "Creating diagrams using R..."
printf "Creating diagrams using R..." >> $logFile

# make them an R-compatible enumeration

versions=( ‘echo "\"${folders[*]}\"" | sed 's/docked //g; s/ /", "/g' )
distanceFiles=( ‘“echo "\"S${distSuperFiles[*]}\"" | sed 's/ /", "/g' )
aroSteps=( ‘echo "\"${aroSteps[*]}\"" | sed 's/ /", "/g' )

metSteps=( ‘echo "\"S${metSteps[*]}\"" | sed 's/ /", "/g' )

mkdir -p $pdfFolder
mkdir -p $pngFolder

# Create plots about the collected data

echo "# Script to plot interactions from ID $identifier and do some statistical analyses (as
of “date’)

topPoses <- StopPoses

NOaroSteps <- ${#aroSteps[*]}
NOmetSteps <- ${#metSteps[*]}
# Boxplot scores

scores <- read.table (\"S$scoreSuperFile\", header = TRUE, fill = TRUE) [1:topPoses, ]
if (NOaroSteps > 1 || NOmetSteps > 1) colnames (scores) <- sub(\"_ .\", \" -\", sub(\"X.\", \"-
\", colnames (scores)))
scores <- as.matrix(cbind(scores))

(
\
)

pdf (paste (\"${workDir}/scores sum top\", topPoses, \".pdf\", sep=\"\"))

boxplot (scores ~ col(scores), axes = FALSE)

axis(l, at = l:length(colnames (scores)), labels = colnames(scores), cex.axis = 0.7, las = 2)
axis (2, cex.axis=0.7, las=1)

for (i in l:length(colnames(scores))) lines(c(-0.1, 0.1) + i, rep(colMeans (scores) [i], 2), lwd
= 2, col = \"blue\")

title (main = paste (\"Docking scores\", \"($identifier)\"), ylab = \"Docking score (arbitrary
units)\")

title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)

box ()

dev.off ()

png (paste (\"${workDir}/scores_sum top\", topPoses, \".png\", sep=\"\"))

boxplot (scores ~ col(scores), axes = FALSE)

axis(l, at = l:length(colnames (scores)), labels = colnames(scores), cex.axis = 0.7, las = 2)
axis (2, cex.axis=0.7, las=1l)

for (i in l:length(colnames(scores))) lines(c(-0.1, 0.1) + i, rep(colMeans (scores) [i], 2), lwd
= 2, col = \"blue\")

title (main = paste (\"Docking scores\", \"($identifier)\"), ylab = \"Docking score (arbitrary
units)\")

title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)

box ()

dev.off ()

# Boxplot score changes in one parameter next to each other

if (NOaroSteps > 1 || NOmetSteps > 1) {
for (i in 1:NOaroSteps) {
aroParam <- unlist(strsplit (colnames (scores) [1*NOmetSteps], \" \")) [1]
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pdf (paste (\"${pdfFolder}/scores aro \", aroParam, \" top\", topPoses, \".pdf\", sep=\"\"))

boxplot (scores[, ((i-1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps)] ~ col(scores) [, ((i-
1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps) ], axes = FALSE)

axis(l, at = l:length(colnames (scores) [((i-1) *NOmetSteps+1l) : (1*NOmetSteps)]), labels =
colnames (scores) [ ((i-1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps) ], cex.axis = 0.7, las = 2)

axis (2, cex.axis=0.7, las=1)

for (j in 1l:length(colnames (scores) [ ((i-1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps)])) lines(c(-0.1,
0.1) + j, rep(colMeans (scores) [((i-1)*NOmetSteps+1l) : (1*NOmetSteps)]I[j], 2), lwd = 2, col =
\"blue\")

title(main = paste (\"Scores with C.cat-aro: \", aroParam, \"($identifier)\"), ylab =
\"Docking score (arbitrary units)\")

title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)

box ()

dev.off ()

png (paste (\"${pngFolder}/scores aro \", aroParam, \" top\", topPoses, \".png\", sep=\"\"))
boxplot (scores[, ((i-1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps)] ~ col(scores) [, ((i-
1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps) ], axes = FALSE)

axis(l, at = l:length(colnames (scores) [((i-1)*NOmetSteps+1l): (1i*NOmetSteps)]), labels =
colnames (scores) [ ((i-1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps) ], cex.axis = 0.7, las = 2)

axis (2, cex.axis=0.7, las=1)

for (j in l:length(colnames (scores) [ ((i-1)*NOmetSteps+1): (i*NOmetSteps)])) lines(c(-0.1,
0.1) + j, rep(colMeans (scores) [((i-1)*NOmetSteps+1l): (1i*NOmetSteps)][j], 2), lwd = 2, col =
\"blue\")

title(main = paste (\"Scores with C.cat-aro: \", aroParam, \"($identifier)\"), ylab =
\"Docking score (arbitrary units)\")
title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)
box ()
dev.off ()
}

# Boxplot score changes in the other parameter next to each other
for (i in 1:NOmetSteps) {
metParam <- unlist(strsplit(colnames(scores), \" \"))[2* (1:NOmetSteps)][1]

pdf (paste (\"${pdfFolder}/scores met \", metParam, \" top\", topPoses, \".pdf\", sep=\"\"))
boxplot (scores [, i+ (0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps] ~ col (scores) [,i+(0: (NOaroSteps-—
1)) *NOmetSteps] axes = FALSE)

r
axis(l, at = l:length(colnames (scores) [i+(0: (NOaroSteps-1))*NOmetSteps]), labels =
colnames (scores) [1i+(0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps], cex.axis = 0.7, las = 2)
axis (2, cex.axis=0.7, las=1)
for (j in l:length(colnames (scores) [i+(0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps])) lines(c(-0.1, 0.1)

+ j, rep(colMeans (scores) [i+(0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps] [j], 2), 1lwd 2, col = \"blue\")
title (main = paste(\"Scores with C.cat-MetS: \", metParam, \"($identifier)\"), ylab =
\"Docking score (arbitrary units)\")
title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)
box ()
dev.off ()

png (paste (\"${pngFolder}/scores met \", metParam, \" top\", topPoses, \".png\", sep=\"\"))
boxplot (scores[,i+(0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps] ~ col(scores) [,1i+(0: (NOaroSteps-—
1)) *NOmetSteps], axes = FALSE)
axis(l, at = l:length(colnames (scores) [i+(0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps]), labels =
colnames (scores) [i+ (0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps], cex.axis = 0.7, las = 2)
axis (2, cex.axis=0.7, las=1)

for (j in 1l:length(colnames (scores) [i+(0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps])) lines(c(-0.1, 0.1)
+ j, rep(colMeans (scores) [i+(0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps] [J], 2), lwd = 2, col = \"blue\")
title(main = paste (\"Scores with C.cat-MetS: \", metParam, \" ($identifier)\"), ylab =

\"Docking score (arbitrary units)\")
title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)
box ()
dev.off ()
}
} else {
onlyParam <- c(${versions[*]})

pdf (paste (\"${pdfFolder}/scores \", onlyParam, \" top\", topPoses, \".pdf\", sep=\"\"))

boxplot (scores[, 1] ~ col(scores) [, 1], axes = FALSE)

axis(l, at = l:length(colnames (scores)[1l]), labels = colnames (scores) [l], cex.axis = 0.7,
las = 2)

axis (2, cex.axis=0.7, las=1)

lines(c (0.9, 1.1), rep(colMeans (scores) [1][1], 2), 1lwd = 2, col = \"blue\")

title (main = paste(\"Scores with \", onlyParam, \" ($identifier)\"), ylab = \"Docking score
(arbitrary units)\")

title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)

box ()

dev.off ()
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png (paste (\"${pngFolder}/scores \", onlyParam, \" top\", topPoses, \".png\", sep=\"\"))

boxplot (scores[, 1] ~ col(scores)[, 1], axes = FALSE)

axis(l, at = l:length(colnames (scores) [1]), labels = colnames (scores) [1l], cex.axis = 0.7,
las = 2)

axis (2, cex.axis=0.7, las=1)

lines(c(0.9, 1.1), rep(colMeans(scores)[1][1], 2), lwd = 2, col = \"blue\")

title (main = paste(\"Scores with \", onlyParam, \" ($identifier)\"), ylab = \"Docking score
(arbitrary units)\")

title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)

box ()

dev.off ()

# Some descriptive statistics (in case you need numbers)
sink (paste (\"${workDir}/Rstats top\", topPoses, \".out\", sep = \"\"))
for (i in l:dim(scores) [2]) {
cat (\"\n\nStatistical data for scores with potential \", colnames (scores) [i], \":\n\")
cat (\"Number of observations:\", boxplot.stats(scores[, i])\$n, \"\n\")
cat (\"Most extreme data interval within +/- 1.5 IQRs from the middle 50:\",
boxplot.stats (scores[, 1i])\$stats[1l], boxplot.stats(scores[, 1i])\$stats[5], \"\n\")
cat (\"25th percentile (lst quartile):\", boxplot.stats(scores[, i])\$stats[2], \"\n\")
cat (\"50th percentile (median):\", boxplot.stats(scores[, i])\$stats[3], \"\n\")
cat (\"75th percentile (3rd quartile):\", boxplot.stats(scores[, i])\$stats([4], \"\n\")
cat (\"Notch interval:\", boxplot.stats(scores[, i])\Sconf, \"\n\")
cat (\"Number of outliers (more than +/- 1.5 IQRs from the middle 50):\",
length (boxplot.stats (scores[, i])\$out), \"\n\")
cat (\"IQR = interquartile range (Q3 - Q1l), in this case:\", abs(boxplot.stats (scores],

i])\$stats[4] - boxplot.stats(scores[, i])\$stats[2]), \"\n\")
cat (\"Mean: \", mean (scores[, 1]), \"\n\")
cat (\"95% confidence interval for measured mean:\", t.test(scores[, 1], mu = mean(scores]|,

i]1))\Sconf.int[1:2], \"\n\")
cat (\"\n\n\")
}

sink ()

# Boxplot distances
for (interactionFile in c(${distanceFiles[*]})) {
distFile <- paste(\"${workDir}/\", interactionFile, sep = \"\"
interaction <- strsplit(interactionFile, \" sum.txt\")
distances <- read.table(distFile, header = TRUE, fill = TRUE) [l:topPoses, ]

if (NOaroSteps > 1 || NOmetSteps > 1) colnames (distances) <- sub(\"_.\", \" -\", sub(\"X.\",
\"-\", colnames (distances)))

saveFile <- paste(unlist(strsplit(interactionFile,\".txt\"))[1], \" top\", topPoses,
sep=\"\")

distances <- as.matrix (cbind(distances))

# Boxplot distance changes overview for different potentials
pdf (paste (\"${workDir}/\", saveFile, \".pdf\", sep=\"\"))

boxplot (distances ~ col (distances), axes = FALSE)

axis(l, at = l:length(colnames (distances)), labels = colnames (distances), cex.axis = 0.7,
las = 2)

axis (2, cex.axis = 0.7, las = 1)

for (j in l:length(colnames (distances))) lines(c(-0.1, 0.1) + j, rep(colMeans (distances) [J],
2), lwd = 2, col = \"blue\")

title (main = paste (interaction, \" ($identifier)\"), ylab = expression (paste (\"Distance
(A.)\™)))

title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)

box ()

dev.off ()

png (paste (\"${workDir}/\", saveFile, \".png\", sep=\"\"))

boxplot (distances ~ col (distances), axes = FALSE)

axis(l, at = l:length(colnames(distances)), labels = colnames(distances), cex.axis = 0.7,
las = 2)

axis (2, cex.axis=0.7, las=1)

for (j in l:length(colnames (distances))) lines(c(-0.1, 0.1) + j, rep(colMeans (distances) []J],
2), lwd = 2, col = \"blue\")

title(main = paste(interaction, \" ($identifier)\"), ylab = expression (paste (\"Distance
(A.)\")))

title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)

box ()

dev.off ()

# Boxplot distance changes in one parameter next to each other
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if (NOaroSteps > 1 || NOmetSteps > 1) {
for (i in 1:NOaroSteps) {
aroParam <- unlist (strsplit (colnames (distances) [1*NOmetSteps], \" \")) [1]

pdf (paste (\"${pdfFolder}/dist \", interaction, \" aro \", aroParam, \" top\", topPoses,
\".pdf\", Sep:\"\"))

boxplot (distances[, ((i-1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps)] ~ col(distances) [, ((i-
1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps) ], axes = FALSE)

axis(l, at = l:length(colnames (distances) [((i-1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps)]), labels
= colnames (distances) [ ((i-1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps) ], cex.axis = 0.7, las = 2)

axis (2, cex.axis = 0.7, las = 1)

for (j in l:length(colnames (distances) [ ((i-1) *NOmetSteps+1l): (i*NOmetSteps)])) lines(c (-
0.1, 0.1) + j, rep(colMeans (distances) [((i-1)*NOmetSteps+1l): (1*NOmetSteps)][j], 2), lwd = 2,
col = \"blue\")

title(main = paste(interaction, \"with C.cat-aro: \", aroParam, \" ($identifier)\"), ylab
= expression (paste (\"Distance (A.)\")))

title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)

box ()

dev.off ()

png (paste (\"${pngFolder}/dist \", interaction, \" aro \", aroParam, \" top\", topPoses,
\".png\", sep=\"\"))

boxplot (distances[, ((i-1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps)] ~ col(distances) [, ((i-
1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps) ], axes = FALSE)

axis(l, at = l:length(colnames (distances) [ ((i-1)*NOmetSteps+1l): (1i*NOmetSteps)]), labels
= colnames (distances) [ ((i-1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps) ], cex.axis = 0.7, las = 2)

axis (2, cex.axis = 0.7, las = 1)

for (j in l:length(colnames (distances) [ ((i-1) *NOmetSteps+1): (i*NOmetSteps)])) lines(c (-
0.1, 0.1) + j, rep(colMeans (distances) [ ((i-1)*NOmetSteps+1l): (i*NOmetSteps)][j], 2), lwd = 2,
col = \"blue\")

title(main = paste(interaction, \"with C.cat-aro: \", aroParam, \"(Sidentifier)\"), ylab
= expression (paste (\"Distance (A..)\")))

title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)

box ()

dev.off ()

}

# Boxplot distance changes in the other parameter next to each other
for (i in 1:NOmetSteps) {
metParam <- unlist (strsplit (colnames (distances), \" \")) [2* (1:NOmetSteps)] [i]

pdf (paste (\"${pdfFolder}/dist \", interaction, \" met \", metParam, \" top\", topPoses,
\".pdf\", sep=\"\"))

boxplot (distances[,1i+ (0: (NOaroSteps-1) ) *NOmetSteps] ~ col (distances) [,1+(0: (NOaroSteps-
1)) *NOmetSteps], axes = FALSE)

axis(l, at = l:length(colnames (distances) [i+(0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps]), labels =

colnames (distances) [i+ (0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps], cex.axis = 0.7, las = 2)

axis (2, cex.axis = 0.7, las = 1)

for (j in l:length(colnames (distances) [i+(0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps])) lines(c(-0.1,
0.1) + j, rep(colMeans (distances) [i+(0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps][j], 2), lwd = 2, col =
\"blue\")

title (main = paste(interaction, \"with C.cat-MetS: \", metParam, \" ($identifier)\"),
ylab = expression (paste (\"Distance (A.)\")))

title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)

box ()

dev.off ()

png (paste (\"${pngFolder}/dist \", interaction, \" met \", metParam, \" top\", topPoses,
\".png\", sep=\"\"))

boxplot (distances [, i+ (0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps] ~ col (distances) [,i+(0: (NOaroSteps-—
1)) *NOmetSteps], axes = FALSE)

axis(l, at = l:length(colnames(distances) [i+(0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps]), labels =

colnames (distances) [i+ (0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps], cex.axis = 0.7, las = 2)

axis (2, cex.axis = 0.7, las = 1)

for (j in l:length(colnames (distances) [i+(0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps])) lines(c(-0.1,
0.1) + j, rep(colMeans (distances) [i+(0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps][j], 2), lwd = 2, col =
\"blue\")

title(main = paste(interaction, \"with C.cat-MetS: \", metParam, \" ($identifier)\"),
ylab = expression (paste (\"Distance (A.)\")))
title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)
box ()
dev.off ()
}
} else {
onlyParam <- c(${versions[*]})

pdf (paste (\"${pdfFolder}/dist \", interaction, \" \", onlyParam, \" top\", topPoses,
\vv .pdf\", sep=\"\") )
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boxplot (distances|[, 1] ~ col(distances) [, 1], axes = FALSE)

axis(l, at = l:length(colnames (distances) [1]), labels = colnames (distances)[1l], cex.axis
0.7, las = 2)

axis (2, cex.axis = 0.7, las = 1)

lines(c (0.9, 1.1), rep(colMeans(distances)[1][1], 2), 1lwd = 2, col = \"blue\")

title(main = paste(interaction, \"with\", onlyParam, \"($identifier)\"), ylab =
expression (paste (\"Distance (A.)\")))

title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)

box ()

dev.off ()

png (paste (\"${pngFolder}/dist \", interaction, \" \", onlyParam, \" top\", topPoses,
\".png\", sep=\"\"))

boxplot (distances|[, 1] ~ col(distances) [, 1], axes = FALSE)

axis(l, at = l:length(colnames (distances) [1]), labels = colnames (distances)[1l], cex.axis
0.7, las = 2)

axis (2, cex.axis = 0.7, las = 1)

lines(c (0.9, 1.1), rep(colMeans(distances)[1][1], 2), 1lwd = 2, col = \"blue\")

title(main = paste(interaction, \"with\", onlyParam, \"($identifier)\"), ylab =
expression (paste (\"Distance (A..)\")))

title(xlab = \"Modified PLANTS potentials\", line=4.0)

box ()

dev.off ()

}

# Some descriptive statistics (in case you need numbers)
sink (paste (\"${workDir}/Rstats top\", topPoses, \".out\", sep = \"\"), append = TRUE)
for (i in l:dim(distances) [2]) {
cat (\"\n\nStatistical data for\", saveFile, \"with potential \", colnames (distances) [i],
\":\n\")
cat (\"Number of observations:\", boxplot.stats(distances[, 1]1)\$n, \"\n\")
cat (\"Most extreme data interval within +/- 1.5 IQRs from the middle 50:\",
boxplot.stats (distances[, i])\$stats[1l], boxplot.stats(distances[, i])\$stats[5], \"\n\")
cat (\"25th percentile (lst quartile):\", boxplot.stats(distances[, i])\$stats([2], \"\n\")
cat (\"50th percentile (median):\", boxplot.stats(distances[, i])\$stats[3], \"\n\")
cat (\"75th percentile (3rd quartile):\", boxplot.stats(distances[, i])\$stats[4], \"\n\")
cat (\"Notch interval:\", boxplot.stats(distances[, i])\Sconf, \"\n\")
cat (\"Number of outliers (more than +/- 1.5 IQRs from the middle 50) :\",
length (boxplot.stats (distances[, 1i])\S$out), \"\n\")

cat (\"IQR = interquartile range (Q3 - Q1), in this case:\", abs (boxplot.stats(distances],
i])\$stats[4] - boxplot.stats(distances[, i])\S$stats[2]), \"\n\")
cat (\"Mean: \", mean (distances[, i]), \"\n\")
cat (\"95% confidence interval for measured mean:\", t.test(distances[, 1], mu =
mean (distances[, 1]))\S$conf.int[1:2], \"\n\")
cat (\"\n\n\")
}
sink ()

}" > ${workDir}/metaRscript.R

ssh -X rklein@brandt6l R CMD BATCH S${workDir}/metaRscript.R >> $logFile
echo " - done."

printf "\n - done.\n" >> S$SlogFile

echo "metaPLANTS completely done on “date ."

echo "See $logFile for logged information."

echo "metaPLANTS completely done on “date’." >> $logFile

A 15 Bash-Shell-Skript corDistScores

#!/bin/bash
B

# #
# corDistScores i1d=ID [tops=TOPS] #
# #
#O0# # % % # # # # # # # # F #F # #F #F #F # # # # # # # #
# #
# Parameters #
# ID identifier (date format) #
# TOPS number of top-scored poses to be analyzed #
# (default: use all poses) #
# #
# All necessary information is taken from the respective folders and files. #
R R R S R

# transfer arguments
while [ $# -gt 0 1 ; do
case ‘echo "$1" | sed 's/=.*//'" in
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id) identifier="echo "$1" | sed 's/.*=//"'";;
tops) topPoses=‘echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
*) echo "Could not interpret $1 as an entity index - abort."
exit 1;;
esac
shift
done
if [ ! $identifier ] ; then
echo "No identifier given - abort!"
exit 1
fi

# Folder and file variables
mainDir=/raid/home/rklein/DOCK/plants/transform
workDir=$mainDir/transform $identifier
logFile=$workDir/corDistScores.log
evalLogFile=$workDir/evaPLANTS. log
transformerLog=${workDir}/transformer.log

if [ ! -f $evalogFile ] ; then
echo "Evaluation log file $evalogFile was not found - abort!"
exit 1

fi

# Just a hint from the last of the docking runs
loggedNumber="sed -n '2 p' S$evalogFile | awk '{printf $5}'"

# Get common number of docking poses from transformer.log file

nos=( “grep "Will try to analyze" $transformerLog | awk '{print $5}'" )
for no in ${nos[*]}
do
if [ $no -1t $loggedNumber ] ; then
loggedNumber=$no
fi
done
if [ ! StopPoses ] ; then
topPoses=$1loggedNumber
else
if [ $topPoses -1t 1 ] ; then
echo "At least one pose needs to be evaluated overall - abort"
exit 1
elif [ StopPoses -gt $loggedNumber ] ; then
topPoses=$loggedNumber
fi
fi
if [ ! -d SworkDir ] ; then
echo "The necessary folder $workDir could not be found - abort!"
exit 1
fi

# Inform user about what will happen, log setup information
echo "SUSER started corDistScores for identifier $identifier on ‘date™."
echo "SUSER started corDistScores for identifier $identifier on ‘date”." > $logFile

cd $SworkDir

# Transformations for each varied parameter
transformerLog=${workDir}/transformer.log

pdfFolder=${workDir}/pdf

pngFolder=${workDir}/png

aroSteps=( ‘sed -n '2 p' S$transformerlLog | sed 's/.*interaction://g' | sort’ )
metSteps=( ‘sed -n '3 p' StransformerLog | sed 's/.*interaction://g' | sort’ )

for aro in ${aroSteps[*]}

do
for met in ${metSteps[*]}
do
folders=( ${folders[*]} docked ${aro} $S{met} )
done
done

anaFilesuffix= dist.txt

# Files from meta analysis
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scoreSuperFile=${workDir}/scores_sum.txt
# Assume same distances logged everywhere, take them from first instance

distAnaFiles=( "find ${folders[0]} -name "*${anaFileSuffix}" | sed 's/.*\///g' )

# make R-compatible enumerations

distanceFiles=( ‘“echo "\"S${distAnaFiles[*]}\"" | sed 's/ dist/ sum/g;s/ /", "/g' )
versions=( ‘echo "\"${folders[*]}\"" | sed 's/docked //g; s/ /", "/g' )

aroSteps=( ‘echo "\"${aroSteps[*]}\"" | sed 's/ /", "/g' )

metSteps=( ‘echo "\"${metSteps[*]}\"" | sed 's/ /", "/g' )

# Do the analysis using R and produce some plots for visualization
printf "Creating correlation diagrams using R..."
printf "Creating correlation diagrams using R..." >> $logFile

# Create plots about the collected data

echo "# Script to plot correlations between docking scores and distances from ID $identifier
(as of ‘date’)

topPoses <- S$topPoses
NOaroSteps <- ${#aroSteps[*]}

NOmetSteps <- ${#metSteps[*]}

# Read in scores

scores <- read.table (\"S$scoreSuperFile\", header = TRUE, fill = TRUE) [1l:topPoses, ]
if (NOaroSteps > 1 || NOmetSteps > 1) colnames (scores) <- c(${versions[*]}

scores <- as.matrix (cbind(scores))

# For each considered interaction, for each potential, plot scores vs. distances
for (interactionFile in c(${distanceFiles[*]})) {
distFile <- paste(\"${workDir}/\", interactionFile, sep = \"\"
currentInteraction <- strsplit(interactionFile, \" sum.txt\")
distances <- read.table(distFile, header = TRUE, fill = TRUE) [l:topPoses, |
if (NOaroSteps > 1 || NOmetSteps > 1) colnames (distances) <- c(${versions[*]}
distances <- as.matrix(cbind(distances))

# Scatterplot correlations between scores and distances for one parameter series
if (NOmetSteps > 1) for (i in 1:NOaroSteps) {

constInteraction <- unlist(strsplit(colnames (scores) [1*NOmetSteps], \" \")) [1]

saveFile <- paste(\"cor \", currentlnteraction, \" aro \", constlInteraction, \" top\",
topPoses, sep=\"\")

pearsonCoeffs <- diag(cor(scores[, ((i-1) *NOmetSteps+1l) : (1*NOmetSteps) ], distances|[, ((i-
1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps) 1))
# if (length (pearsonCoeffs) > 1) pearsonCoeffs <- diag(pearsonCoeffs)

colNum <- 3

if (NOmetSteps == || NOmetSteps == 2) colNum <- NOmetSteps

if (NOmetSteps == 4) colNum <- 2

pdf (paste (\"${pdfFolder}/\", saveFile, \".pdf\", sep=\"\"))
layout (matrix(c(1,2), byrow=TRUE), heights=c(5, 1))
par (mar=c(5,4,4,0)+0.1)

plot (scores[, ((i-1)*NOmetSteps+l): (i*NOmetSteps)], distances[, ((i-
1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps) ], xlab = \"Docking scores (arbitrary units)\", ylab =
expression (paste (\"Distance (A..)\")), main = paste(currentInteraction, \"with C.cat-aro:\",
constInteraction, \"($identifier)\"), col = rep(rainbow (NOmetSteps), each = topPoses))

for (j in 1:NOmetSteps) abline (lm(distances[, (i-1)*NOmetSteps+j] ~ scores[, (i-

1) *NOmetSteps+j]), col = rainbow (NOmetSteps) [j])
par (mar=c(0,0,0,0)+0.1)

plot.new ()

plot.window (c(0,1), c(0,1))

legend (\"topright\", paste(colnames (scores) [((i-1)*NOmetSteps+1l) : (1*NOmetSteps)], \", r =
\", round(pearsonCoeffs, 2), sep = \"\"), col = rainbow (NOmetSteps), bg = \"white\", ncol =
colNum, title = \"Depicted potentials\", pch = 1)

dev.off ()

png (paste (\"${pngFolder}/\", saveFile, \".png\", sep=\"\"), width = 1024, height = 768)

layout (matrix(c(1,2), byrow=TRUE), heights=c(6, 1))
par (mar=c(5,4.5,4,0)+0.1)

plot (scores[, ((i-1)*NOmetSteps+l): (i*NOmetSteps)], distances[, ((i-
1) *NOmetSteps+1) : (1*NOmetSteps) ], xlab = \"Docking scores (arbitrary units)\", ylab =
expression (paste (\"Distance (A..)\")), main = paste(currentInteraction, \"with C.cat-aro:\",
constInteraction, \"($identifier)\"), col = rep(rainbow (NOmetSteps), each = topPoses))

for (j in 1:NOmetSteps) abline (lm(distances|[, (i-1)*NOmetSteps+j] ~ scores[, (i-

1) *NOmetSteps+j]), col = rainbow (NOmetSteps) [j])
par (mar=c(0,4.5,0,0)+0.1)
plot.new()
plot.window(c(0,1), c(0,1))
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legend (\"topleft\", paste(colnames (scores) [((i-1)*NOmetSteps+1): (i*NOmetSteps)], \", r =
\", round(pearsonCoeffs, 2), sep = \"\"), col = rainbow (NOmetSteps), bg = \"white\", ncol =
colNum, title = \"Depicted potentials\", pch = 1)
dev.off ()
}

# Scatterplot correlations between scores and distances for the other parameter series
if (NOaroSteps > 1) for (i in 1:NOmetSteps) {
constInteraction <- unlist (strsplit (colnames (scores) [1], \" \")) [2]
saveFile <- paste(\"cor \", currentInteraction, \" met \", constInteraction, \" top\",
topPoses, sep=\"\")
pearsonCoeffs <- diag(cor(scores[, (0:(NOaroSteps-1))*NOmetSteps+i], distances],
(0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps+i]))

# if (length (pearsonCoeffs) > 1) pearsonCoeffs <- diag(pearsonCoeffs)
colNum <- 3
if (NOaroSteps == | | NOaroSteps == 2) colNum <- NOaroSteps
if (NOaroSteps == 4) colNum <- 2

pdf (paste (\"${pdfFolder}/\", saveFile, \".pdf\", sep=\"\"))

layout (matrix(c(1,2), byrow=TRUE), heights=c (5, 1))

par (mar=c(5,4,4,0)+0.1)

plot (scores[, (0:(NOaroSteps-1))*NOmetSteps+i], distances[, (0: (NOaroSteps-
1)) *NOmetSteps+i], xlab = \"Docking scores (arbitrary units)\", ylab =
expression (paste (\"Distance (A..)\")), main = paste(currentInteraction, \"with C.cat-MetS:\",
constInteraction, \"($identifier)\"), col = rep(rainbow(NOaroSteps), each = topPoses))

for (j in 1:NOaroSteps) abline(lm(distances[, i+(j-1)*NOmetSteps] ~ scores[, i+ (j-

1) *NOmetSteps]), col = rainbow (NOaroSteps) [j])
par (mar=c(0,0,0,0)+0.1)
plot.new ()

plot.window(c(0,1), c(0,1))
legend (\"topright\", paste (colnames (scores) [ (0: (NOaroSteps-1))*NOmetSteps+i], \", r = \",

round (pearsonCoeffs, 2), sep = \"\"), col = rainbow (NOaroSteps), bg = \"white\", ncol =
colNum, title = \"Depicted potentials\", pch = 1)
dev.off ()

png (paste (\"${pngFolder}/\", saveFile, \".png\", sep=\"\"), width = 1024, height = 768)

layout (matrix(c(1,2), byrow=TRUE), heights=c(6, 1))

par (mar=c(5,4.5,4,0)+0.1)

plot (scores[, (0:(NOaroSteps-1))*NOmetSteps+i], distances[, (0: (NOaroSteps-
1)) *NOmetSteps+i], xlab = \"Docking scores (arbitrary units)\", ylab =
expression (paste (\"Distance (A..)\")), main = paste(currentInteraction, \"with C.cat-MetS:\",
constInteraction, \"($identifier)\"), col = rep(rainbow(NOaroSteps), each = topPoses))

for (j in 1:NOaroSteps) abline(lm(distances[, i+(j-1)*NOmetSteps] ~ scores[, i+ (j-
1) *NOmetSteps]), col = rainbow (NOaroSteps) [j])

par (mar=c(0,4.5,0,0)+0.1)

plot.new ()

plot.window(c(0,1), c(0,1))

legend (\"topleft\", paste(colnames (scores) [ (0: (NOaroSteps-1)) *NOmetSteps+i], \", r = \",

round (pearsonCoeffs, 2), sep = \"\"), col = rainbow (NOaroSteps), bg = \"white\", ncol =
colNum, title = \"Depicted potentials\", pch = 1)
dev.off ()
}
if (NOaroSteps == 1 && NOmetSteps == 1) {
saveFile <- paste(\"cor \", currentInteraction, \" \", ${versions([*]}, \" top\", topPoses,
sep=\"\")

pearsonCoeffs <- cor(scores|[, 1], distances[, 1])

pdf (paste (\"${pdfFolder}/\", saveFile, \".pdf\", sep=\"\"))

layout (matrix(c(1,2), byrow=TRUE), heights=c(5, 1))

par (mar=c(5,4,4,0)+0.1)

plot (scores[, 1], distances[, 1], xlab = \"Docking scores (arbitrary units)\", ylab =
\"Distance (A..)\", main = paste(currentInteraction, \"with\", ${versions[*]},
\" (Sidentifier)\"), col = \"blue\")

abline (lm(distances[, 1] ~ scores[, 1]), col = \"blue\")

par (mar=c(0,0,0,0)+0.1)

plot.new()

plot.window(c(0,1), c(0,1))

legend (\"topright\", paste(${versions[*]}, \", r = \", round(pearsonCoeffs, 2), sep =
\"\"), col = \"blue\", bg = \"white\", ncol = colNum, title = \"Depicted potentials\", pch =
1)

dev.off ()

png (paste (\"${pngFolder}/\", saveFile, \".png\", sep=\"\"), width = 1024, height = 768)

layout (matrix(c(1,2), byrow=TRUE), heights=c (6, 1))
par (mar=c(5,4,4,0)+0.1)
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plot (scores[, 1], distances[, 1], xlab = \"Docking scores (arbitrary units)\", ylab
\"Distance (A..)\", main = paste(currentInteraction, \"with\", ${versions[*]},
\" ($identifier)\"), col = \"blue\")

abline (lm(distances([, 1] ~ scores[, 1]), col = \"blue\")

par (mar=c(0,4.5,0,0)+0.1)

plot.new()

plot.window(c(0,1), c(0,1))

legend (\"topright\", paste(${versions([*]}, \", r = \", round(pearsonCoeffs, 2), sep
\"\"), col = \"blue\", bg = \"white\", ncol = colNum, title = \"Depicted potentials\", pch =
1)

dev.off ()

# Heatmap depiction of correlations for all parameter translations
corCoeffs <- diag(cor(scores, distances))
saveFile <- paste(\"cor \", currentInteraction, \" all top\", topPoses, sep=\"\")

# interpolate colors and extract from complete palette

NOcolors <- 1000

minIndex <- min (round((1+NOcolors)/2 + corCoeffs* (((NOcolors+1l)/2)-1)))
maxIndex <- max (round((1+NOcolors)/2 + corCoeffs* (((NOcolors+1l)/2)-1)))

pdf (paste (\"${workDir}/\", saveFile, \".pdf\", sep=\"\"))

layout (matrix(c(1,2), 1,2 ), widths=c (5, 1))

image (1:NOmetSteps, 1:NOaroSteps, matrix(corCoeffs, NOmetSteps, NOaroSteps),
main=paste (\"Score vs.\", currentInteraction, \"distance (Sidentifier)\"), xlab=\"MetS
potential translation\", ylab=\"Aro potential translation\", col =
colorRampPalette (c (\"green\", \"white\", \"red\")) (NOcolors) [minIndex:maxIndex], axes = FALSE)

axis(l, at = 1:NOmetSteps, labels = unlist(strsplit(colnames (scores) [1:NOmetSteps],
\" \")) [ (1:NOmetSteps)*2])
axis (2, at = 1:NOaroSteps, labels =

unlist (strsplit (colnames (scores) [ (1:NOaroSteps) *NOmetSteps], \" \")) [(1l:NOaroSteps)*2-1], las
= 1)

box ()

for (i in 1:NOmetSteps) for (j in 1:NOaroSteps) text(i,]j, paste(colnames (scores) [i+(j-
1) *(NOmetSteps) ], \"\nr =\", round(corCoeffs[i+(j-1)* (NOmetSteps)]l, 2)), cex = 0.7)

# plot a colorful legend

par (mar=c(5,4,4,0)+0.1)

image(l, 1:100, matrix(1:100, 1, 100), xlab=\"\", ylab=\"Pearson's r\", col =
colorRampPalette (c (\"green\", \"white\", \"red\")) (100), axes = FALSE)

axis (2, at = seq(1,100, length.out=9), labels = round(seq(-1,1,length.out=9), 2), las = 1)

dev.off ()

png (paste (\"${workDir}/\", saveFile, \".png\", sep=\"\"), width = 1024, height = 768)
layout (matrix(c(1,2), 1,2 ), widths=c (5, 1))
image (1:NOmetSteps, 1l:NOaroSteps, matrix (corCoeffs, NOmetSteps, NOaroSteps),

main=paste (\"Correlations: score -\", currentInteraction, \"distance ($Sidentifier)\"),
xlab=\"MetS potential translation\", ylab=\"Aro potential translation\", col =
colorRampPalette (c (\"green\", \"white\", \"red\")) (NOcolors) [minIndex:maxIndex], axes = FALSE)
axis(l, at = 1:NOmetSteps, labels = unlist(strsplit (colnames (scores) [1:NOmetSteps],
\" \")) [ (1:NOmetSteps)*2])
axis (2, at = 1:NOaroSteps, labels =
unlist (strsplit (colnames (scores) [ (1:NOaroSteps) *NOmetSteps], \“_\“))[(1:NOaroSteps)*2—1], las
= 1)
box ()
for (i in 1:NOmetSteps) for (j in 1:NOaroSteps) text(i,]j, paste(colnames (scores) [i+(j-
1) *(NOmetSteps) ], \"\nr =\", round(corCoeffs[i+ (j-1)* (NOmetSteps)], 2)), cex = 1.0)

# plot a colorful legend
par (mar=c(5,4,4,0)+0.1)
image (1, 1:100, matrix(1:100, 1, 100), xlab=\"\", ylab=\"Pearson's r\", col =
colorRampPalette (c (\"green\", \"white\", \"red\")) (100), axes = FALSE)
axis (2, at = seq(l1,100, length.out=9), labels = round(seq(-1,1,length.out=9), 2), las = 1)
dev.off ()
}" > ${workDir}/corDistScores.R
ssh -X rklein@brandt6l R CMD BATCH ${workDir}/corDistScores.R >> $logFile

echo " - done."
printf "\n - done.\n" >> S$logFile
echo "corDistScores completely done on “date’."

echo "See $logFile for logged information."
echo "corDistScores completely done on “date’." >> $logFile

A 16 Bash-Shell-Skript violinPLANTS

#!/bin/bash
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FHEAAFH A AR AR R R R R R R R R R R R R R R

(default: use all poses)

#

# violinPLANTS id=ID [tops=TOPS]

#

# 0% # # # # # # # # # # # # # # # # # # # # # # # #
#

# Parameters

# ID identifier (date format)

# TOPS number of top-scored poses to be analyzed

#

#

# All necessary information is taken from the respective folders and files.

FHEAAFFE AR R R R R R R R R R R R R R

# transfer arguments
while [ $# -gt 0 ] ; do

case ‘echo "$1" | sed 's/=.*//'" in
id) identifier="echo "$1" | sed 's/.*=//'";;
tops) topPoses="echo "$1" | sed 's/.*=//"'";;
*) echo "Could not interpret $1 as an entity index - abort."
exit 1;;
esac
shift
done
if [ ! S$identifier ] ; then
echo "No identifier given - abort!"
exit 1
fi

# Folder and file variables
mainDir=/raid/home/rklein/DOCK/plants/transform
workDir=$mainDir/transform Sidentifier
logFile=$workDir/violinPLANTS. log
evalogFile=SworkDir/evaPLANTS. log
transformerLog=${workDir}/transformer.log
pdfFolder=${workDir}/pdf
pngFolder=${workDir}/png

if [ ! -d $workDir ] ; then
echo "The necessary folder $workDir could not be found - abort!"
exit 1

fi

if [ ! -f S$transformerLog ] ; then
echo "Transformer log file $t