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1. EINLEITUNG

VS Methoden nehmen in der modernen Wirkstoffentwicklung eine immer gréBere Rolle
ein. Durch die zunehmende Leistungsfahigkeit der Computer sind inzwischen auch ein-
fache Arbeitsplatzrechner in der Lage diese Berechnungen durchzufiihren. Deswegen
tragen virtuelle Screening Methoden auch dazu bei die Kosten in den friilhen Phasen
der Wirkstoffentwicklung zu reduzieren.

Neben den etablierten Methoden kommen stetig neue Algorithmen und Implementa-
tionen derselben hinzu. Deshalb wird es zunehmend schwerer eine Aussage Uber die
Qualitat der Ergebnisse zu machen. Daher ist es von Néten die vorhandenen Metho-
den an einer groBen Menge an bekannten aktiven Substanzen fir bestimmte Proteine
zu testen, um zu prifen, ob die Methoden in der Lage sind zwischen aktiven und inak-
tiven Substanzen zu unterscheiden. Es gibt eine Reihe von Publikationen zu diesem
Thema, doch werden bei diesen meistens diverse Proteine verschiedener Familien be-
trachtet. Ausser Acht gelassen wird dabei jedoch, wie sich die Methoden innerhalb
einer Proteinfamilie verhalten. Dies ist dann von besonderem Interesse, wenn die ein-
zelnen Vertreter einer Familie sehr homolog zueinander sind, denn gerade hierbei ist
es wichtig, dass neue Wirkstoffe selektiv nur das Zielprotein adressieren, und keine
Aktivitdt an den UObrigen Vertretern der Familie zeigen. Dies trifft besonders auf die
Proteinfamilie der Kinasen zu. Kinasen sind an vielen Prozessen innerhalb der Zelle
beteiligt (z. B. am Zellzyklus, der Signalweiterleitung um nur ein paar Beispiele zu nen-
nen.). Gerade der Umstand, dass sie fir einen fehlerfreien Zellzyklus mitverantwortlich
sind, macht Kinasen als Wirkstofftarget in der Tumorforschung interessant.

1.1. Virtuelles Screening

VS ist eine computerbasierte Methode im Bereich der Wirkstoffentwicklung, um Mole-
kildatenbanken nach einem oder mehreren moglichen Inhibitoren eines Enzyms oder
Rezeptors zu durchsuchen. Der Grundgedanke ist, aus einer groBen Menge an Struk-
turen die Kandidaten zu filtern, die sich fUr eine in vitro-Testung am besten eignen
[1, 2]. Obwohl es auf diese Weise theoretisch mdglich ist den gesamten chemischen
Raum von 10%° denkbaren Verbindungen zu durchsuchen, verwendet man sie doch
hauptsachlich zum Durchsuchen von Datenbanken kommerziell verfligbarer Verbin-
dungen und zur Verbesserung von bekannten Substanzen [3].

1.2. Kinasen

Das menschliche Genom kodiert 518 Kinasen, die sich aufgrund ihrer Homologie in
sieben Gruppen unterteilen lassen. Damit stellt diese Proteinklasse eine der gréBten



1. Einleitung

Abbildung 1.1: Dendrogramm humanes Kinom

Gruppennamen: AGC umfasst PKA, PKG, PKC, CAMK z. B. Calcium/ Camodulin-dependent
protein kinase, CK1 Casein Kinase 1, CMGC CDK, MAPK, GSK3, CLK-Familie, STE Homolo-
ge von Yeast Sterile 7, Sterile 11, Sterile 20 Kinase, TK Tyrosin-Kinase, TKL Tyrosin-Kinase-
ahnlich (nach [4]).

Proteingruppen im Menschen dar. Ebenso konnte gezeigt werden, dass Kinasen inner-
halb der Zelle und der Regulation ihrer Funktionen wichtige Rollen spielen [4]. Uber die
Signaltransduktion durch Regulierung der Phosphorylierung bestimmter Proteine [5]
werden wichtige zellulare Prozesse wie z. B. Zellwachstum, Differenzierung und Apop-
tose gesteuert [6]. Bei der Phosphorylierung wird die v-Phosphatgruppe des Adeno-
sintriphosphat (ATP) auf die Hydroxylgruppen der Aminosauren (AS) Serin, Threonin
oder Tyrosin Ubertragen. Abhangig von den phosphorylierten AS teilt man die Kinasen
in Serin/Threonin- oder tyrosinspezifische Kinasen ein. Fehlregulation der Kinaseaktivi-
tat kann — direkt oder indirekt — zu verschiedenen Erkrankungen, einschlief3lich Krebs,
fihren [7]. Deswegen gibt es derzeit ein steigendes Interesse daran, diese Signalwege
durch spezifische Kinase-Inhibitoren zu modulieren. Aus diesem Grund sind Kinasen
die zweitwichtigste Gruppe als Wirkstofftarget neben den G-Protein-gekoppelten Re-
zeptoren [8].

1.2.1 Systematik

Obwohl die Struktur der katalytischen Doméane bei Kinasen sehr &hnlich ist (siehe Ka-
pitel 1.2.2), gibt es Variationen in der Sequenz der Aminoséure (AS). Aufgrund dieser
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Unterschiede lassen sich die Kinasen in Gruppen unterteilen, die sich wiederum in
Familien aufteilen lassen (Abbildung 1.1).

AGC: Diese Gruppe ist nach den Kinasen PKA, PKG und PKC benannt, die alle drei
Serin/Threoninspezifische Kinasen sind, die von second messengern wie zyklischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP) oder Lipiden reguliert werden. Insgesamt besteht die-
se Gruppe aus 16 Familien, von denen acht wahrscheinlich schon in friihen Eukaryoten
auftreten, zwei (RSK, PKC) sowohl bei Pilzen, als auch bei Metazoen, und die Ubrigen
sechs (PKG, PKN, DMPK, YANK, RSKR, RSKL) nur in Metazoen [9, 10].

CAMK: Benannt nach den Calcium- und Calmodulin-regulierten Kinasen besteht
diese Gruppe aus 22 Familien. Calmodulin steht fiir Calcium-modulated protein und
ist ein Calcium bindendes regulatorisches Protein in eukaryotischen Zellen [11, 12].

CK1: Der Namensgeber dieser Gruppe ist die Familie der Casein Kinase 1, Se-
rin/Threoninspezifische Kinasen, die am circadiaren Rhythmus, Transport von Tran-
skriptionsfaktoren vom Zellkern in das Cytoplasma, DNA Reparatur und DNA Tran-
skription beteiligt sind [13]. Die Gruppe besteht aus vier weiteren Familien VRK, TTBK
und TTBKL. Die letzte Familie ist bisher nur in Fadenwurm C. elegans gefunden wor-
den, und besteht aus mehreren Subfamilien Worm7-Worm11 und Dual, wobei Letztere
dadurch hervorsticht, dass sie Uber zwei Kinasedomanen pro Protein verflgt. Diese
Subfamilien sind derzeit kaum erforscht, weshalb man keine Aussagen Uber deren
Funktion machen kann [14].

CMGC: Wieder steht der Name fiir eine Reihe von Familien, namentlich CDK,
MAPK, GSK3 und CLK. Alle neun Familien, die zu dieser Gruppe gehéren sind in
allen Organismen hoch konserviert, was bedeutet, dass wichtige strukturelle Merkma-
le Gber alle Familien konserviert und fur die gleichen Mechanismen wichtig sind [15].

STE: Diese Gruppe besteht aus drei Familien (STE20, STE11 und STE?7), die sich
der Reihe nach gegenseitig aktivieren, um schlieBlich die MAPK Familie zu aktivieren.
Vertreter der STE7 Familie Gbernehmen dabei den letzten Schritt, die Phosphorylie-
rung der MAPK Familie [16, 17].

TK: Diese Gruppe phosphoryliert fast nur Tyrosinreste, ganz im Gegensatz zu den
meisten anderen Kinasen, die entweder Serin oder Threonin phosphorylieren. Dabei
scheint es sich um die jingste Gruppe von Kinasen zu handeln, da sie in Pflanzen
(z. B. Dictyostelium) nicht auftritt [18]. Diese Gruppe ist sehr gut untersucht, und ihre
Hauptaufgabe ist die Weiterleitung von extrazellularen Signalen in das Innere der Zelle
[19].

TKL: Die sieben Unter-Gruppen (MLK, RAF, STKR, LRRK, LISK, IRAK und
RIPK) dieser Gruppe (Tyrosine kinase like) unterscheiden sich strukturell am starks-
ten von den anderen Kinasen, sind aber nah mit dem Mitgliedern der TK-Gruppe ver-
wandt. Sie sind in Metazoen weit verbreitet, fehlen aber in Pilzen véllig und in Pflanzen
stellen sie bis zu 80% des Kinoms. Sie phosphorylieren Serin- und Threoninreste.
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N-Terminaler
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Abbildung 1.2: Struktur der Kinasedomane
Dargestellt sind die einzelnen Sekundarstrukturelemente (PDB 1Q3D), sowie die einzelnen
Bereiche der Kinasedoméne. Gezeigt ist das Proteinrlickgrat (ribbon).

Auch innerhalb dieser Gruppe sind die Familien nur schwach miteinander verwandt,
aber alle sind den Vertretern der TK-Gruppe &hnlich, obwohl ihnen die fir die TK-
Gruppe spezifischen Motive fehlen [20-22].

1.2.2 Struktur und Funktion

Allen Kinasen ist der ahnliche Aufbau der katalytischen Domane gemein. Diese Do-
mane besteht aus 250 — 300 AS. Zwolf konservierte Subdomanen sind fir den Aufbau
der raumlichen Struktur der Kinasedoméane verantwortlich [23]. Das aktive Zentrum
wird am N-Terminus durch finf verdrillte B-Faltblatter und die glycinreiche Schleife be-
grenzt. Die Hinge-Region beschreibt die seitliche Begrenzung der ATP-Bindetasche.
Der C-terminale Bereich besteht vorwiegend aus a-Helices (Abbildung 1.2).

Die Kinasedoméne lasst sich weiter in die Bereiche Hydrophobe Tasche | und Il auf-
teilen, welche sich vor und hiter der Hinge-Region anschlie3en. Hierbei handelt es
sich um Bereiche, die von hydrophoben Aminosauren gebildet werden. Die gro3e der
Hydrophoben Tasche Il wird durch den Gatekeeper gesteuert (Abbildung 1.3). Die
Aminosaure an dieser Position ist nicht so wie das DFG-Motiv Uber die Kinasefamilien
konserviert. Zudem gibt es auch innerhalb einer Familie gibt es unterschiede. So ist
z.B. Threonin in den Kinasen der TK- und TKL-Familien am haufigsten, gefolgt von
Methionin. Phenylalanin in der CMCG-Familie am h&ufigsten anzutreffen, hier eben-
falls gefolgt von Methionin [24, 25]. Obwohl etwa 20 % aller Kinasen ein Threonin als
Gatekeeper aufweisen, weisen die meisten Kinasen, fir welche aktuell Inhibitoren in
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Abbildung 1.3: Hydrophobe Taschen | und Il (nach [27]).

Abbildung 1.4: DFG-Motiv

in beiden Bildern ist der Inhibitor cyan gefarbt; die Kohlenstoffatome des DFG-Motivs in
schwarz; das anders geformte Proteinrlickgrat in rot; a) DFG-In Abl1 Kinase im Komplex mit
PD166326 (PDB 10PK), b) DFG-Out Abl1 Kinase im Komplex mit Imatinib (PDB 11EP). Hier
— sowie in der folgenden Abbildungen — erfolgt die Nummerierung anhand der Proteinsequenz.

der klinischen Verwendung sind, ein Threonin an entsprechender Stelle auf. Der Gate-
keeper ist somit ein wichtiges Merkmal fUr die Selektivitat der Inhibitoren [26].

Ein weiteres wichtiges Merkmal ist das DFG-Motiv. DFG ist die Ein-Buchstaben-
Notation fiir die AS Asparaginsaure, Phenylalanin und Glycin. Es kénnen zwei Konfor-
mationen vorliegen: DFG-in und DFG-out (Abbildung 1.4). Die DFG-in-Konformation
bezeichnet man auch als aktive Konformation der Kinase, DFG-out entsprechend als
inaktive Konformation. Bei der aktiven Konformation ist das Aktivierungssegment phos-
phoryliert, und hat eine Konformation, die kaum Unterschiede bei den bihserigen Kris-
tallstrukturen aufweist. Wohingegen die inaktive Form nicht phosphoryliert ist, und auf-
grund von nun fehlenden Wechselwirkungen vielfaltige Konformationen einnimmt [28].
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Kinase
Protein Phosphoryliertes Protein
O / ) P
ATP ADP

Abbildung 1.5: Phosphorylierung
Die Kinase sorgt dafiir, dass die endstandige Phosphatgruppe des ATP auf ein Protein Uber-
tragen wird

DFG-In: Die Aktivierungsschleife nimmt eine offene Konformation ein. Die Seitenkette
des Phenylalanins ragt aus der ATP-Bindetasche heraus, wahrend die Seitenket-
te der Asparaginsaure nach innen zeigt (Abbildung 1.4(a)).

DFG-Out: Die Aktivierungsschleife nimmt eine geschlossene Konformation ein, wobei
die Seitenkette des Phenylalanins um ca.10° umklappt und somit in die ATP-
Bindetasche hereinragt (Abbildung 1.4(b)).

1954 wurde die erste wirkliche Kinaseaktivitdt beobachtet. Diese beschrieb ein Le-
berenzym welches Casein phosphoryliert [29]. Erst danach wurde der Mechanismus
aufgeklart der die Phosphorylase a in Phosphorylase b umwandelt [30, 31]. Abbildung
1.5 zeigt schematisch den Ablauf dieser Reaktion.

Damit die Phosphatgruppe Ubertragen werden kann, muss diese an die Kinase bin-
den. Der Bindungsort daflr ist durch die Hinge-Region (Abbildung 1.6) sowie die
glycinreiche-Schleife begrenzt. Diese Schleife verflgt Uber das konservierte Motiv
GXGXPG (wobei X fur jede AS stehen kann und @ in der Regel fur Tyrosin oder Phe-
nylalanin steht) [32]. Dieses Motiv ist ebenfalls mit daflir verantwortlich dass die Phos-
phatgruppen die richtige Orientierung haben und somit der v-Phosphatrest in Richtung
der Aktivierungsschleife zeigt, um dort abgespalten und auf das Substrat Ubertragen
zu werden [33].

1.2.3 Kinaseinhibitoren

Da Kinasen, wenn sie in ihrer Funktion gestért sind, als Onkogene fungieren kén-
nen [34], sind sie ein begehrtes Ziel in der Wirkstoffentwicklung, insbesondere in der
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Abbildung 1.6: Hinge-Region mit ATP

die wichtigen Wasserstoffbriicken von ATP zum Proteinriickgrat sind hervorgehoben die Kohel-
stoffatome des Rezeptors sind schwarz, die Phosphatreste des ATP magenta und der Adeno-
sinteil cyan (PDB 3HRC, PDK1 Kinase).

N

~

Tumorforschung. Onkogene sind Teile des Genoms einer Zelle, die dazu fiihren kdn-
nen, dass sich das kontrollierte Zellwachstum zu einem ungebremsten Tumorwachs-
tum entwickelt. Dies passiert durch Mutationen in den Onkogenen. Kinaseinhibitoren
flhren dazu dass die Kinase nicht mehr aktiv ist, und die Krebszelle deswegen in ih-
rem Wachstum gehemmt wird und schlieB3lich die Apoptose eintritt. Dies ist nicht der
einzige Bereich in dem Kinaseinhibitoren eine wichtige Rolle spielen. So sind auch
Wirkstoffe gegen rheumatische Arthritis, kardiovaskulére Erkankungen und Diabetes
mellitus in der klinischen Entwicklung. Derzeit sind mindestens neun sog. small mo-
lecule Kinaseinhibitoren durch die Food and Drug Administration (FDA) der USA ge-
gen Krebserkrankungen zugelassen [35, 36] (s. Abbildung 1.7). Neben diesen gibt es
auch noch monoklonale Antikdrper wie z. B. Cetuximab und Bevacizumab [37] sowie
Pegaptanib, ein RNA-Aptamer [38], welche ebenfalls therapeutisch eingesetzt werden
und Kinasen hemmen.

Da die Kinaseaktivitat essentiell fir die Funktion der Zelle ist, ist es wichtig, dass zu-
kunftige Inhibitoren nur an der gewlinschten Kinase wirken, um unerwiinschte Wirkun-
gen auszuschlieBen. Die Kinaseinhibitoren unterteilen sich in drei Klassen:

» ATP-kompetitive Inhibitoren
* Nicht-ATP-kompetitive Inhibitoren

« Mg*"/Mn** kompetitive Inhibitoren

ATP-kompetitive Inhibitoren: 1993 wurde die Kristallstruktur der Cyclin-
abhangigen Kinase 2 (CDK2) in Verbindung mit ATP aufgeklart [39]. Inhibitoren,
die eben diesen Bindungsmodus imitieren, werden als ATP-kompetitive Inhibitoren be-
zeichnet. Diese konkurrieren mit ATP an der Bindungsstelle der Kinase. Die Klasse der
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Abbildung 1.7: Kinaseinhibitoren
Von der FDA zugelassene Protein Kinaseinhibitoren (nach Grant [35] und [36]).

ATP-Kompetitiven Inhibitoren lasst sich weiter in Typ-I- und Typ-II-Inhibitoren einteilen.
Diese unterscheiden sich nicht im Bindungsmodus, sondern in der Kinasekonformati-
on an die sie binden und somit hemmen. Als dritte Gruppe gibt es noch die kovalenten
Kinaseinhibitoren.

Typ-I-Inhibitoren kénnen sowohl an die aktive Konformation als auch an die inaktive
Konformation binden, die Typ-Il-Inhibitoren binden dagegen nur an die inaktive Konfor-
mation. Die Inhibitoren bilden ein bis drei Wasserstoffbriicken zur Hinge-Region aus
(Abbildung 1.8b). Da die ATP-Bindetasche einen hohen Grad an struktureller und se-
quenzieller Ahnlichkeit aufweist, filhrt dies dazu, dass die meisten Inhibitoren meh-
rere Kinasen hemmen. Damit sind unerwlinschte Nebeneffekte und Toxizitat verbun-
den [40]. Ein Angriffspunkt um die Selektivitdt zu erhéhen ist der Gatekeeper. Als
Beispiel sei hier SB203580 genannt, ein selektiver Typ-I Inhibitor der Kinasen p38a
und p38p, sowie der eng verwandten p38y und p38d. Die Selektivitat beruht hier auf
den unterschiedlichen AS in der Hydrophoben Tasche Il (Threonin bei p38a und p38p3
bzw. Methionin bei p38y und p386 [41, 42]). Eine kleinere oder bewegliche Seitenkette
fuhrt zu einer gréBeren Hydrophoben Tasche I, die nahe Reste freilegt, die nun mit
dem Liganden in Wechselwirkung treten kdnnen und somit die Selektivitat und/ oder
die Starke der Hemmung steigern. Im Gegensatz dazu fihren gro3e Reste dazu, dass
der Zugang zur Hydrophoben Tasche Il eingeschrankt wird.

Eine wichtige Stoffklasse im Bereich der Typ-I-Inhibitoren sind die Bisindolylmaleimide
(Abbildung 1.9). Diese leiten sich alle von Arcyriarubin A ab, welches zu einer Rei-
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Abbildung 1.8: Typ-I- und Typ-ll-Inhibitoren
bei ABL1. a) mit PD166326 als Typ-I-Inhibitor b) mit Imatinib als Typ-Il-Inhibitor (nach [27]).

he von Bisindolylmaleimiden gehdrt, die in Schleimpilzen synthetisiert werden [43].
Staurosporin wurde 1977 aus Streptomyces staurosporeus isoliert, und war die erste
bekannte Substanz aus der Gruppe der Bisindolylmaleimide. Die Struktur von Stauro-
sporin konnte jedoch erst 1994 aufgeklart werden [44, 45]. Staurosporin hemmt eine
Vielzahl verschiedener Kinasen, indem es an die ATP-Bindetasche bindet, und dabei
eine hdéhere Affinitat aufweist, als ATP selbst [46]. Somit zeigt Staurosporin, und da-
mit auch die Klasse der Bisindolylmaleimide, einen &hnlichen Bindemodus wie ATP.
Abbildung 1.10 zeigt den Bindemodus von Staurosporin zur Hinge-Region von GSK-3
B. Dieser Bindemodus zur Hinge-Region wird von allen Bisindolylmaleimiden einge-
gangen. Somit weisen alle Derivate dieser Stoffklasse eine inhibitorische Wirkung bei
Kinasen auf, die jedoch unterschiedlich startk sein kann. So werden z.B. von Ro 31-
8220 nur alle Isoformen der PKC inhibiert [47]. K252a hingegen wirkt sich auf die CaM-
und Phosphorylase-Kinase am starksten aus. Setzt man jedoch eine deutlich héhere
Konzentration ein, dann hemmt K252a auch verschiedene Serin-/Threonin-Kinasen
[48].

Typ-lI-Inhibitoren binden an die inaktive Konformation der Kinase. Imatinib (Gleevec®,
Novartis) war der erste Kinaseinhibitor auf dem Markt, der die inaktive Konformation
der Kinase adressierte [49]. Er wird fUr die Behandlung von chronisch myeloischer
Leukamie, gastrointestinalen Stromatumoren verwendet, wobei die Tyrosinkinase ABL
gehemmt wird. Die DFG-Out Konformation 6ffnet eine weitere hydrophobe Tasche
(Abbildung 1.8 b). Diese Tasche ist weniger konserviert als die ATP-Bindetasche und
man geht davon aus, dass man hiertiber die Selektivitat erhbhen kann.

Kovalente Kinaseinhibitoren binden irreversibel an einen nukleophilen Cysteinrest in
der ATP-Bindetasche [50, 51]. Die am meisten erforschten Kinaseinhibitoren des epi-
dermal growth factor receptor (EGFR) sind HKI-272 [52] und CL-387785 [53]. Sie wur-
den entwickelt um einen Cysteinrest am Rand der ATP-Bindetasche anzugreifen der
nur bei wenigen Kinasen vorkommt [54]. Durch eine Michael-Addition [55] werden die
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a) Arcyriarubin A, die Grundstruktur - ein Bis[3,4]-(1H-indol-3-yl)-1H-pyrrol-2,5-dion - von der
sich die Klasse der Bisindolylmaleimide ableitet. b) Staurosporin ¢) Ro 31-8220 d) K252a

Abbildung 1.10: Bindemodus von Staurosporin

am Beispiel von GSK-3 B(PDB 1Q3D). Die Wasserstoffbriickenbindungen zur Hinge-Region
sind die gleichen, wie bei ATP. Das Proteinriickgrat ist in griin dargestellt, Staurosporin in
magenta.

Inhibitoren mit dem in das Solvent ragende Cystein verknUpft. Derzeit sind finf EGFR-
Inhibitoren in klinischen Testungen zur Behandlung von Lungenkrebs [51, 56, 57].

Nicht-ATP-Kompetitive Inhibitoren: Die zweite Klasse von Substanzen bindet aus-
serhalb der ATP-Bindetasche und inhibiert die Kinase allosterisch. Substanzen die zu
dieser Klasse gehéren zeigen die hdchste Selektivitat, weil sie Bereiche der Kinase
angreifen, die fir diese einmalig sind. Am Besten ist die Substanz CI-1040 charakte-
risiert, welche MEK1 und MEK2 inhibiert, indem sie eine Tasche angreift, die mit der
ATP-Bindetasche verbunden ist (Abbildung 1.11) [58].

Mg>"/Mn*" Kompetitive Inhibitoren: Mg*" oder Mn?* lonen werden innerhalb der

Kinasedomane benétigt, damit sich das ATP prazise ausrichten kann, um so die Uber-
tragung der Phosphatgruppe auf das Protein zu ermdglichen. Andere lonen kdnnen
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Abbildung 1.11: Allosterische Hemmung der MEK1
Ein Beispiel fir die allosterische Hemmung der MEK1. Cyan ATP; orange CL-1040 Analogon
(PDB 1S9J).

mit Mg?* oder Mn?* konkurrieren, und somit die Kinase hemmen, weil eine richtige
Orientierung des ATP verhindert wird. Ein Vertreter dieser Klasse ist Lithium (Li**),
welches Mg?* aus der Doméane verdréangt, und somit die GSK-3 inhibiert [59].

1.3. Kinase-Familien mit Bezug zur Arbeit

1.3.1 VEGFR, EGFR, IGFR

Der vascular endothelial growth receptor (VEGFR), epidermal growth factor recep-
tor (EGFR) und insulin-like growth factor 1 receptor (IGFR) gehéren zur Klasse
der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK). Bei dieser Familie handelt es sich um an der
Zelloberflache angelagerte Rezeptoren mit einer hohen Affinitat fir Wachstumsfakto-
ren, Polysaccharide oder Hormone. Bisher wurden im menschlichen Genom 90 Gene
far Tyrosin-Kinasen identifiziert, von denen 58 RTK sind [19]. RTK spielen nicht nur
bei der Regulation von zellularen Prozessen eine wichtige Rolle, sondern ebenso bei
der Entstehung von vielen Krebs-Arten [60], bei denen sie in der Regel GUberexprimiert
werden. Die Uberexpression fiihrt zu einer permanenten Dimerisierung der einzelnen
Tyrosin-Kinase-Untereinheiten und dies dann zu einer andauernden Stimulation und
zum Zellwachstum [61, 7].

VEGFR: VEGFR kommt bei Menschen, Mausen und weiteren Saugetieren in drei
Subtypen (1, 2 und 3) vor. Beim Zebrafisch hingegen gibt es vier Varianten von VE-
GFR: Fms-like tyrosine kinase (Flt) I (diese entspricht VEGFR 1), Flt4 (entspricht
VEGFR 3) und zwei weitere Gene mit der héchsten Ahnlichkeit zu VEGFR 2, die als
kinase insert domain receptor (Kdr) like und Kdr bezeichnet werden [62]. Durch al-
ternatives Splicing kénnen sie entweder membrangebunden (mbVEGFR) oder geldst
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(sVEGFR) in der Zelle vorliegen [63—65]. Das Substrat der vascular endothelial growth
factor (VEGF) ist als Signalmolekil wichtig fir die Angiogenese, und die Vaskuloge-
nese. Die Bindung des Subtrats an VEGFR findet an der N-Terminalen-Region an
der extrazellularen Doméane statt. Danach kommt es zu einer Dimerisierung zu einem
Hetero- oder Homodimer [66]. Die Dimerisierung wird durch Kontaktpunkte zwischen
den extrazellularen Doméanen an der Immunoglobulin-dhnlichen (lg) Schleife 7 stabili-
siert [67, 68]. Die genaue Ausrichtung der Monomere wird dabei von den Transmem-
brandoméanen beeinflusst [69]. Die daraus resultierende starre Ausrichtung der Mono-
mere zueinander ist wichtig, damit sich die intrazellularen Kinasedomanen ausrichten
[67] und somit durch Auto- oder Transphosphorylierung aktiviert werden kénnen.

VEGFR ist aktuell ein vielversprechendes Ziel in der Behandlung des Glioblastoms,
eines bosartigen Hirntumors. Derzeit sind verschiedene Kinaseinhibitoren in weiteren
Untersuchungen, wovon Cediranib aktuell in einer klinischen-Phase-I11I-Studie [70, 71]
ist.

EGFR: Der EGFR ist ein membrangebundenes Protein und der Rezeptor fir den
epidermal growth factor (EGF) [72]. Der Rezeptor gehért zur Familie der ERBB Rezep-
toren, einer Untergruppe von vier eng verwandten RTKs: EGFR (ERBB-1), HER2/c-
neu (ERBB-2), HER3 (ERBB-3) und HER4 (ERBB-4) [73]. EGF ist fUr das Zellwachs-
tum von Hautzellen und das Verhindern der Apoptose verantwortlich [74]. Ein weiterer
Ligand fur EGFR ist der transforming growth factor oo (TGFa), der besonders das
Zellwachstum von Nervenzellen im erwachsenen Gehirn anregt [75]. Die Aktivitat des
EGFR kommt durch den gleichen Mechanismus wie bei VEGFR zustande. Hier fuhrt
die Dimerisation zu einer Stimulierung der intrinsichen intrazellularen Kinase Aktivi-
tat. Deswegen kommt es zu einer Autophosphorylierung von mehreren Tyrosinresten
in der C-Terminalen Domane [76], die dann zu einer downstream Aktivierung von ver-
schiedenen Proteinen fuhrt, die mit den phosphorylierten Tyrosinen in Wechselwirkung
steht [77].

EGFR ist ein vielversprechendes Ziel zur Behandlung eines Lungenkarzinoms. Hierbei
ist der Wirkstoff Icotinib derzeit in klinischen-Phase-11I-Studien [78, 79].

IGFR: Der IGFR wird von den Wachstumsfaktoren insuline-like growth factor 1
(IGF-1) und dem verwandten insuline-like growth factor 2 (IGF-2) aktiviert. Er gehort
ebenfalls zur Klasse der Tyrosin-Kinasen und ist in der Zellmembran lokalisiert [80]. Da-
bei hat der IGFR eine etwa 70 %ige Homologie zu dem Insulin-Rezeptor und obwohl
IGFR IGF-2 und Insulin zusammen mit IGF-1 bindet, zeigt er eine geringere Affinitat.
Die Affinitatsraten fir IGF-1, IGF-2 und Insulin betragen 1000:10:1 [81, 82]. IGFR st
aus zwei o- und zwei B-Untereinheiten aufgebaut. Die o.- und die B-Untereinheit werden
aus der gleichen Precursor-mRNA synthetisiert. Danach wird der Precursor glycosi-
liert, proteolytisch gespalten, und mittels cross-linking Gber Cysteinreste gebunden um
eine funktionféahige transmembrane af-Kette zu bilden [83]. Ebenso sind die beiden
a-Untereinheiten Gber Disulfidbriicken miteinander verknipft, um so ein funktionsfa-
higes o, -Heterotetramer zu bilden, bei dem die a-Kette im extrazellularen Bereich
liegt, wéhrend die B-Untereinheit im Zellinneren ist und die Membran durchspannt [84].
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Abbildung 1.12: Zellzyklus

in einer schematischen Darstellung. (Die einzelnen Phasen der Mitose sind nicht gezeigt.) Der
auBere Ring zeigt die einfache Unterteilung in Mitose und Interphase. Der innere Ring stellt die
einzelnen Schritte der Interphase G-, S- und Go-Phase dar. Eine typische eukaryotische Zelle
in einer Kultur teilt sich etwa alle 24 Stunden einmal. Dieser Zyklus lasst sich in zwei Bereiche
unterteilen: die Interphase, in der sich die Zelle zu etwa 95% innerhalb eines Zyklusses befindet
und die Mitose. Beide Bereiche kénnen in weitere Phasen unterteilt werden. Die Interphase teilt
sich dabei noch in die G{-Phase, S-Phase — hier findet die Replikation der DNA fiir die spatere
Mitose statt — und die Go-Phase auf. Innerhalb der Go-Phase kommt es zur Synthese von
verschiedenen Proteinen, die fur die anschlieBende Mitose bendtigt werden. Im Anschluss an
die G»-Phase folgt dann die eigentliche Mitose.

IGFR wird mit verschiedenen Krebs-Arten wie Brust-, Prostata-, und Lungenkrebs in
Verbindung gebracht [85-87].

1.3.2 MYT1

Die Myelin transcriptions factor 1-Kinase (MYT1) zahlt zu den WEE-Kinasen, zeigt
aber deutliche Unterschiede zu den anderen Vertretern dieser Familie. Im Gegesatz zu
WEE-1 und WEE-1b, die im Zellkern vorliegen, ist die MYT1 am Endoplasmatischen
Retikulum im Zytoplasma lokalisiert, und phosphoryliert Cdc2 an Thr14 und Tyr15 in
Abhéangigkeit von Cyclin, wdhrend WEE-1 nur Tyr15 phosphoryliert. Durch die Phos-
phorylierung wird Cdc2 inaktiviert, dadurch ist die Zelle nicht der Lage in die mitotische
Phase (iberzugehen und sammelt so beim G,/M-Ubergang den vierfachen DNA Gehalt
an. MYT1 ist eine dualspezifische Threonin/Tyrosin-Kinase und spielt als Regulator im
Go/M-Ubergang eine wichtige Rolle [88-91]. Abbildung 1.12 gibt eine Ubersicht Giber
den Zellzyklus.

Abbildung 1.12 zeigt eine vereinfachte Darstellung. Auf die weiteren Phasen der Mito-
se wird hier nicht weiter eingegangen, da sie flr das Verstandnis nicht relevant sind.
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1.3.3 PRK1

PRK1, oder auch PKN1 genannt [92], ist eine Serin/Threonin-spezifische Proteinkina-
se und gehort zur Familie der Proteinkinase C. Die Kinasen der PRK-Familie kontrol-
lieren verschiedene Funktionen innerhalb der Zelle, wie z. B. Zellzyklus [93], Transport
von Vesikeln [94] und Apoptose [95]. Jedoch ist die Aktivierung der Genetranskription
des Androgenrezeptors eine der Hauptaufgaben der PRK1 und ist somit ein inter-
essantes Ziel fur die Behandlung von Prostatakrebs [96]. Ebenfalls ist PRK1 an der
Milchsekretion beteiligt, in dem sie die tight junction, oder auch Schlussleiste, in Milch-
drtsen reguliert [97]. Aktiviert wird PRK1 von der GTPase Rho oder von Fettsduren wie
z.B. Arachidonsaure [98]. Die Mitglieder dieser Familie definieren sich durch ihre Ho-
mologie in der aminoterminalen Kinase-Domé&ne und durch eine Consensussequenz
der zu phosphorylierenden Region L(I)XXQXTG [99].

1.4. Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Evaluierung von Docking und Ligandenbasierten virtuel-
len Screening Methoden firr Proteinkinasen. Als Grundlage flr diese Evaluierung wer-
den aus der Literatur 19 Datensatze mit bekannten aktiven Liganden entnommen. Mit
diesen Datensatzen werden nicht nur unterschiedliche Virtuelles Screening Methoden
betrachtet, sondern auch der Einfluf3 der jeweiligen Scoring-Funktion auf das Ergebnis
analysiert. In dieser Arbeit wird zum ersten mal das virtuelle Screening auf eine grof3e,
homogene Proteinfamilie — die der Proteinkinasen — angewandt. Diese Proteinfamilie
eignet sich besonders gut flr einen genauen Vergleich von unterschiedlichen virtuellen
Screening Methoden, da die einzelnen Vertreter alle Uber einen konservierten Bereich
— die Hinge-Region — verfligen, der flr die Aktivitat wichtig ist. Zusatzlich soll der Ein-
flui3 kristallisierter Wassersmolekule in der Bindetasche untersucht werden.

Diese daraus gewonnenen Ergebnisse werden im Anschluf3 auf die Untersuchung von
weiteren Kinasen angewandt. Zum einen wird dabei untersucht, ob die aufgrund von
Dockinldsungen gefundenen potentiellen Inhibitoren auch bei einer biologischen Tes-
tung eine inhibitorische Wirkung haben, und zum anderen ob sich anhand der Docking-
l6sung die schon bekannte inhibotorische Wirkung erklaren 1asst. Hierzu werden Mo-
lektldynamiksimulationen verwendet, um zu testen, ob eine Korrelation zwischen be-
rechneten freien Energien und pKi-Werten existiert. Diese Fragestellungen sind far alle
Proteinkinasen interessant. Jedoch gibt es nicht flr jede Kinase eine Kristallstruktur,
und somit mussen Homologiemodelle erstellt werden, an denen die Dockingstudien
und die folgenden Molekildynamiksimulationen durchgefihrt werden. Deshalb liegt
ein weiterer Aspekt dieser Arbeit darauf, ob es fir die Aussagekraft der Ergebnisse
einen Unterschied macht, ob die Daten tber den rdumlichen Aufbau des Protein aus
einer Kristallstruktur kommen, oder aus einem Homologiemodell.

Die validierten Methoden und Modelle solltne im Falle von PRK1, EGFR und MYT1
fir die Entwicklung neuer Inhibitoren eingesetzt werden.



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Virtuelles Screening

Es gibt verschiede Methoden des VS, aber alle lassen sich in zwei Gruppen un-
terteilen. Zum einen gibt es die ligandenbasierten Ansatze (LBVS), zum anderen
strukturbasierte Methoden (SBVS). Ligandbasierte Methoden funktionieren nach dem
Prinzip, dass eine dhnliche Struktur eines Liganden eine ahliche biologische Wirkung
hervorruft. Schon bekannte Liganden dienen bei dieser Ahnlichkeitssuche als Vorlage.
Bei Strukturbasierten Methoden ist die Struktur des Zielproteins von gréBerer Bedeu-
tung. [100, 101].

2.2. Strukturbasierte VS Methoden

Unter Docking versteht man vereinfacht ausgedrtickt ein Einpassen eines Liganden
in ein Protein, um eine favorisierte Orientierung zu finden, die einen stabilen Komplex
bildet. Ein Dockingprogramm unterteilt sich in mindestens drei Abschnitte:

» Konformationsgenerierung
 Platzieren der Konformationen in der Bindetasche

» Bewerten der gefundenen Dockinglésung

Jeder dieser Schritte ist auf seine Art und Weise wichtig fir die Funktionalitat des
Programms. Nicht immer sind diese Schritte diskret voneinander getrennt, sondern
gehen flieBend ineinander Uber oder Uberschneiden sich.

2.2.1 Suchalgorithmen

Die ersten Suchalgorithmen fir dieses Problem entstanden in den 80er Jahren des
20. Jahrhunderts [102], deren erste Anwendung in dem Dockingprogramm DOCK
verodffentlicht wurde [103]. Dieser erste Algorithmus geht dabei sowohl von einer ri-
giden Protein- als auch von einer rigiden Ligandenstruktur aus. Mittlerweile ist eine
Vielzahl von weiteren Algorithmen in der wissenschaftlichen Anwendung etabliert, um
das Dockingproblem zu l6sen. Aktuelle Algorithmen sind zudem in der Lage nicht nur
die Liganden als flexible Molekille zu betrachten, sondern auch einige Seitenketten
des Zielproteins. Um die Position des Liganden in der Bindetasche zu verbessern
gibt es Verschiedene Optimierungsverfahren. Die wichtigsten sind der Genetische
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Algorithmus (GA) [104], die Partikelschwarm Optimierung (PSQO) [105], Monte Carlo
(MC) [106] und Ameisenkolonie Optimierung (ACO) [107].

Der GA nahert sich durch Evolution an eine optimale Losung an. Nur die Individuen
einer Population, die Uber eine bestimmt Fitness verfugen durfen sich vermehren.
Zusatzlich kommt es zu Rekombination und Mutation. Dies Wiederholt sich solange,
bis ein Abbruchkriterium erfillt ist. Meist ist dies eine vorher bestimmte Anzahl an
Wiederholungen. Dieser Algorithmus findet z.B. im Programm GoLD Anwendung
[108].

Bei der PSO gibt es zu Beginn eine Menge an Lésungen, die als Partikel dargestellt
werden, die sich alle im Suchraum bewegen. Diese Bewegung wird durch die jeweils
bekannte beste Lésung beeinfluss, die der jeweilige Partikel kennt, und durch die beste
Lésung im gesamten System. Mit jeder lteration werden die Werte aktualisiert, und
somit nahern sich alle Partikel der optimalen Lésung an. Die PSO wird bei SODOCK,
einer Erweiterung zu AutoDock, und PARADOCKS eingesetzt [109].

MC Methoden gehen von einer Lésung aus, die zuféllig Gber eine festgelegte Menge
an Schritten verandert wird. Nach jedem Schritt wird anhand einer Bewertungsfunktion
gepruft, ob sich die neue Lésung gegenuber der vorherigen verbessert hat. Wenn ja,
dann wird mit der neuen Lésung weiter gemacht. Dieser Algorithmus ist z. B. in GLIDE
implementiert [110].

2.2.2 Scoring-Funktion

Neben den Suchalgorithmen stellt die Scoring-Funktion (SF), oder auch Bewertungs-
funktion, einen weiteren wichtigen Bestandteil fir die Programme dar. Neben dem ein-
fachen Messen von sterischen und elektrostatischen Erganzungen, welches meist ein
initialer Schritt beim Docking ist, berechnen viele SF die freie Bindungsenergie eines
Rezeptor-Ligand-Komplexes in wassriger Lésung. Die wenigsten Methoden durchlau-
fen dabei den vollstandigen thermodynamischen Zyklus, der ein Teil des Bindungs-
prozesses ist [111]. Allgemein werden die Beitrage der Rezeptor-Liganden-Bindung
additiv betrachtet [112].

Beim Docking gibt es drei Anwendungen fir SF. Als erstes muss eine SF in der La-
ge sein, den Bindungsmodus von einem Liganden in einem Protein vorhersagen zu
kénnen. Wahrend eines Dockings werden viele Posen des Liganden in der Binde-
tasche generiert. Dabei ist es die Aufgabe der SF, die Posen zu bewerten und mit
einem Rang zu versehen. Dabei wird bestimmt, wie stark die Bindung der einzelnen
Elemente dieses Komplexes ist. Im optimalen Fall wirde ein experimentell bestimmter
Bindungsmodus von einer SF am besten bewertet [113]. Eine weitere Aufgabe ist es
die Bindungsaffinitat zwischen Ligand und Protein vorherzusagen. Die dritte Aufgabe
einer SF ist es potentielle neue Leitstrukturen durch VS fiir ein Zielprotein zu finden
[114]. D. h. die Strukturen einer Datenbank entsprechend der zu erwartenden Aktivitat
zu bewerten.

Derzeit gibt es verschiedene Scoringmethoden:
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Abbildung 2.1: Atomare Wechselwirkungen

die in der allgemeinen Form eines Kraftfeldes beriicksichtig werden. Nummerierte Kreise ste-
hen fiir Atome, die schwarzen Linien stehen fiir kovalente Bindungen, die blaue Linie fir eine
nicht-kovalente Wechselwirkung. b, 8, ¢, r;; sind die Einzelbeitrage zur allgemeinen Gleichung,
modifiziert nach [117]

Kraftfeldbasierte Methoden: Kraftfeldbasierte Methoden versuchen die atomaren

Interaktionen in einem System anndhernd zu beschreiben. Das Kraftfeld dient dazu
die Wechselwirkungen zwischen den Atomen zu beschreiben. Dabei versucht man
die freie Energie der Bindung in L&sung zu bestimmen, indem man die Enthalpie
des Systems in einer Gasphase einschatzt [115]. Auch wenn es sich hierbei nur um
eine Abschatzung handelt, wurde schon gezeigt, dass eine gute Korrelation vorliegen
kann. Jedoch beriicksichtigen einige Kraftfelder dabei nicht die Polarisierbarkeit der
Umgebung, weshalb die elektrostatischen Interaktionen von geladenen Atomen nur
unzureichend betrachtet werden, was dazu geflihrt hat, dass polarisierbare Kraftfelder
entwickelt wurden [116].
Hierbei unterscheidet man zwischen gebundener (E,.;) und nicht-gebundener (£, ;)
Energien, die jedoch in der Summe die gesamte Energie (£,.;) des Systems be-
schreiben (siehe Formel 2.1). Abbildung 2.1 zeigt die jeweils einzelnen Teilbetrage,
aus denen sich die gebundene Energie (siehe Formel 2.2) und ungebundene Energie
(siehe Formel 2.3) zusammensetzt.

Eges = Ligeb + Engeb (21)
Egeb = EBindung + ETor + EWinkel (22)
Engeb - EEle + EUdW (23)

Die einzelnen Teilterme flur die gebundene Energie sind die Bindungsldngenergie
(EBindung), Bindungsrotationsenergie (Er,,., Torsion), Winkelenergie (Evy i) und die
nichtgebundene Energie wird aus den Teiltermen fir die van-der-Waals-Energie (E,qw ,
Lennard-Jones-Term) und der Coulombenergie (Ex;.) gebildet.

Diese einzelnen Terme lassen sich wie folgt weiter beschreiben. In den Formeln 2.4—
2.6 sind die jeweiligen Einzelbetrage fir die gebundenen Energien aufgefiihrt. Die
Bindsungslangen- (siehe Formel 2.4) und Winkelenergie (siehe Formel 2.5) werden
durch harmonische Potentiale beschrieben wahrend die Bindungsrotationsenergie
(siehe Formel 2.6) durch eine Cosinusfunktion beschrieben wird. Die Veranderung der
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Bindungslange b, des Winkels ¢, 6 und der GleichgewichtsgroBe (by, 0y, ¢o) flieBt in die
Berechnung mit ein [118-120]:

EBindung - Z kfj(bz - bj)2 (24)
ij

Ewinker = Z k(B — 03x0)? (2.5)
ijk

Eror = Z k?}kl(l + cos(ngijr — Gijki0)) (2.6)

ijkl

Die Formeln 2.7-2.8 beschreiben die Beitrdge zu den nicht-gebundenen Wech-
selwirkungen. Die van-der-Waals-Energie wird durch ein Lennard-Jones-Potential
beschrieben. Ein Lennard-Jones-Potential beschreibt die Wechselwirkung zwischen
ungeladenen, nicht kovalent aneinander gebundenen Atomen, wobei in (2.7) in Bezug
auf den Abstand (r) die anziehenden Beitrage (A;;) und die absto3enden Beitrage
(Bi;) mit einflieBen.

Die elektrostatischen Interaktionen zwischen den einzelnen Ladungen ¢; und ¢; werden
durch den Coulombterm (2.8) beschrieben. Zusatzlich dazu sind die Dielektrizitats-
konstante ¢, und der Abstand r im Divisor.

Aij By
Evaw = E 276 (2.7)
nichtgebundenePaare % v
4iq;
Epe = — 2.8
- T (2.8)

nichtgebundenePaare

Die Energieterme fur nicht-gebundene Wechselwirkungen der Programme AMBER
[121, 122] und CHARMM [123] werden in abgewandelter Form in unterschiedlichen
Docking-Programmen als SF verwendet [124].

Empirische Scoring-Funktionen: Empirische Scoring-Funktionen basieren darauf,
dass sie die Anzahl der unterschiedlichen Interaktionen zwischen zwei an der Bindung
beteiligten Partnern zéhlen [125] und so die freie Bindungsenergie (AG g;,4) abschat-
zen, wobei die Summe um einen Gewichtungskoeffzient AG; (siehe Formel 2.9) er-
weitert wird. f; ist eine geometrische Funktion. Dabei dient entweder die Anzahl der an
der Bindung beteiligten Atome vom Ligand und Rezeptor als Grundlage, oder aber die
Anderung der Solvent-Accessible-Surface-Area (ASASA) des Komplexes, verglichen
mit den jeweiligen unkomplexierten Protein und Liganden.

AGBina = Z AG; fi(ri,mp) (2.9)
Die empirischen SF stellen jeweils einen eigenen Term fir Wasserstoffbriicken, ioni-

sche Interakionen, hydrophobe Interaktionen und die Bindungsentropie und werden
jeweils auf andere Weise berechnet:
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Wasserstoffbriicken werden im allgemeinen nur anhand der Anzahl der Donatoren
und Akzeptoren bewertet, die einen bestimmten Abstand zueinander haben [126,
125]

lonische Interaktionen werden auf die gleiche Art wie die Wasserstoffbriicken be-
wertet, wobei Salzbriicken und Wasserstoffbriicken zwischen geladenen Atomen
besser bewertet werden als reine elektrostatische Wechselwirkungen

Hydrophobe Wechselwirkungen werden anhand der Kontaktoberflache zwischen
Protein und Ligand im Komplex berechnet und stellen die treibende Kraft dar,
die zur Bildung eines Komplexes fuhrt [126]

Entropie wird meist nur aus der Anzahl der frei drehbaren Bindungen des Liganden
abgeleitet. Diese Vorgehensweise ist zwar stark vereinfacht, reicht in den meisten
Fallen aber aus. Zudem ist die Entropie so leichter zu berechnen, da sie nur eine
Funktion des Liganden darstellt [126, 125]

Wissensbasierte Methoden: In 3D-Datenbanken, in denen Ligand-Protein-
Komplexe gespeichert sind, konnte man die intermolekularen Wechselwirkungen
der am Komplex beteiligten Teilchen zueinander auswerten, und daraus potentials of
mean-force (PMF) (siehe Formel 2.10) ableiten. Diese Idee beruht auf der Annahme,
dass nahe, intermolekulare Wechselwirkungen zwischen bestimmten Atomtypen oder
funktionellen Gruppen haufiger auftauchen als bei einer zufalligen Verteilung und somit
energetisch glnstiger sind. Die |dee der mean-force stammt aus der Physik, und kann
mit einem einfachen Fluidsystem mit N Partikeln beschrieben werden. Die Positionen
der Partikel sind ry, - - -, ry [127]. Beschreibt es einen Wert fir w™ (ry, - - - ,1x) durch

gy, ry) = e ) (2.10)

wobei g™ als Korrelationsfunktion bezeichnet wird und 3 = 1/kgT ist, wobei kg die
Boltzmann-Konstante ist, und 7" die absolute Temperatur des Systems. Dann kann das
System wie folgt beschrieben werden [127]

[ e (VU - dry

- ] (n ) — o« ..
vjw B f. . .fe*BUdI‘n_Fl---drN ) J - 1727 7” (211)

Hierbei ist U die gesamte potentielle Energie des Systems und kann nach (2.12) be-
stimmt werden

N
U=> u(ry) (2.12)

1<)
wobei u(r;;) das Interaktionspotential zwischen den Atomen ist, r;; der Abstand zwi-
schen den zwei Partikeln 7 und 7, und die Summe Uber alle méglichen Atompaare im
System gebildet wird. Da V,U die Kraft ist, die auf den Partikel j in einer bestimmten
Konfiguration 1y, - - - , 1 einwirkt, ist —V,;w™ die mean-force Uber alle Konfigurationen
der Partikel n + 1,--- , N die auf den Partikel ; wirken, wenn die Partikel 1,---,n an
einem festen Punkt sind. w™ stellt also das Potential dar, dass mit der mean-force auf
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den Partikel j wirkt, und ist somit das PMF [128].
Ausgehend von der Physik wurde das PMF als erstes verwendet um Protein-Struktur-
Modelle zu evaluieren [129], und schrittweise erweitert zu werden [130—-134].

Verschiedene Wissensbasierte Methoden haben sich in den letzten Jahren etabliert.
Beispiele dafir sind:

PMF04 von Muegge ist eine verbesserte Version von PMF99. Fur die neue Version
wurden Gber 7000 Protein-Liganden-Komplexe untersucht, und daraus entspre-
chende Wechselwirkungen der verschiedenen Atomtypen zueinander abgeleitet
[135]

DrugScore verwendet Paarpotentiale von Protein-Ligand-Komplexen. Desweitern
wird hier noch ein Term fir die Solventzugangliche Oberflache (SAS, solvent-
accessible surface) verwendet [136]

DrugScore®SP verwendet zuséatzlich zu den aus Protein-Ligand-Komplexen ermittel-
ten Wechselwirkungen des DrugScore noch zusatzlich Paarpoteintiale, die aus
ungebundenen Wechselwirkungen kleiner Molekile zueinander abgeleitet wur-
den [137]

2.2.3 Consensus-Score

Der CONSENSUS-SCORE ist eine Kombination verschiedener normalisierter Scoring-
Funktionen. Dabei werden im einfachsten Fall die Scores der jeweligen Docking-
Lésungen addiert und Uberprift, ob sich die Rangfolge verandert. Um die einzelnen
Werte der unterschiedlichen Scoring-Funktionen vergleichbarer zu machen und um zu
verhindern, dass eine Scoring-Funktion einen zu gro3en EinfluB3 auf die Summe nimmt,
werden die Werte normalisiert [138—140]. Neben dieser Methode gibt es noch weitere
Varianten des CONSENSUS-SCORE [141].

rank-by-number verwendet den Mittelwert aller Scores flur eine Substanz

rank-by-rank beruht darauf, dass die Substanzen zuerst nach ihren Scores fir die
jeweilige Scoring-Funktion (SF) sortiert werden, und danach der Mittelwert des
Ranges von allen SF der jeweiligen Substanz gebildet wird

rank-by-vote verfolgt einen anderen Ansatz. Hierbei wird nur geprift, ob eine Sub-
stanz innerhalb der z. B. ersten 5% fiir eine SF zu finden ist. Trifft dies zu, dann
bekommt dieser Kandidat eine 1 fir diese SF, wenn nicht, dann eine 0. Somit
kénnen die getesteten Kandidaten Werte zwischen 0 und der Summe aller SF
annehmen.

Dies lasst sich noch weiter differenzieren, ob man nur die jeweils am besten bewerete
Pose eines Liganden betrachtet, oder aber mehrere Posen des gleichen Liganden in
die Bildung des CONSENSUS-SCORE einfliessen lasst.
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2.3. Datenbank Filterung

An die Strukturen in den Molekuldatenbanken werden besondere Anforderungen im
Bezug auf ihre Bioverflgbarkeit gestellt. Hierzu gibt es verschiedene Methoden diese
Eigenschaften abzuschatzen. Eine der bekanntesten Regeln hierzu ist die Lipinski’s
Rule of five. Diese Regel sagt fir chemische Substanzen eine gute Bioverflgbarkeit
voraus, wenn sie mindestens drei der folgenden Bedingungen erflillt:

* nicht mehr als finf Wasserstoffbriickendonatoren
* eine molare Masse von nicht mehr als 500 Da
* nicht mehr als zehn Wasserstoffbriickenakzeptoren

+ einen Verteilungskoeffizient (Log P) zwischen Oktanol und Wasser von nicht
mehr als flnf

Diese Regel beruht auf der Verteilung der berechneten Eigenschaften von mehreren
tausend Wirkstoffen. Es gibt allerdings auch Wirkstoffe, die diese Regeln nicht erflllen.
Einige Klassen, die ausserhalb dieser Beschreibung liegen sind:

+ Antibiotika

+ Antimykotika
+ Vitamine

* Herzglykoside

Man geht davon aus, dass die orale Bioverfligbarkeit dieser Wirkstoffklassen daher
rihrt, dass sie strukturelle Merkmale aufweisen, die es ihnen erlaubt als Substrate fir
Transporterproteine zu dienen [142].

Es gibt auch Erweiterungen dieser Regel. Ghose et al. haben so die ,druglikeness”
naher beschrieben [143]:

* Log P liegt in einem Bereich zwischen -0.4 und +5.6
» molare Masse liegt zwischen 160 und 480 Da
» Anzahl der Schweratome liegt zwischen 20 und 70

* molekulare Brechung liegt zwischen 40 und 130

Nach der Rule of five und den Kriterien fir die druglikeness kann man vorhandene
Strukturdatenbanken schon vor dem eigentlichen Screening filtern. Dies hat den Vor-
teil, dass man gleich zu Beginn solche Substanzen nicht weiter betrachtet, die diese
Bedingungen nicht erfiillen und so fiir eine biologische Testung nicht in Frage kommen.
Insgesamt liegt der Vorteil des VS darin, dass schnell und verhaltnismafig guinstig po-
tentielle Hits getestet werden kdnnen, ohne dass diese aufwendig synthetisiert werden
massen [144, 145].
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2.4. Ahnlichkeitsbasierte Suche

Verschiedene Methoden der &hnlichkeitsbasierten Suche haben in den letzten Jahren
an Popularitat gewonnen. Da ebenfalls die Leistung von Computern zugenommen hat,
kénnen diese Mehtoden auch auf sehr groBe Datenbanken angewendet werden, um
eine schnelle und zuverlassige Aussage Uber potentielle neue Kandidat-Strukturen zu
treffen [146]. Es kdnnen zwei grundsétzlich verschiedene Arten von ahnlichkeitsbasier-
ten Methoden beschrieben werden:

Atombasiert: Hierbei gibt es wieder eine Unterteilung und zwar in 2D- und 3D-
Methoden. Bei den 2D-Methoden werden die Molekile als Graph dargestellt und
es wird versucht, die Atome aus Molekul 1 in Molekdl 2 wiederzufinden [147]. Bei
den 3D-Methoden versucht man eine Superpositionierung des gesamten Mole-
kils. Dabei kann man sich entweder nur auf die Atome beschranken [148], oder
sich auf die Oberflache bzw. das Volumen beziehen [149-151]. Bei allen Me-
thoden wird die Ahnlichkeit aus den sich tberlappenden Bereichen berechnet.
Nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip ist die Form des Liganden wichtig, damit er
vom Protein erkannt wird. Somit missen potentielle Inhibitoren auch einen ge-
wissen Grad an Ahnlickeit mit dem regularen Substrat haben. Es gibt eine Reihe
von mathematischen Methoden um die 3D Ahnlichkeit von zwei Molekilen zu
bestimmen [152]. Diese sind zum Teil sehr komplex und rechenintensiv, deswe-
gen wurde eine Gaul3’sche-Beschreibung der molekularen Form entwickelt, die
auf einem Koaleszenz-Theorem beruht, um molekulare Volumina und Bereiche
zu berechnen [153]. Nachdem die Spharen bestimmt wurden, werden die sich
tberlappenden Bereiche maximiert. Dazu werden nur die Schweratome berlick-
sichtigt. Es ist moglich, nicht nur die Form zu betrachten, sondern auch noch
chemische Eigenschaften bei der Superpositionierung mit zu berticksichtigen.

Deskriptorbasiert: Bei dieser Methode werden die Molekile durch eine Reihe von
ein- oder mehrdimensionalen Deskriptoren néher beschrieben, z. B. Molekular-
gewicht, Anzahl der Ringe, Wasserstoffbriickenakzeptoren und Ladung. Der Vor-
teil von Deskriptoren ist, dass sie aufgrund der molekularen Struktur berechen-
bar sind [154—156]. Ebenso kénnen Substrukturen als Deskriptor verwendet wer-
den. Dabei werden diese entweder als fingerprints, Pharmacophormodelle oder
SMARTS gespeichert.

Ein fingerprint stellt die molekulare Struktur und chemische Eigenschaften, die
durch die Deskriptoren beschrieben werden, typischerweise als einen binaren
String dar. Dies bedeutet, dass man in einem eindimensionalen String eine Folge
von 1 und 0 speichert, wobei der Wert 1 bedeutet, dass eine bestimmte Eigen-
schaft in dem Molekil vorhanden ist. Jede Stelle in diesem String wird als Bit
bezeichnet. Somit ergibt sich flr jedes denkbare Molekil eine charakteristische
Bitfolge. Damit ein Vergleich verschiedener fingerprints zuverlassig mdglich ist,
mussen diese die gleiche Lange haben. Eine der ersten Anwendungen fir den
Vergleich von einem fingerprint mit einer Datenbank entstand 1996 unter dem
Namen Stigmata [157]. Bei diesen Vergleichen wird aus den Gemeinsamkeiten
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der Strings ein Koeffizient, z. B. Tanimoto [158] gebildet, der ein Maf3 fiir die Ahn-
lichkeit der Strukturen darstellt.
&

b= (2.13)

Sap =
Sa.p ist die Ahnlichkeit vom Moleklll A zu B, c ist die Anzahl der gemeinsamen
Bits mit dem Wert 1, a« und b die jeweilige Anzahl der Bits mit dem Wert 1 [159].
Da die Speicherung als String erfolgt, sind fingerprints flr Vergleichsoperationen

sehr effizient und eignen sich besonders fliir das schnelle Screening einer Daten-
bank [160, 161].

Das Programm Rocs (Rapid Overlay of Chemical Structures) verwendet die Metho-
de der Superpositionierung der 3D-Struktur. ROCS maximiert dabei nicht nur die sich
Uberlappenden Bereiche der Moleklle, sondern bezieht auch noch die chemischen
Eigenschaften der Molekiile mit in die Bewertung fiir die Ahnlichkeit mit ein [162)].

2.5. Molekuldynamik-Simulation

Bei einer Molekildynamik-Simulation (MD) handelt es sich um eine Computersimula-
tion der Bewegungen und Wechselwirkungen von Atomen und Molekilen innerhalb
eines festgelegten Systems. Die MD wird flr eine bestimmte Zeit durchgefihrt. Diese
Zeitspanne variiert stark in der Abhangigkeit von der Komplexitat des zu simulieren-
den Systems, befindet sich aber meist im Nanosekundenbereich. Dies geschieht unter
Zuhilfenahme des Newtonschen Gesetzes (siehe Formel 2.14; F; ist die Kraft, die auf
das Atom i wirkt, m; dessen Masse, a; die Beschleunigung des Atoms i). So erhélt
man eine Anzahl von Konformationen, die als Funktion der Zeit durch eine Trajektorie
beschrieben werden.

Fy = mya, (2.14)

Diese rein mechanische Betrachtung erlaubt es Simulationen von groBBen Systemen
mit mehr als 100.000 Atomen durchzufiihren. Deswegen ist dies eine gute Methode
um die Interaktionen von einem Liganden mit einem Protein zu bestimmen. Da es sich
hierbei um ein bewegliches System handelt, ist es méglich die freie Bindungsenergie
des Komplexes zu bestimmen [163]. Hierzu bedarf es eines Kraftfeldes, das in einer
allgemeinen Form in (2.15) beschrieben ist [123].

E= Y Kyb—b)*+ > Ko(0—00)*+ Kyl +cos(ng—0)]

Bindung Winkel Tor

Rmini' 2 Rmini' 0 147
+ Z €ij < ’]) -2 <7’]) + %
vdW Tij Tij ele 47T80Tij
Die gebundenen Interaktionen schlieBen die Bindungs-, Winkel- und Drehterme (b,
¢ und ¢) mit ein. Die nichtgebundenen Interaktionen umfassen den van-der-Waals-

Energie-Term, dargestellt durch das Lennard-dones Potential, und die elektrostati-
schen Wechselwirkungen, die als Coulomb-Wechselwirkungen mit einer Punktladung

(2.15)
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Abbildung 2.2: Freie Bindungsenergie

Die Berechnung der freien Bindungsenergie wird in mehrere Schritte unterteilt. Gezeigt ist ein
thermodynamischer Kreislauf, in dem getrennt die AG? fiir den Liganden, den Rezeptor und
dem Komplex vom Vakuum ins Solvent gerechnet wird. Dabei ist AGY,; ;o = AGE 4 var +
AG ot om = (AG%o 1ig + AGS 1, re.) grau = Vakuum, cyan = Solvent

im Zentrum des Atoms, behandelt werden. Wasser kann in der gleichen Art und Weise
behandelt werden, wie das Protein. Dabei haben sich eine Reihe von verschiedenen
Modellen mit explizitem Solvent entwickelt, um die absolute oder relative freie Bin-
dungsenergie von einem Protein-Ligand-Komplex zu bestimmen [164]. Hierbei muss
jedoch beachtet werden, dass das sampling von Konformationen sehr viel Rechen-
zeit in Anspruch nimmt. Deswegen haben sich Modelle mit impliziten Solvent eta-
bliert, die das Wasser als dielekirisches Kontinuum behandeln. Somit kann die be-
nétigte Rechenzeit, die man auf die Berechnung der Wechselwirkungen mit dem Sol-
vent verwenden muss, reduziert werden. Die verbreitesten Modelle hierflr sind die
Poisson-Boltzmann/Surface Area (PB/SA)[165] und Generalized Born/Surface Area
(GB/SA)[166, 167]. GB-Modelle kdnnen als halb-analytische Annaherung an die PB-
Gleichung angesehen werden. Aus diesen Modellen hat sich die Molecular Mechanics
Poisson-Boltzmann/Surface Area MM-PB/SA entwickelt. Sie wird verwendet, um die
freie Bindungsenergie des Liganden zu bestimmen und zeigt eine hohe Ubereinstim-
mung mit experimentellen Daten [168—171].

2.5.1 Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann/surface area (MM-
PB/SA)

MM-PB/SA dient zur Bestimmung der freien Bindungsenergie (AGY). Sie ist definiert
als die Differenz aus der freien Bindungsenthalpie (A H}), dem Produkt der Temperatur
(T') und der Bindungsentropie (AS?) wie in (2.16) beschrieben ist[172].

AGY = AH? — TAS? (2.16)
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Die Berechung von AGY erfolgt anhand der Trajektorien des Systems, nach einer MD
mit explizitem Solvent. Aus den Trajektorien wird ein Ensemble von Schnappschissen
erstellt, die jeweils den Zustand des Systems nach zu einem bestimmten Zeitpunkt
darstellen. Diese Schnappschisse dienen dazu, die gemittelte freie Bindungsenergie
((G)) nach (2.17) zu berechnen [173, 174].

(G) = (Emum) + (Gppsa) — TSum (2.17)

(Enn) beschreibt die Wechselwirkungen der Atome des Solvents untereinander, und
(Gppsa) die freien Solvatationsenergien. Die Werte flr (E,;,,) (2.18) berechnen sich
analog wie in (2.1):

(Eviv) = (EBindung) + (Ewinket) + (Eror) + (Evaw) + (Egie) (2.18)

Wie schon erwahnt, wird bei MM-PB/SA-Modellen das Solvent als dielektrisches Kon-
tinuum betrachtet und das Solut als eine Ansammlung von Punktladungen. Dadurch
lasst sich die freie Enthalpie ((Gppsa)) abschétzen. Diese setzt sich aus einem apola-
ren und einem polaren Beitrag zusammen. Der polare Beitrag wird durch die numeri-
sche Lésung der Poisson-Boltzmann-Gleichung berechnet (2.19) [156]. Sie beschreibt
den Zusammenhang zwischen dem elekirostatischen Potential ¢(r) innerhalb eines
homogenen Mediums mit der Dielektrizitdtskonstante ¢ und der Ladungsdichte p(r).

V2p(r) = —47”; (r) (2.19)

Durch Berticksichtigung des Oberflacheninhalts der Bindetasche wird der apolare Bei-
trag (Gapioar) ausgedruckt [175]. Dieser wird aus der fiir das Lésungsmittel zugéngli-
chen Oberflache (SASA) von Protein, Ligand und Komplex berechnet (2.20) [176].

Goapoar = VSASA + b (2.20)

2.5.2 Molecular Mechanics Generalized-Born/surface area (MM-
GB/SA)

Das Generalized Born/Surface Area (GB/SA)- Modell ist eine Naherungsgleichung der
genauen Possion-Bolzmann-Gleichung. Dabei wird das Protein als eine Sammlung
von Sphahren betrachtet, die sich durch ihre Dielektrizitdtskonstanzen von Solvent un-
terscheiden. Dieses Modell wird durch die Formel (2.21) beschrieben:

11 1. g
Gs= (= —~ i 2.21
87T(€0 G)Zf’]fGB ( )
wobei
fap =\/r3; + aje™P (2.22)
und .
D = (5%, ayy =\/@ia; (2.23)
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eo ist die elektrische Feldkonstante, ¢ ist die Dielektrizitdtskonstante des Solvents. ¢; ist
die elektrische Ladung des Teilchens 1, r;; ist der Abstand zwischen den Teilchen 7 und
j. a; ist der Born-Radius [177, 178].

Zur Verbesserung wird dieses Modell noch durch den Term flr die SASA erweitert.
GB/SA ist einer der am weitesten verbreitesten Methoden flr die Berechungen von
MDs mit impliziten Solvent. Fur kurze Peptide konnte dieses Modell schon erfolgreich
die native Struktur von kurzen Peptiden bestimmen [179], was fir Modelle mit expliziten
Solvent nicht funktioniert hat [180].

2.5.3 Linear Response Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann/Surface
Area

LR-MMPBSA ist eine Variante der normalen MM-PB/SA Berechnung. Dabei werden im
Solvatationsmodell verschiedene Dielektrizitdtskonstanten fir das Lésungsmittel und
das Solut verwendet. Der elektrostatische Effekt, der bei einer gegebenen Ladung auf-
tritt, kann durch die Poisson-Gleichung beschrieben werden

V.e(r)V.p(r)+=0 (2.24)

Wobei r den Positionsvektor darstellt, p die Ladungsdichte ¢ das elektrostatische Po-
tential und ¢ die Dielektrizitatskonstante. Die linearisierte Form von 2.24 lasst sich in
der Form

V.e(r)V.o(r) = —p(r) — kggb(r) (2.25)

aufstellen, wobei k, eine Konstante darstellt, und wie folgt definiert ist
ki = 2e*Npol [kt (2.26)

Die Gleichung 2.25 wird durch die Finite-Differenzen-Methode gelést [181-183].

2.6. GutemaBe

Um die Ergebnisse eines Dockings zu bewerten kann man verschiedene Gitemale
betrachten. Die einfachste Betrachtung ist hierbei die reine Rangfolge der Ergebnisse
anhand der Scores. Da diese Scores jedoch, abhangig von der SF, in vielen Féllen
auf Schatzungen beruhen, ist es nicht zu empfehlen, sich nur auf die Rangfolge der
Ergebnisse zu verlassen [184]. Als Bewertungsmafe flir VS werden hier die Receiver
Operating Characteristic Kurve, die Area Under the Curve, Robust Initial Enhancement
und der Enrichment Factor weiter verwendet.

2.6.1 Receiver Operating Characteristic Kurve

Die Receiver Operating Characteristic Kurve (ROC-Kurve) wird benutzt, um Analyse-
Strategien zu optimieren. Dabei wird die Sensitivitat (die Rate der true positives oder
richtig Positiven) gegen die false negatives (falsch negativen oder auch 1 - Spezifitat)
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Abbildung 2.3: ROC-Kurve und AUC

a) Zwei beispielhafte Verlaufe von ROC-Kurven. Die rote Linie zeigt einen guten Verlauf, da
die Trefferquote schnell ansteigt. Bei einem optimalen Verlauf wiirde die Kurve direkt zu Beginn
senkrecht ansteigen. Die grline Linie zeigt einen schlechten Verlauf, da zuerst viele falsch
Positive gefunden werden, bevor es zu echten Treffern kommt. Die blauen Kreuze deuten den
Verlauf an, wenn die Ergebnisse zuféllig verteilt waren. b) AUC der blau markierte Bereich wird
berechnet und beschreibt die Flache unter der Kurve.

aufgetragen. Die ROC-Kurve kann somit gleichbedeutend dargestellt werden, indem
man den Anteil der wahr Positiven aus der Menge aller Positiven, gegen den Anteil der
falsch Negativen aus der Menge aller negativen auftragt. Es gilt somit flr die richtig
Positiven (2.27), und die richtig Negativen (2.28):

TP TP
PR =5 = 7P PN (227)
ppr=tf P (2.28)

N  FP+TN
Abbildung 2.3(a) gibt einige Beispiele zum besseren Verstandnis.

2.6.2 Area Under Curve

Als weiteres Merkmal einer ROC-Kurve wird ebenfalls die area under curve (AUC)
bestimmt. Man erhalt einen Wert flr die Flache, und dieser Wert kann zwischen 0 und
1 liegen. 1 stellt dabei den besten Wert dar, da hierbei alle richtig positiven direkt am
Anfang gefunden wurden. Ein Ergebnis von 0.5 steht fur den schlechtesten Wert, da
hier eine zufallige Verteilung der Ergebnisse vorliegt und man dewegen keine Aussage
Uber die Messung machen kann. Ist der Wert jedoch kleiner als 0.5 und nahert sich
0 an, so kann man eine negative Aussage Uber den Test machen. Formel 2.29 [185]
beschreibt, wie die Flache berechnet wird

Gr=1- Z(Xk — X)) (Ve + Yi1)

k=1

(2.29)
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2.6.3 Robust Initial Enhancement

Um die friihe Anreicherung gut bestimmen zu kénnen gibt es die Methode des Robust
Initial Enhancement (RIE), eine Weiterentwicklung des initial enhancement (lE). Das
IE beschreibt das Verhaltnis der beobachteten Nummern aktiver Liganden an einer
bestimmten Stelle in der Liste zu der Anzahl der erwarteten aktiven Liganden, wenn
diese zufallig Gber die Liste verteilt waren. Diese Methode funktioniert jedoch nur bei
einer groBen Anzahl von untersuchten Substanzen (> 300), weil sonst eine Verschie-
bung von ein oder zwei aktiven Liganden innerhalb der Liste einen zu groBBen Einflul3
auf des Ergebnis hat. Deshalb wird fiir das RIE zuerst eine Glattungsfunktion auf die
geordnete Liste angewand:

S = et erp(—rank(i)/a) (2.30)

)

Wobei gilt « << N. Daraus ergibt sich fur das RIE
RIE = 5/ (S) (2.31)

(S) steht dabei fur den Durchschnitt von S aus 1000 versuchen, bei denen die Range
der aktiven Liganden zufallig Gber die Liste verteilt waren. [186]

2.6.4 Enrichment Factor

Der EF spiegelt die Fahigkeit eines VS wieder aus allen getesteten Substanzen die
richtig positiven zu finden, und besser zu bewerten als die wahr negativen. Dazu wird
der Quotient aus der Konzentration der aktiven Liganden aus der betrachteten Teilmen-
ge und der Konzentration der aktiven Liganden in der gesamten Datenbank gebildet:

Ly

EF, = += (2.32)

L, ist die Anzahl an aktiven Liganden, die innerhalb der ersten x% der Ergebnisda-
tenbank gefunden wurden, und N, die Anzahl aller Liganden innerhalb der ersten x%.
Lo und Ny ist die Anzahl aller aktiven Liganden bzw. aller Liganden in der Datenbank
[187]. Wichtig hierbei ist, dass dieser Wert immer nur fir einen Teil der Datenbank, und
sich somit an jeder Stelle &ndert.

2.7. Erstellen der Substanzdatenbanken

Um die Leistung der einzelnen Scoring-Funktionen bewerten zu kénnen, wird eine
hinreichend grof3e Menge an sogenannten Decoys benétigt. Diese sollen den akti-
ven Substanzen ahnlich sein, damit es fir die verwendete SF nicht zu leicht ist, zwi-
schen aktiven von inaktiven Substanzen zu differenzieren. Die Decoys sind aus dem
Directory of Useful Decoys (DUD) [184] entnommen. Dazu wurden verschiedene Ei-
genschaften der aktiven Substanzen bestimmt (TPSA, logP, Anzahl der Donatoren,
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Anzahl der Akzeptoren, Gewicht, Anzahl der Ringe, Anzahl der Schweratome, Anzahl
von Halogenen). Um aus dem DUD jeweils passende Substanzen zu filtern, wurden
die gefundenen Werte angepasst. Die Ober- und Untergrenzen der Werte fir TPSA,
logP, Gewicht wurden jeweils um 5% nach oben und unten erweitert. Die Anzahl der
Ringe, Halogene, Akzeptoren und Donatoren musste gleich sein, und die Anzahl der
Schweratome insgesamt durfte um 2 gréBer oder kleiner sein. AnschlieBend wurden
die Strukten aus dem DUD verworfen, die nicht innerhalb dieser Grenzen lagen und
aus den verbliebenen Strukturen wurden zuféllig neunmal mehr Decoys ausgewahlt,
als aktive Substanzen vorhanden waren. Flr das Screening mit RoCcs wurden von
jeder Substanz 250 zusatzliche Konformationen erzeugt.

2.8. Vorbereiten der Proteinstrukturen fur das Docking

2.8.1 Virtuelles Screening

Soweit moéglich wurden nur Kristallstrukturen ausgewéhlt, deren Auflésung weniger
als 3A betrug. In Kapitel 1.2.3.1 wurde gezeigt, dass Kinasen zwei Konformationen
einnehmen kénnen. Darum wurden ebenfalls beide Konformationen fir das VS ver-
wendet, wenn es denn fir beide Konformationen eine Kristallstruktur gab. Sofern nicht
anders angegeben, wurden alle Proteinstrukturen nach dem gleichen Protokoll mit dem
Programmpaket MOE2010.10 [188] vorbereitet. Dabei wurden die fehlenden Protonen
addiert und darauf folgend die Bindetasche mehrfach einer Energieminimierung unter-
zogen, wobei in jedem Schritt eine schwachere Kraft gelegt wurde, um die Schwer-
Atome an ihren Positionen zu halten. Dabei wurde das MMFF94-Kraftfeld und conju-
gate gradient als Minimierungsalgorithmus so lange verwendet, bis ein Gradient von
0,01 kcal-mol™ erreicht wurde. Soweit vorhanden wurden Wassermolekile im Umkreis
von 5 A um die Bindetasche nicht entfernt und mit ins Docking einbezogen. Insgesamt
wurden die Dockings einmal mit und einmal ohne Wasser gemacht.

2.8.2 Molekuldynamik-Simulation

Alle in MDs benutzen Proteine wurden nach dem gleichen Protokoll mittels LEaP aus
dem AMBER-Programmpaket vorbereitet. Dabei wurde als Kraftfeld FF99 [189] verwen-
det. Die detaillierte Auflistung der Skripte ist im Anhang Kapitel 5.2.1 zu finden.

2.9. Verwendete Programme

Folgende Dockingprogramme und Scoring-Funktionen wurden fir das VS verwendet:

« GoLD [108]

— GOLDSCORE
— CHEMSCORE
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GLIDE [110]

— GLIDESCORE SP

PARADOCKS [190]

— PSCORE
- PMF

Rocs [162]

— TANIMOTOCOMBOSCORE

Dock [191]

— AMBERSCORE [192]

Far die Moleklldynamik-Simulationen wurden AMBER [193] und AmberTools verwen-
det verwendet.

2.10. Kinase Assays

2.10.1 PRK1 Assay

Fir die biologische Testung an der PRK1 wurde ein LanthaScreen™Eu Kinase Bin-
ding Assay Kit von Invitrogen verwendet. Die Assaykonzentrationen waren 5nM fir die
PRK1, 2nM LanthaScreen Eu-anti-GST Antikérper und 10 nM Kinase Tracer 236. Alle
getesteten Substanzen wurden bei einer Konzentration von 100 nM getestet.

2.10.2 MYT1-Assay: LanthaScreen Assay mittels FRET

Die Aktivitdtsuntersuchungen an der MYT1-Kinase wurden mit einem LanthaScreen™
Eu Kinase Binding Assay Kit von Invitrogen durchgefuhrt. Flr die Messung wird wird
die Technik des time-resolved flourescence energy transfer (TR-FRET) genutzt. Allge-
mein wird dabei die Energie eines angeregten Farbstoffes (Donator) strahlungsfrei auf
einen Akzeptor Ubertragen. Wichtig ist, dass hierbei kein Transfer von Elektronen statt-
findet. Dies geschieht Uber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen und beruht auf dem Cou-
lombschen Gesetzt. Die Reichweite dieser Ubertragnung ist jedoch beschrankt. Der
Abstand zwischen Donator und Akzeptor muss weniger als 10 nm betragen [194, 195].
Mit der hier verwendeten Methode ist man in der Lage den zeitlichen Verlauf des Ener-
gietransfers zu beobachten. Wird der Tracer von einem aktiven Liganden aufgrund der
héhreren Affinitat des Liganden aus der Bindetasche verdrangt, sinkt die Siglaninten-
sitét im laufe der Zeit [196].

Als Chromophor am Antikérper wird hier Europium verwendet, und der Akzeptorfarb-
stoff am Tracer ist AlexaFluor®647.

In Abbildung 2.4 ist die Funktionsweise des MY T1-Bindungsassay dargestellt
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Abbildung 2.4: TR-FRET

Dargestellt sind die Funktionsweise eines TR-FRET, mit High und Low FRET.

1) Eu-markierter Anitkdrper 2) Protein mit Epitop, das vom Antikérper erkannt wird 3) Tracer 4)
Inhibitor 5) Nicht-Binder

2.10.3 IGFR, EGFR und VEGFR Assay

Bei der biologischen Testung von VEGFR, EGFR und IGFR wurde ein Affinitats Assay
durchgeflihrt. Hierbei wurde Uberprift, wie sich die Phosphorylierungsrate der Kina-
sen in Anwesenheit der zu testenden Substanzen anderte. Dazu wurde die emittierte
Strahlung von radioaktivem Phosphat (33P;) gemessen, das auf das Substrat Gbertra-
gen wurde. Aus der verbliebenen Aktivitat des Enzyms wurden die ICso-Werte ermittelt,
aus denen im Anschluf3 die K-Werte wie folgt berechnet wurden [197]:






3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1. Dockingstudien an Proteinkinasen

3.1.1 Betrachtung der einzelen Programme und Scoring-Funktion

Anhand von 19 Datensatzen aus der Literatur (siehe Anhang) wurde eine retrospek-
tive Analyse durchgefliiht, welche Methode sich am besten eignet, um die bekannten
aktiven Liganden von den ebenfalls bekannten inaktiven Liganden zu unterscheiden.
Diese Datenséatze haben sich besonders fiir diese Untersuchungen geeignet, da flr
alle der getesteten Kinasen Kristallstrukturen mit Inhibitoren verfigbar waren. Eben-
so lagen gut dokumentierte Sturktur-Aktivitats-Beziehungen (SAR, structure-activity-
relationship) vor. Zudem sprach die Veréffentlichung in Zeitschriften wie z.B. J Med
Chem, mit einem impact factor von 5,6 fur die Qualitat der durchgefihrten Untersu-
chungen. Bei den 19 Datensatzen handelte es sich um Aktivitatsmessungen von 660
Liganden an unterschiedlichen Proteinkinasen. Um eine ausreichendgrof3e Menge an
Decoys zu haben, wurde die jeweils neunfache Menge von aktiven Liganden aus der
DUD entnommen.

Sowohl die aktiven Liganden als auch die Decoys wurden mit verschiedenen Docking-
programmen und SF in die jeweiligen Proteine gedockt. Nicht immer war anhand der
ausgewahlten Studien zu erkennen, ob die Kinase in der aktiven, oder in der inaktiven
Konformation vorlag. Deshalb wurde — wenn mdéglich — in beide Konformaionen ge-
dockt. Zudem wurde analysiert, wie sich eventuell vorhandenes Kristallwasser auf die
Dockings auswirkt. Auch hier wurden die Dockings jeweils zweimal durchgefihrt; ein-
mal mit Wasser und einmal ohne Wasser im Umkreis von 5 A um die ATP-Bindetasche.

Insgesamt wurden mit jeder SF 70 Dockingstudien an 40 Kristallstrukturen von 19 Kina-
sen durchgefiihrt. Von den daraus enstanden 420 Ergebnisdatenbanken, wurden 280
nochmals einer Neubewertung durch den CHEMSCORE und GLIDESCORE unterzogen,
um zu prifen, ob ein Rescoring der Ergebnisse die Unterscheidung zwischen aktiven
und inaktiven Liganden verbessert.

3.1.2 Generierung der Datenbanken

Die Datenbank fir die Dockinstudien wurde wie in Kapitel 2.7 beschrieben erzeugt.
Dabei wurden fur jeden Datensatz die physicochemischen Eigenschaften der aktiven
Substanzen als Grenzwerte genommen, um aus der DUD ahnliche inaktive Substan-
zen zu filtern. Es entstand fur jeden Datensatz eine neue Teildatenbank mit Substan-
zen aus der DUD. Aus den jeweiligen Unterdatenbanken wurde die neunfache Menge
an inaktiven Substanzen zufallig ausgewahlt, als aktive Substanzen vorhanden waren.
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In Tabelle 3.1 sind fur alle Datensatze die verwendeten Kristallstrukturen aufgelistet,
ebenso die aktivitatsbereiche der Inhibitoren, und die Anzahl der aktiven und inaktiven
Verbindungen.

Far die Untersuchungen mit Rocs wurde unter Zuhilfenahme des Programms OMEGA
[162] von jeder Struktur 250 zusatzliche Konformationen erzeugt.

Tabelle 3.1: Retrospektives VS Aufgefihrt sind alle
Veroffentlichungen, aus denen die im VS gestesteten
Verbindungen entnommen sind. Die PDB-Codes sind
danach sortiert, ob das DFG-Motiv in einer in- oder out-
Konformation vorliegt

PDB-Codes
Kinase Quelle #Aktive Aktivitat [uM] #Decoys DFG-in DFG-out
ABL [198] 50 3,8*10°-10 450 2GQG 11EP
3KF4 2HIW
Aurora  [199] 6 1,010°-0,05 54 2W1I 1MUO
2F4J 2J50
[200] 32 0,033->50 288 2WI1 1MUO
2F4J 2J50
[201] 13 0,0014-5,5 117 2WI1 1MUO
2F4J 2J50
CDC7 [202] 47 0,001 -0,064 423 3DU8
CDK2 [203] 27 2,0110°->10 243 2FVD 1KE6
1P2A 1DI8
[204] 6 0,06 —>100 54 1E9H
1FQ1
CDK4 [205] 76 2,010 ->50 684 2F2C 1BI8
1X02 1G3N
[204] 6 0,06 ->100 54 1X02 1BI7
1JOW  1G3N
CDK5 [204] 6 0,06—>100 54 1UNL
1UNG
CDK7  [206] 40 3,0103->10 360 1UA2
[204] 6 0,06 ->100 54 1UA2
CDK9 [204] 6 0,06 ->100 54 3BLR
SMIA
CHK1  [207] 15 0,29-74 135 2WMV
2XEZ
CK18 [208] 20 4,0110°%-2,52 180 1EH4

Forsetzung néchste Seite . ..
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Kinase Quelle #Aktive Aktivitat [uM] #Decoys DFG-in DFG-out

2IZR
C-JUN [209] 39 0,4—84 351 3G90
2GMX
GSK [210] 40 3,510 —4,09 360 3F88
3L1S
MET [211] 10  1,010%-59*10% 90 2WGJ  3F82
2WD1  3CTH
P38 [212] 58 0,44—4,71 522  3GC9 2GTM
3FLQ  2BAQ
[213] 19 0,04—2,73 171 3GC9 2GTM
3FLQ  2BAQ
[208] 20 4,0102-25 180  3GC9 2GTM
3FLQ  2BAQ
PIM  [214] 27 0,01—>10 243 2J2|
3BWF
[215] 49 0,024 —>100 441 22|
3BWF
VGFR [216] 42 5,0108 —>25 378  3BSR  3EWH
2P2H  3CPC

z 660 5940

3.1.3 Prifen der Dockingeinstellungen

FOr GoLD (GOLDSCORE), GLIDE (GLIDESCORE), PARADOCKS (PMF und PSCORE)
wurden die jeweiligen Standardeinstellungen tGbernommen und wurden an jeder fir
die Dockingstudien verwendeten Kristallstrukturen getestet. Bei GLIDE wurde nur die
standard presicion verwendet. Als Zielregion diente ein Bereich von 15 A um den Ga-
tekeeper. Damit wurde getestet, ob die Programme mit den jeweiligen SF in der La-
ge waren die Position des co-kristallisierten Liganden wiederzufinden. Abbildung 3.1
zeigt wie die Genauigkeit der einzelnen Programme war. Alle RMSD-Werte lagen unter
2,5A, somit galt die Kristallstruktur des Liganden als gefunden, und mit den erfolgrei-
chen Einstellungen wurden die nachfolgenden Untersuchungen durchgefuhrt.

3.1.4 Fingerprintanalyse von aktiven und inaktiven Liganden

Es wurde ebenfalls untersucht, wie sehr sich die inaktiven von den aktiven Ligaden un-
terscheiden. Dazu wurde mittels MOE eine Fingerprintanalyse durchgefihrt. Hierbei
wurden die aktiven Liganden in Cluster eingeteilt. Diese Cluster wurden dann mit den
inaktiven Liganden verglichen, und betrachtet, wieviele Decoys den aktiven zu 60 und
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Abbildung 3.1: Performance des Dockings

mit den verwendeten Dockingprogrammen und Scoring-Funktionen. Getestet wurde, ob die
Programme in der Lage waren die Bindemodus der kristallisierten Liganden wiederzufinden.
Getestet wurden alle 40 verwendeten Kristallstrukturen.

70 % Ubereinstimmen. Die Ergebnisse hiervon sind in Tabelle 3.2 dargestellt. Fir die
inaktiven Verbindungen, die fir die Datensatzen von Pfeifer, Qian, und Xia gab es kei-
ne Substanzen die mindestens eine 60 %ige Ahnlichkeit mit den aktiven Liganden auf-
wiesen. Und nur fir sieben Datensatze wurden inaktive Liganden gefunden, die eine
Ahnlichkeit von mindestens 70 % mit den aktiven Verbindungen haben. Die ausgewéhl-
ten Substanzen entsprechen den aktiven Liganden somit in den physico-chemischen
Eigenschaften, sind aber Strukturell doch verschieden.

3.1.5 Auswertung der AUC-Werte

Aus den gewonnen Daten wurden nun die Mittelwerte samt Standardabweichung fir
die verwendeten Methode bei der jeweils erhaltenen AUC ermittelt (s. Tabelle 3.3). Die
Ergebnisse fir die einzelnen Kinasen sind im Anhang 5.1 aufgefiihrt. Als Grundlage
daflr dienten die nach dem Bewertungsmal3 sortieren Listen der getesteten Verbin-
dungen. Es wurde wie in den Kapiteln 2.6.1 bis 2.6.2 beschrieben zuerst die ROC-
Kurve-Kurve aufgetragen, und danach die Flache unter der Kurve ermittel.

Es zeigt sich, dass bei diesem Screening das Programm ROCS am besten zwischen
aktiven und inaktiven Liganden unterscheiden kann. Dies zeigt sich daran, dass man
fir Rocs die groBte AUC erhalt.
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Tabelle 3.2: Fingerprintanalyse

der aktiven und inaktiven Liganden. Angegeben ist die Anzahl der Cluster fur die aktiven Li-
ganden, und die Anzahl der inaktiven Liganden, die eine Ahnlichkeit von 60 bzw. 70 % mit den
aktiven.

Datensatz Cluster Anzahl Decoys 60% 70%

Brasca 1 243 2 0
Pfeifer 9 180 19 5
Matthews 8 135 0 0
Huang 3 451 4 0

Cheeseright 19 522 16 1
Ermoli 8 360 33 4
Aliagas 3 54 0 0
Tsou 5 694 15 2
Qian 8 243 0 0
Gaisina 2 720 8 0
Surya 12 351 4 0
Karcher 13 171 1 0
Schroeder 1 90 4 0
Coumar 5 288 128 58
Popowycz 3 54 2 2
Menichincheri 5 423 2 0
Renhowe 4 378 119 15
Howard 4 117 7 0
Xia 19 441 0 0

So ahnlich die Ergebnisse auch im Mittel fiir die jeweiligen Programm sind, unterschei-
den sie sich doch in Hinblick auf die jeweiligen Kinasen an denen die Programm ge-
testet wurden. Da nicht bekannt ist, an welche Konformation der Kinase die jeweilgen
aktiven Liganden binden wurde in den Folgenden Tabellen (3.4 bis 3.9 auf Seiten 39—
52) auch keine Unterscheidung dahingehend gemacht. Es wurden die Mittelwerte fur
die AUC von allen Varianten ermittelt, ebenso flir Kinasen mit Kristallwasser und oh-
ne Kristallwasser. Es konnten nicht fir alle Kinasen entsprechende Kristallstrukturen
mit kristallisiertem Wasser in der PDB gefunden werden, deshalb gibt es hier weni-
ger Ergebnisse. Teilweise gab es nur eine Kristallstruktur, die unseren Anforderungen
entsprach. Aus diesem Grund konnte nicht immer eine Standardabweichung ermittelt
werden.

GoLD/ GOLDSCORE: Fur die aktiven Liganden aus dem Datensatz von Qian (PIM)
erreichte GoLD einen Mittelwert von allen AUC von 0,90, die Standardabweichung
liegt bei 0,03. Mehr als die Halfte aller aktiven Ligand ist in den oberen 10 % der Be-
wertung. Abbildung 3.2 zeigt die zwei am besten und die schlechtesten bewerteten
aktiven Liganden.

In Abbildung 3.2(a) sind Lésungen flr drei aktive Liganden dargestellt. Die Verbindun-
gen Qian14 und Qian15 wurden auf die beiden ersten Platze bewertet, aber beide
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Tabelle 3.3: Mittelwerte der AUC
und Standardabweichung aller getesteten virtueller Screeningmethoden

Gesamt ohne Wasser mit Wasser
(%) Std (%) Std %) Std

GOLDSCORE 0,65 0,21 066 0,20 0,63 0,24
GLIDESCORE (SP) 0,67 0,20 0,67 0,21 0,66 0,19
PMF 0,60 0,27 065 0,27 0,61 0,28
PSCORE 0,66 023 067 0,21 0,63 0,26
Rocs 0,73 0,18 0,73 0,18 - -

CONSENSUs-Score 0,63 0,16 0,63 0,17 0,559 0,15

zeigen keine Interaktionen mit der Hinge-Region. Jedoch bilden die Pyrazinringe die-
ser Verbindungen Kation-n-Interaktionen zu den Aminosauren lle185 und Asp186 aus.
Zusatzlich werden die jeweiligen primaren Amine durch den Carboxyrest von Asp186
und durch die Acylgruppe des Asn172 in ihrer Position stabilisiert. Bei Qiané ist die
einzige Wechselwirkung mit dem Protein die Kation-rn-Interaktion, die schon die bei-
den anderen erwahnten Liganden aufweisen. Diese Verbindung wurde insgeamt am
schlechtesten bewertet.

Zum Vergleich sind in Abbildung 3.2(b) die beiden am besten bewerteten Decoys
dargestellt. Beide bilden Uber die Thiazolgruppe zwei Wasserstoffbriicken zur Hinge-
Region aus. Zudem haben sie auch die gleiche Kation-n-Interaktion mit dem Asp186
und eine weitere Wasserstoffbriicke zu der Carboxygruppe des GIlu89. Diese beiden
aus der DUD entnommenen Liganden weisen durch ihre Bindung zur Hinge-Region
die Wechselwirkung auf, die von aktiven Liganden erwartet wird.

Am schlechtesten konnte GoLD die Liganden von Tsou an der CDK4 unterscheiden.
Dort wurde eine AUC von 0,23 mit einer Standardabweichung von 0,06 erreicht. In
Abbildung 3.3(a) sind zum Vergleich die beiden besten Lésungen fir die aktiven Sub-
stanzen dargestellt Tsou5jZ und Tsou5hZ sowie die am schlechtesten Bewertete ak-
tive Substanz Tsou17aZ. Die beiden am besten bewerteten Substanzen haben jeweils
die gleichen Interaktionen zum Protein. Es gibt jeweils zwei Wasserstoffbriicken zwi-
schen dem His100 der Hinge-Region und einer Ketogruppe am Pyrrolring. Desweitern
gibt es zwei Kation-n-Interaktionen mit dem Val27. Zusatzlich bildet Tsou5jZ noch ei-
ne Brlcke zur Acylgruppe des Asn150 aus. Bei TsoubhZ wird diese Bricke mit dem
Schwefel der Thiolgruppe gebildet.

Auch hier bilden die beiden inaktiven Substanzen &hnliche Wechselwirkungen zum
Protein aus (s. Abbildung 3.3(b)).

GLIDE/ GLIDESCORE (SP): GLIDESCORE hat die Inhibitoren von Ermoli flir die CDK7
am besten bewertet. Es wurde eine AUC von 0,96 erreicht. Ein Wert von tber 0,9 wird
auch fur die CDK7 mit den aktiven Liganden von Popwycz erreicht, ebenso wie fur die
CHK1 und die dazu untersuchten Verbindungen von Matthews. In Abbildung 3.4 sind
jeweils die beiden am bestbewerteten aktiven und inaktiven Verbindungen gezeigt. Bei
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Tabelle 3.4: AUC fir den GoLb und GOLDSCORE fir die jeweilige Kinase.

Gesamt ohne Wasser mit Wasser
) SD (] SD (] SD
CDK2 0,83 0,31 097 0,05 0,63 042
CK18 0,67 0,24 081 0,10 0,583 0,29
P38 059 0,15 060 0,12 0,56 0,26
CHK1 0,63 0,07 0,63 0,07 - -
ABL1 0,73 0,12 0,79 0,07 0,66 0,15
P38 0,63 0,05 063 0,06 0,63 0,00
CDK7 049 - 049 - - -
Aurora-2 0,78 0,12 0,77 0,13 0,84 -
CDK4 0,23 0,06 0,23 0,06 - -
PIM 0,90 0,03 0,89 0,04 0,90 0,01
GSK 0,80 0,06 0,75 0,03 0,85 0,01
C-Jdun 0,52 0,05 052 0,05 - -
P38 0,67 0,16 066 0,16 0,70 0,22
MET 0,82 0,06 080 0,06 0,87 -
Aurora 0,53 0,08 055 0,07 044 -
CDK2 0,56 0,17 056 0,17 - -
CDK4 0,73 0,15 0,73 0,15 - -
CDK5 0,82 0,06 080 0,05 0,87 -

CDK7 0,73 - 0,73 - - -
CDK?9 0,80 0,18 0,80 0,18 - -
CDC7 0,44 0,05 0,41 - 047 -

VGFR 0,37 0,07 038 0,09 035 0,05
Aurora 0,79 0,06 081 0,07 0,74 -
PIM 0,27 0,06 0,29 0,01 0,24 0,09

Durchschnitt 0,65 0,21 0,66 0,20 0,63 0.24

den aktiven Substanzen liegt ein hydrophober Ring in der ATP-Bindetasche, und es
werden die typischen Wasserstoffbriickenbindungen augebildet. Es ist zu erkennen,
dass sowohl Ermoli32Z und Ermoli14Z mit ihren Azaindolen zwei Wasserstoffbriicken
zu den Aminosauren Asp92 und Met94 der Hinge-Region bilden. Ebenso bilden beide
mit dem Carbonylsauerstoff des Imidazols eine Wasserstoffbriicke zu Lys41, sowie
mit dem Amidstickstoff zu Asn141. Die letzte gemeinsame Wasserstoffbriickenbindung
wird mit dem sekundaren Amin des Linkers zu Asp97 ausgebildet.

Die beiden in Abbildung 3.4(b) gezeigten inaktiven Substanzen weisen ein ahliches
Bindungsmuster auf, wie die in Abbildung 3.4(a) gezeigten aktiven Substanzen. Es
werden drei Wasserstoffbriicken zu den Amiosauren Asp92, Lys41 und Glu20. Es feh-
len aber die stabilisierend wirkenden Wechselwirkungen zu den anderen Amiosauren
in der ATP-Bindetasche. Dabei liegt der 2-Benzopyranonest nicht tief genug in der Ta-
sche. Somit kann der Sauerstoff im Ringsystem keine weitere Wechselwirkung mit der
Hinge-Region eingehen. Daflr wird in diesem Fall jedoch eine Wasserstoffbriicke zu
Lys41 ausgebildet.
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Abbildung 3.2: Aktive und inaktive Inhibitoren PIM
gedockt in PDB 2J21. a) Qian14 (magenta), Qian15 (cyan), Qiané (gold) b) zwei inaktive Sub-
stanzen (braun & rosa); Rezeptoratome schwarz.

Am schlechtesten war die Unterscheidung der aktiven und inaktiven Liganden bei den
Substanzen von Popwyzc flir die CDK2. Die Abbildungen 3.5(a) und 3.5(b) zeigen je-
weils die Lésungen fur zwei aktive und zwei inaktive Liganden. Die inaktiven Ligan-
den in Abbildung 3.5(b) wurden besser als die beiden aktiven Liganden bewertet.
Bei den beiden aktiven Liganden PurvalanolA und RoscovitineR handelt es sich um
zwei bekannte Kinaseinhibitoren. Es fallt aber auf, dass keine der beiden Substanzen
eine direkte Wechselwirkung mit der Hinge-Region eingeht. PurvananolA bildet nur
mit Asp7145 eine Wasserstoffbriickenbindung aus, und mit Pyrimidinanteil des Purin
Kation-n- Wechselwirkung aus. RoscovitineR wird durch Kation-n-Wechselwirkungen
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Abbildung 3.3: Aktive und inaktive Inhibitoren CDK4
gedocktin PDB 1X02. a) Tsou5jZ (magenta), Tsou5hZ (cyan), emphTsoul7aZ (gold) b) zwei
inaktive Substanzen (braun & rosa);Rezeptoratome schwarz.

zwischen dem Purinanteil und mit den Aminosauren Ala144, Asp145 und Val18 in der
Binbetasche stabilisiert. Zusaztlich kommen noch zwei Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen Asp145 und dem sekundéaren Amin, sowie der OH-Gruppe und Asn132.

Bei den beiden inaktiven Liganden liegen jeweils drei Wasserstoffbriickenbindungen
zum Protein vor. Die Bindungen zum Lys33 und Asp145 wird von beiden Substanzen
ausgebildet. Aber auch hier wird keine Wechselwirkung mit der Hinge-Region einge-
gangen.
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Tabelle 3.5: AUC fur GLIDE und GLIDESCORE (SP) fur die jeweilige Kinase.

CDK2 0,41 035 024 0,19 0,64 0,42
CK18 0,65 0,17 0,70 0,25 0,61 0,13
P38 0,46 0,08 046 0,10 0,46 0,04
CHK1 0,90 0,03 090 0,03 - -
ABL1 0,62 0,15 0,73 0,03 047 0,09
P38 0,78 0,0/ 0,76 0,08 0,83 0,00
CDK?7 09% - 096 - - -
Aurora-2 069 009 069 0,10 069 -
CDK4 0,66 0,20 0,66 020 - -
PIM 0,61 0,08 0,65 0,05 0,57 0,08
GSK 0,75 0,06 0,71 0,01 0,80 0,00
C-Jdun 0,63 0,03 0,63 003 - -
P38 0,87 0,09 087 0,11 0,86 0,05
MET 0,55 034 060 037 037 -
Aurora 0,57 0,06 055 0,04 065 -
CDK2 0,43 0,07 043 0,07 - -
CDK4 0,80 0,14 0,80 0,14 - -
CDK5 0,72 0,04 0,72 0,05 0,71 -
CDK7 090 - 090 - - -
CDK?9 0,52 0,52 0,52 0,52 - -
CDC7 0,68 0,02 0,67 - -
VGFR 0,74 0,08 0,76 0,09 0,68 0,01
Aurora 0,75 0,03 0,75 0,03 0,76 -
PIM 0,85 0,02 0,86 0,02 0,84 0,01

Durchschnitt 0,67 0,20 0,67 0,21 0,66 0,19

PARADOCKS/ PMF: Die Sortierung der Ergebnisse flihrt bei acht Untersuchungen
und Verwendung des PMF im Durchschnitt es zu einer AUC von Uber 0,90. Bei 13
Testungen ist der Wert Gber 0,50. Die Unterscheidung zwischen aktiven und inaktiven
Liganden ist somit gut mdglich. Am besten gelingt dies bei den Verbindungen von Po-
powycz und der CDK7, wobei diese Verbindungen in allen getesteten Kinasen eine
AUC von tber 0,900 haben. Aber auch hier zeigen die aktiven Liganden keine Inter-
akionen mit der Hinge-Region, sondern nur zu anderen Aminosduren innerhalb der
ATP-Bindetasche (s. Abbildung 3.6(a)). Die Verbindung Popwycz7a bildet nur zwei In-
terkationen mit Lys41. Diese Wasserstoffbriickenbindung wird auch von Popwycz7b
ausgebildet, zusatzlich noch aber auch eine Kation-n-Wechselwirkung zwischen der
Phenylgruppe und Thr96.

Die beiden inaktiven Liganden bilden nur Wechselwirkungen zum Lys41 aus (s.
Abbildung 3.6(b).

Am schlechtesten war die Unterscheidung bei der C-Jun-Kinase und den Verbindun-
gen von De Surya. Die erste aktive Verbindung ist an Position 84 Surya8c der sortieren
Ergebnisliste, und die darauf folgende aktive Verbingung ist an Position 94 Surya3a.
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Abbildung 3.4: Aktive und inaktive Inhibitoren CDK7
gedocktin PDB 1UA2. a) Ermoli32Z (magenta), Ermoli14Z (cyan) b) zwei inaktive Substanzen
(braun & rosa);Rezeptoratome schwarz.

In Abbildung 3.7 sind je zwei aktive und zwei inaktive Verbindungen in ihrer jeweiligen
gefundenen Position dargestellt. Es ist zu sehen, dass nur eine der aktiven Verbin-
dungen, Surya8c innerhalb der ATP-Bindetasche liegt (Abbildung 3.7(a)). Alle ande-
ren gezeigten Lésungen liegern ausserhalb der ATP-Bindetasche. Nur drei der aktiven
Liganden werden innerhalb der ATP-Bindetasche platziert, bilden aber nicht das be-
kannte Muster von Wasserstoffbriicken zur Hinge-Region aus. Sie werden auch so
vom PMF bewertet, dass sie erst auf den Rangen ab Position 342 vorkommen.
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Abbildung 3.5: Aktive und inaktive Inhibitoren CDK2
gedockt in PDB 1E9H. a) PurvalanolA (magenta), RoscovitineR (cyan) b) zwei inaktive Sub-
stanzen (braun & rosa);Rezeptoratome schwarz.

PARADOCKS/ PSCORE: Bei den Untersuchungen mit dem PSCORE war die Tren-
nung zwischen den aktiven und inaktiven Liganden am besten bei der MET-Kinase mit
den Substanzen von Schréder moéglich. Hierbei wurde eine AUC von 0,90 erreicht.
Jedoch sind sechs Werte zwischen 0,42 und 0,57. In diesen Fallen war eine gute Un-
terscheidung nicht mdglich, sondern verlief eher zuféllig.

In Abbildung 3.8(a) ist zu sehen, wie die Substanz Schréder11 mit ihrem 2-
Aminopyridin zwei Wasserstoffbriicken zu dem Aminosauren Pro1158 und Met1160.
Ebendiese Wechselwirkungne zeigen sich auch bei Schréder5. Zusétzlich kommt es
hier aber noch zu einer Kation-n-Wechselwirkung mit Asn1167 und dem 2-Pyridon.
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Tabelle 3.6: AUC fir PARADOCKS und PMF fir die jeweilige Kinase.

Gesamt ohne Wasser mit Wasser
) SD (] SD (] SD
CDK2 0,98 0,01 098 0,01 0,97 0,01
CK18 0,62 0,21 0,73 0,02 0,49 0,27
P38 0,50 0,14 0,51 0,16 0,47 0,13
CHKA1 0,61 0,05 0,61 0,05 - -
ABL1 0,72 0,09 0,72 0,09 0,73 0,09
P38 0,27 0,15 0,24 0,08 0,33 0,28
CDK7 062 - 062 - - -
Aurora-2 0,49 0,07 048 0,07 054 -
CDK4 0,36 0,02 0,36 0,02 - -
PIM 0,91 0,01 090 0,00 0,91 0,00
GSK 0,26 0,05 0,30 0,02 0,22 0,01
C-Jdun 0,23 0,01 0,23 0,01 - -
P38 0,66 0,18 068 0,17 0,63 0,15
MET 050 0,15 044 0,09 0,72 -
Aurora 092 0,05 094 10,03 0,86 -
CDK2 0,99 0,01 0,99 0,01 - -
CDK4 0,97 0,04 0,97 0,04 - -
CDK5 0,99 0,01 098 0,01 0,99 -

CDK7 1,00 - 1,00 - - -
CDK?9 0,98 0,02 0,98 0,02 - -
CDC7 0,34 0,03 0,36 - 0,31 -

VGFR 0,72 0,08 0,73 0,08 0,70 0,09
Aurora 0,76 0,04 0,78 0,01 069 -
PIM 0,177 0,02 0,18 0,02 0,16 0,01

Durchschnitt 0,60 0,27 0,65 0,27 0,61 0,28

Diese beiden Substanzen sind auf den Rangen eins und zwei der sortieren Ergebnis-
liste.

Die beiden inaktiven Liganden bilden jeweils nur eine Wasserstoffbriickenbindung zu
Met1160 bzw. Gly1163 aus.

Der PSCORE bewertet bei den Untersuchungen an der CDC7-Kinase die als inaktiv
bekannten Substanzen deutlich besser, als die aktiven Substanzen. Die R- und S-
Enantiomere von Substanz 95 sind die am besten bewerteten aktiven Verbindungen,
und kommen in der Rangfolge auf die Platze 23 und 19.

Rocs: In Tabelle 3.8 sind die Ergebnisse fur Rocs aufgefuhrt. Auch hierbei konn-
te fur die Verbindungen, welche an der MET-Kinase getestet wurden, eine AUC von
1,00 erreicht werden. Alle aktiven Liganden waren am Anfang der sortierten Ergebnis-
liste. Das gleiche gilt fir die Inhibitoren der Aurora-Kinase von Howard. Hier wurden
ebenfalls alle aktiven Verbindungen besser als die inaktiven Substanzen bewertet.
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Popowyzc7a und 7b

Abbildung 3.6: Aktive und inaktive Inhibitoren CDK7

gedocktin PDB 1UA2. a) Popowycz7a (magenta), Popowycz7b (cyan). Hierbei handelt es sich
um die R- und S-Enantiomere der gleichen Verbindung. b) zwei inaktive Substanzen (braun &
rosa). Rezeptoratome schwarz.

Es ist auch zu sehen, dass fir die AUC kein Wert schlechter als 0,42 ist. Insgesamt
wurden mittels Rocs die inaktiven Verbindungen nicht deutlich besser als die aktiven
Verbindungen bewertet.

CONSENSUS-SCORE: Der CONSENSUS-SCORE stellt einen Mittelwert aus verschie-
denen Scoring-Funktionen dar. In vier Fallen waren die Werte fiir die AUC schlechter
als eine zufallige Verteilung (s. Tabelle 3.9). Fur Verbindungen von Xia und die PIM-
Kinase verlief die Untersuchung so unglnstig, dass nahezu alle inaktiven Verbindun-
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Abbildung 3.7: Aktive und inaktive Inhibitoren C-JUN
gedockt in PDB 2GMX. a) Surya3a (magenta), Surya8c (cyan) b) zwei inaktive Substanzen
(braun & rosa);Rezeptoratome schwarz.

gen besser bewertet wurden, als die aktiven. Dies ist jedoch nicht Uberraschend, da
dies schon bei GOLDSCORE, PMF und PSCORE beobachtet wurde (s. 3.4 bis 3.9 auf
Seiten 39-52).

Rescoring der Dockingergebnisse: Die erzielten Dockinergebnisse wurden ei-
nem Rescoring unterzogen. Mit Ausnahme von RoCS wurden alle Ergebnisse mit
dem CHEMSCORE und GLIDESCORE neu bewertet. Dazu wurden die schon erzeug-
ten Dockingergebnisse als Eingabestrukien verwendet, und erneut bewertet. Hierbei
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Tabelle 3.7: AUC flir PARADOCKS und PSCORE fiir die jeweilige Kinase

Gesamt ohne Wasser mit Wasser
(] SD ] SD ] SD
CDK2 0,88 0,12 096 0,02 0,77 0,10
CK18 0,62 0,18 0,71 0,07 053 0,25
P38 0,53 0,15 0,54 0,19 0,51 0,09
CHKA1 0,53 0,23 0,53 0,23 - -
ABL1 0,79 0,10 0,84 0,03 0,72 0,14
P38 0,35 0,15 0,32 0,10 0,40 0,27
CDK7 049 - 049 - - -
Aurora-2 0,80 0,12 0,84 0,10 066 -
CDK4 0,52 0,10 0,52 0,10 - -
PIM 0,81 0,07 0,75 0,00 0,87 0,01
GSK 0,85 0,07 083 0,06 0,87 0,1
C-Jdun 0,42 0,04 042 0,04 - -
P38 0,90 0,06 091 0,03 0,86 0,10
MET 090 053 088 0,02 099 -
Aurora 0,68 0,05 0,70 0,03 060 -
CDK2 0,62 034 0,62 0,34 - -
CDK4 0,61 0,03 0,61 0,03 - -
CDK5 0,80 0,06 081 0,08 0,79 -

CDK7 0,57 - 0,557 - - -
CDK?9 0,60 0,25 0,60 0,25 - -
CDC7 0,16 0,03 0,18 - 0,13 -

VGFR 0,64 0,10 0,66 0,11 0,60 0,11
Aurora 0,61 0,18 068 0,03 0,30 -
PIM 0,177 0,02 0,17 0,04 0,16 0,01

Durchschnitt 0,66 0,23 0,67 021 0,63 0,26

fand keine erneute Konformationsgenerierung statt, und die Lage der Eingabestruktur
innerhalb des Proteins wurde nicht verandert.

In Tabelle 3.20 wird die Anzahl aller positiven und negativen Veranderungen auf die
AUC dargestellt. Es ist zu sehen, dass duch die CHEMSCORE bei GoLD und PMF die
Anzahl der positiven und negativen Veranderungen etwa die Waage halten, nur bei
PSCORE Uberwiegen die Verschlechterungen. Das Rescoring mit GOLDSCORE flihrt
in den meisten Féllen zu einer Verschlechterung der AUC.

Tabelle 3.11 zeigt die Werte fur die AUC nach der Neubewertung der Untersuchungen
durch eine weitere Scoring-Funktion. Die Neubewertung wurde mit dem CHEMSCO-
RE und dem GLIDESCORE durchgefiihrt. Vergleicht man diese Werte mit denen aus
Tabelle 3.3, so sieht man, dass nur in den Fallen des PMF und PSCORE mit Wasser
in der Bindetasche es zu einer Verbesserung kam, wodurch sich auch der Wert der
AUC fir die gesamte Untersuchung verbesser hat, jedoch nur mit Verwendung des
CHEMSCORE.
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Abbildung 3.8: Aktive und inaktive Inhibitoren MET
gedockt in PDB 2WGJ. a) Schréder5 (magenta), Schréder11 (cyan) b) zwei inaktive Substan-
zen (braun & rosa);Rezeptoratome schwarz.

3.1.6 Auswertung der EF

Der Enrichment Factor ist ein Maf3 daflr, wie gut ein VS zwischen richtig positiven
und wahr negativen Unterscheiden kann. Diese Methode ist besonders interessant
um eine Aussage dariber zu treffen, wie gut in dem oberen Bereich der Liste die
Unterscheidung funktioniert. Genauso wie bei dem Wert fir die AUC steigt der Wert
des EF mit jedem gefundenen aktiven Liganden um einen bestimmten Teilbetrag an.
Dieser ist abhangig von der Anzahl der aktiven und inaktiven Liganden (s. Formel 2.32).
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Abbildung 3.9: Aktive und inaktive Inhibitoren CDC7
gedockt in PDB 3DU8. a) Menichin95S (magenta), Menichin95R (cyan) b) zwei inaktive Sub-
stanzen (braun & rosa);Rezeptoratome schwarz.

In diesem Fall ist der jeweilige Maximalwert fir den EF 10. Dieser wird dann erreicht,
wenn bis zu der jeweiligen Grenze nur aktive Liganden in der Liste stehen.

Hier wurden die Enrichment Factoren nach den ersten 5% der Datenbank errechnet.
Die entsprechenden Werte sind in Tabelle 3.12 aufgeflhrt. Auch hier zeigt sich, dass
Rocs mit einem EF von 5,42 am besten zwischen den aktiven und inaktiven Liganden
unterscheiden kann. Somit sind innerhalb der ersten 5% etwas mehr als die Halfte
aktive Liganden. GoLD und der GOLDSCORE zeigen hier keine so gute Leistung. Der
durchschnittliche Wert liegt bei 2,72. D. h. nicht mal ein drittel der oberen Range in der
Datenbank werden von akiven Liganden belegt. Auch haben alle Methoden Probleme
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Tabelle 3.8: AUC fur Rocs fur die jeweilige Kinase.

Gesamt

(] SD
CDK2 0,99 -
CK18 050 -
P38 0,50 -
CHKA1 045 -
ABL1 0,81 -
P38 052 -
CDK7 0,89 -
Aurora-2 0,81 -
CDK4 0,58 -
PIM 0,77 -
GSK 095 -
C-Jdun 062 -
P38 0,78 -
MET 1,00 -
Aurora 0,42 -
CDK2 0,75 -
CDK4 0,75 -
CDK5 0,75 -
CDK7 0,75 -
CDK9 0,75 -
CDC7 1,00 -
VGFR 0,58 -
Aurora 1,00 -
PIM 0,71 -

Durchschnitt 0,73 0,18

damit die aktiven Liganden besser als die inaktiven Liganden zu bewerten, wenn noch
Wasser in der Bindetasche vorhanden ist.

GoLD/ GOLDSCORE: In nur fiinf Fallen wurde ein durchschnittlicher EF gréBer oder
gleich als 5,00 gefunden. Wurden die Untersuchungen ohne Wasser in der Bindeta-
sche durchgeflhrt, so war er in nur vier Féallen gréBer oder gleich 5,00, war zusétzlich
noch Wasser in der ATP-Bindetasche so war der Wert nur dreimal gréBer als 5,00.

Betrachtet man nur den EF innerhalb der ersten 5% der Ergebnisse, so zeigt der
GOLDSCORE das beste Ergebnis bei der CDK2 und den aktiven Liganden von Brasca.
Dies ist sowohl im Durchschnitt der Fall, als auch bei der Betrachtung der Dockinger-
gebnisse wenn kein Kristallwasser mehr in der Bindetasche war. Zwischen den aktiven
von Popowycz und den Substanzen aus der DUD kann GoLD nicht so gut unterschei-
den. Bezieht man noch das Wasser in das Docking mit ein, dann ist die Unterschei-
dung am besten bei PIM und den aktiven Liganden von Qian. Dies deckt sich mit den
Beobachtungen der AUC fir GOLD.
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Tabelle 3.9: AUC fiir CONSENSUS-SCORE fir die jeweilige Kinase.

Gesamt ohne Wasser mit Wasser
(] SD ] SD ] SD
CDK2 0,76 0,07 0,77 0,02 0,76 0,12
CK18 0,45 0,18 0,37 0,06 052 0,26
P38 0,51 0,11 051 0,11 0,50 0,14
CHKA1 0,46 0,07 046 0,07 - -
ABL1 0,66 0,12 0,73 0,03 0,57 0,14
P38 0,54 0,11 055 0,14 0,52 0,04
CDK7 060 - 0,60 - - -
Aurora-2 0,70 0,06 0,71 0,07 068 -
CDK4 0,53 0,16 0,53 0,16 - -
PIM 0,72 0,02 0,73 0,03 0,71 0,01
GSK 0,58 0,02 059 0,01 057 0,03
C-Jdun 0,50 0,02 0,50 0,02 - -
P38 0,79 0,10 0,84 0,05 0,71 0,13
MET 0,74 0,04 0,75 0,04 0,73 -
Aurora 0,63 0,01 063 0,01 064 -
CDK2 0,72 0,14 0,72 0,14 - -
CDK4 0,80 0,03 0,80 0,03 - -
CDK5 0,79 0,02 080 0,01 0,76 -

CDK7 082 - 0,82 - - -
CDK?9 0,80 0,05 0,80 0,05 - -
CDC7 0,40 0,01 0,39 - 0,40 -

VGFR 0,61 0,05 062 0,05 0,58 0,05
Aurora 0,76 0,07 0,79 0,01 063 -
PIM 0,18 0,04 0,17 0,07 0,19 0,01

Durchschnitt 0,63 0,16 0,63 0,17 0,59 0,15

Tabelle 3.10: Anzahl der Verbesserungen und Verschlechterungen der AUC
nach dem Rescoring mit CHEMSCORE und GLIDESCORE (SP)

CHEMSCORE GLIDESCORE

Besser Schlechter Besser Schlechter
GOLDSCORE 48 44 31 62
PMF 46 47 24 69
PSCORE 35 51 23 69

GLIDE/ GLIDESCORE (SP): Bei acht der Untersuchten Substanzdatenbanken konnte
im Durchschnitt ein EF von tber 5,00 erreicht werden. Wurde das Wasser aus der ATP-
Bindetasche entfern wurde ein Wert von Uber 5,000 sechs mal erreicht, mit Wasser in
der ATP-Bindetasche ebenso. In keinem Fall wurde ein Wert von 10,00 erzielt, somit
wurden vom GLIDESCORE nie alle untersuchten aktiven Liganden besser bewertet als
die inaktiven Liganden.
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Tabelle 3.11: Mittelwerte der AUC
und Standardabweichung aller Programme nach dem Rescoring

Gesamt ohne Wasser mit Wasser

(] SD (] SD (] SD

GoLD mit CHEMSCORE 0,64 0,19 064 0,19 0,63 0,21
PMF mit CHEMSCORE 0,66 0,19 063 0,19 0,73 0,17
PSCORE mit CHEMSCORE 0,63 0,21 059 0,20 0,71 0,20
GoLD mit GLIDESCORE 0,56 0,13 0,51 0,14 052 0,10
PMF mit GLIDESCORE 0,46 0,13 0,47 0,44 0,42 0,10
PSCORE mit GLIDESCORE 0,48 0,15 048 0,16 047 0,13

Tabelle 3.12: Mittelwerte des EF5
und Standardabweichung aller getesteten virtueller Screeningmethoden

Gesamt ohne Wasser mit Wasser

] Std (] Std (] Std

GoLD/ GOLDSCORE 2,72 317 2,72 3,17 2,80 3,25

GLIDE/ GLIDESCORE (SP) 3,67 2,68 3,76 2,63 350 2,91

PARADOCKS/ PMF 446 3,72 4,72 3,87 3,50 2,91

PARADOCKS/ PSCORE 424 3,33 4,42 3,28 3,93 3,44
Rocs 542 262 - - - -

CONSENSUS-SCORE 474 2,46 487 251 450 2,32

Die beste Unterscheidung war in diesem Fall mit einem EF von 8,13 bei der CHK1
moglich. Wurde das Kristallwasser ignoriert, so wird bei der Aurora-Kinase mit 8,21
der héchste EF erzielt. Mit dem kistallisiertem Wasser im Umfeld der ATP-Bindetasche
wurde der beste EF mit 8,13 bei den Untersuchungen an der PIM-Kinase erreicht.

PARADOCKS/ PMF: Bei Verwendung des PMF wurde in drei der untersuchten Falle
nur aktive Liganden so gut bewertet, dass diese ausschlie3lich in den ersten 5% der
Ergebnisse vorkommen. Insgesamt wurde in 11 von 24 Fallen ein EF von Gber 5 erzielt.
Nur im Falle der C-Jun-Kinase wurden die aktiven Liganden so schlecht bewertet, dass
sie nicht innerhalb der Grenze von 5 % liegen.

PARADOCKS/ PSCORE: Bei sieben Untersuchungen wurde fir den EF ein gréBerer
Wert als 5,00 erreicht. Somit waren mindestens 50 % der Verbindungen innerhalb der
ersten 5 % der sortieren Ergebnisse aktive Liganden. In den Fallen ohne Wasser in der
ATP-Bindetasche wurde fir die CDK2 ein EF von 10,00 ermittelt. Somit wurden alle
aktiven Liganden besser bewertet als die inaktiven Liganden. Das gleiche gilt fir die
Untersuchungen an der MET-Kinase mit Wasser in der ATP-Bindetasche. Im Falle der
CDK7 wurden die inaktiven Substanzen so gut bewertet, dass innerhalb der obersten
10 % keine aktiven Liganden vorkommen.
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Tabelle 3.13: EF bei 5% fir GoLD und GOLDSCORE fiir die jeweilige Kinase

Gesamt ohne Wasser mit Wasser
(] SD ] SD ] SD
CDK2 6,80 4,41 9,06 189 3,79 542
CK18 501 461 886 1,61 1,16 1,64
P38 1,67 2,15 1,16 1,34 2,71 3,83
CHKA1 3,13 0,88 - - - -
ABL1 259 230 357 231 128 1,90
P38 1,70 0,87 164 1,11 181 0,23
CDK7 0,91 - - - - -
Aurora-2 400 3,62 417 419 3,33 -
CDK4 0,26 0,37 - - - -
PIM 6,01 286 3,81 1,69 822 1,52
GSK 438 193 2,75 0,35 6,00 0,71
C-Jdun 2,00 0,00 - - - -
P38 1,00 1,55 0,75 150 150 212
MET 240 1,67 200 163 4,00 -
Aurora 0,13 0,28 0,16 0,31 0,00 -
CDK2 0,00 0,00 - - - -
CDK4 250 3,19 - - - -
CDK5 6,67 3,33 500 236 6,67 -

CDK7 0,00 - - - - -
CDK?9 500 7,07 - - - -
CDC7 0,42 0,59 0,83 - 0,00 -

VGFR 0,0+ 0,18 0,11 0,22 0,00 0,00
Aurora 429 3,64 500 3,78 143 -
PIM 0,75 053 093 0,24 0,58 0,82

Durchschnitt 2,72 3,17 2,72 3,17 2,80 3,25

Rocs: In drei Untersuchungen mittels Rocs konnte ein EF von 10,00 erreicht wer-
den, und in elf Fallen wurde ein Wert von gré3er oder gleich finf erzielt werden.

Rescoring und EF: Durch das Rescoring der Ergebnissse konnte bis auf eine Aus-
nahme immer eine Verbesserung des EF erzielt werden, wie in Tabelle 3.18 aufgefihrt
ist. Bei den Ergebnissen des PMF und dem erneuten bewerten durch den CHEMS-
CORE halten sich die einzelnen Verbesserungen und Verschlechterugnen etwa die
Waage. Bei der Neubewertung der Lésungen des PSCORE durch den CHEMSCORE
Uberwiegt die Anzahl der Verschlechterungen der Ergebnisse. Am deutlichsten konn-
ten die Ergebnisse des PMF durch den GLIDESCORE verbessert werden. Hier stehen
50 Verbesserungen nur 35 Verschlechterungen gegenuber. In jedem Fall konnten aber
die Ergebnisse von mindestens 40 Dockinguntersuchungen verbessert werden.
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Tabelle 3.14: EF bei 5 % fir GLIDE und GLIDESCORE (SP) fir die jeweilige Kinase

Gesamt ohne Wasser mit Wasser
) SD (] SD (] SD
CDK2 3,65 245 2,77 1,87 4,84 3,01
CK18 4,07 3,70 6,97 2,17 1,16 1,64

P38 464 098 5,03 1,00 3,86 0,00
CHK1 8,13 0,88 - - - -
ABL1 165 144 2,70 136 0,26 0,22

P38 224 032 213 033 246 0,23
CDK7 0,91 - - - - -

Aurora-2 533 1,83 500 193 6,67 -
CDK4 0,26 0,21 - - - -
PIM 6,37 2,78 452 2,70 8,23 1,52
GSK 3,50 041 325 035 3,75 0,35
C-Jun 250 0,00 - - - -
P38 533 1,37 525 126 550 2,12
MET 0,40 0,90 0,00 0,00 200 -
Aurora 513 2,98 453 3,08 750 -
CDK2 3,33 0,00 - - - -
CDK4 417 3,19 - - - -
CDK5 556 1,93 500 236 6,67 -

CDK?7 0,00 - - - - -
CDK9 500 236 - - - -
CDC7 0,47 0,59 0,83 - 0,00 -

VGFR 3,34 092 3,45 1,17 3,16 0,00
Aurora 8,00 0,78 821 0,71 7,14 -
PIM 0,38 031 057 027 0,19 0,19

Durchschnitt 3,67 2,68 3,76 2,63 3,50 2,91
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Tabelle 3.15: EF bei 5% flir PARADOCKS und PMF fir die jeweilige Kinase

Gesamt ohne Wasser mit Wasser
%) SD %) SD (%) SD
CDK2 10,00 0,00 10,00 0,00 10,00 0,00

CK18 522 255 6,96 0,00 3,48 2,73
P38 2,71 267 232 29 3,48 2,73
CHK1 6,25 0,00 - - - -

ABL1 297 217 328 223 257 1,82
P38 0,45 055 033 038 0,68 0,96

CDK7 2,74 - - - - -
Aurora-2 400 2,79 4417 3,19 3,33 -
CDK4 0,78 0,37 - - - -
PIM 625 036 643 0,00 6,07 0,51

GSK 0,13 025 025 035 0,00 0,00

C-Jun 0,00 0,00 - - - -
P38 250 2,74 2,75 3,10 2,00 283
MET 1,00 1,41 050 1,00 3,00 -

Aurora 8,75 1,17 0,06 1,08 7,50 -
CDK2 10,00 0,00 - - - -
CDK4 8,33 3,33 - - - -
CDK5 889 192 833 236 10,00 -
CDK?7 10,00 - - - - -
CDK9 8,33 2,36 - -
CDC7 1,04 0,30 0,83 - 1,25 -
VGFR 497 217 4,78 237 534 252
Aurora 6,71 235 7,68 1,07 2,86 -
PIM 0,57 022 057 027 057 0,27

Durchschnitt 4,46 3,72 4,72 3,87 3,50 2,91
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Tabelle 3.16: EF bei 5 % fiir PARADOCKS und PSCORE flr die jeweilige Kinase

Gesamt ohne Wasser mit Wasser
(] SD (] SD (] SD
CDK2 8,82 245 10,00 0,00 7,25 3,39
CK18 6,17 3,93 886 161 348 3,83
P38 347 430 520 4,33 0,00 0,00
CHKA1 1,88 0,88 - - - -
ABL1 479 2,03 588 1,36 3,34 257
P38 067 129 0,19 0,22 164 2,32
CDK7 1,37 - - - - -
Aurora-2 467 1,83 5,00 1,93 3,33 -
CDK4 0,78 0,76 - - - -
PIM 475 2,06 3,07 0,64 6,43 1,01
GSK 550 2,86 425 1,77 6,75 3,89
C-Jdun 1,00 0,72 - - - -
P38 6,83 3,19 725 236 6,00 5,66
MET 720 228 6,50 192 10,00 -
Aurora 474 293 530 3,06 250 -
CDK2 3,33 4,71 - - - -
CDK4 3,33 2,72 - - - -
CDK5 556 1,93 5,00 236 6,67 -

CDK?7 0,00 - - - - -
CDK9 3,33 4,71 - - - -
CDC7 0,63 0,29 0,83 - 0,42 -

VGFR 230 1,33 2,34 092 223 252
Aurora 586 3,37 7,32 0,90 0,00 -
PIM 0,76 031 09 0,27 057 0,27

Durchschnitt 4,24 3,33 4,42 3,28 3,93 3,44
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Tabelle 3.17: EF fur Rocs fur die jeweilige Kinase.

Gesamt

(] SD
CDK2 10,00 -
CK18 6,18 -
P38 6,18 -
CHK1 3,75 -
ABL1 5,78 -
P38 4,56 -

CDK7 3,19 -
Aurora-2 6,67 -

CDK4 1,82 -
PIM 7,14 -
GSK 4,00 -

C-Jdun 5,00 -
P38 5,00 -
MET 10,00 -

Aurora 2,50 -

CDK2 3,33 -

CDK4 3,33 -

CDK5 3,33 -

CDK7 3,33 -

CDK9 3,33 -

CDC7 10,00 -

VGFR 5,34 -

Aurora 7,14 -
PIM 1,52 -

Durchschnitt 5,42 2,62

Tabelle 3.18: Anzahl der Verbesserungen und Verschlechterungen des EF
nach dem Rescoring mit CHEMSCORE und GLIDESCORE

CHEMSCORE GLIDESCORE (SP)

Besser Schlechter Besser Schlechter
GoLb/ GOLDSCORE 44 26 44 38
PMF 45 44 50 35

PSCORE 41 43 44 34
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Tabelle 3.19: Mittelwerte RIE
und Standardabweichung aller getesteten virtueller Screeningmethoden

Gesamt ohne Wasser mit Wasser

(] Std ] Std ] Std

GoLb/ GOLDSCORE 2,28 2,30 2,29 230 2,33 2,33
GLIDE/ GLIDESCORE 2,32 153 2,39 163 1,93 1,22
PARADOCKS/ PMF 1,45 188 139 1,86 1,59 2,00
PARADOCKS/ PScoRe 1,561 1,84 147 1,77 1,57 2,05

Rocs 3,056 1,36 3,05 1,36 - -

CONSENSUS-SCORE 2,82 1,97 3,05 217 250 1,37

3.1.7 Auswertung RIE

Die durchschnittlichen Ergebnisse fir RIE sind in Tabelle 3.19 dargestellt. Da es keine
obere Grenze fur RIE gibt, lassen sich die Werte nur schwer miteinander vergleichen.
Es ist aber zu sehen, dass Rocs wieder die beste Leistung zeigt, wahrend PMF und
PSCORE hinter den anderen Scoring-Funktionen zurtickliegen. Aus diesem Grund ist
hier nur die Ubersicht tiber alle SF aufgegiihrt. Die Auflistung, welche Werte fiir RIE
jede SF bei jeder Testung erlang hat, sind im Anahng (s. Kaptiel 5.1.3) aufgfihrt.
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Rescoring und RIE: Fir jede SF fiihrte eine Neubewertung der Ergebnisse dazu,
dass in der Mehrzahl die Ergebnisse verbessert werden konnten. Am deutlichsten ist
dies in der Kombination PMF und CHEMSCORE zu erkennen. Hier konnten in 73 Fal-
len der Wert fur RIE, und somit die frhe Unterscheidung von aktiven und inaktiven
Verbindungen, verbessert werden. Bei keiner Kombination kam es zu dem Fall, dass
die Anzahl der Verschlechterungen héher war, als die der Verbesserungen.

Tabelle 3.20: Anzahl der Verbesserungen und Verschlechterungen von RIE
nach dem Rescoring mit CHEMSCORE und GLIDESCORE

CHEMSCORE GLIDESCORE (SP)
Besser Schlechter Besser Schlechter
GoLb/ GOLDSCORE 55 41 57 42
PARADOCKS/ PMF 73 24 50 48

PARADOCKS/ PSCORE 55 41 53 44
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3.1.8 Diskussion

Es wurde eine retrospektive Studie virtueller Screening Methoden anhand von 19 Da-
tensatzen aus der Literatur entnommener Kinaseinhibitoren durchgeftihrt. Hierzu wur-
den verschiedene Dockingprogramme und Scoring-Funktionen verwendet. Die Ergeb-
nisse aus diesen Dockingstudien wurden darauf hin mit anderen Scoring-Funktionen
neu bewertet. Zusatzlich wurde noch ein Consensus-Score-Modell verwendet. Drei
verschiedene GitemaBe wurden herrangezogen, um die Qualitat der Ergebnisse zu
dberprifen. Das Ziel von allen Dockingprogrammen und SF ist es zwischen aktiven
und inaktiven Liganden zu unterscheiden. Das heif3t, dass die aktiven Liganden mog-
lichst am Anfang der sortieren Ergebnisliste vorkommen. Die verschiedenen Kombi-
nationen von Dockingprogramm und SF haben dabei unterschiedlich gut funktioniert,
und nicht jede Kombination eignet sich gleichermaBen, um zuverlassig zwischen akti-
ven und inaktiven Verbindungen zu unterscheiden.

Jedes Gutemaf betrachtet einen etwas anderen Aspekt der Ergebnisse. AUC und RIE
treffen Aussagen Uber die Verteilung der aktiven Liganden innerhalb der vollstandigen
Ergebnisliste, wahrend der EF sich nur auf die ersten 5 % der Liste konzentriert.

AUC: Alle Werte fiir die AUC liegen Uber 0,6. Der Wert fir das Programm RoCS
sogar Uber 0,7. Diese Werte wurden auch schon in anderen Veroffentlichungen bei
anderen Targetproteinen gefunden [217-219]. Somit sind alle untersuchten Methoden
insgesamt in der Lage ein Uberduchschnittliches Ergebnis zu produzieren. PMF hat in
einem Fall und Rocs in drei Fallen eine AUC von 1,0 erzielt, und damit alle aktiven
Liganden besser bewertet als die inaktiven. Alle getesteten Methoden liegen in ihrer
Leistung dicht beieinander, und es kann kein signifikanter Unterschied zwischen den
einzelnen Methoden erkannt werden.

Rocs hat gegenluber den anderen Methoden den Vorteil, dass es eine Liganden-
basierte Methode ist. Sie benutzt die Oberflache eines Referenzliganden um anhand
dieser zu bestimmen, wie gut eine andere Substanz in die Bindetasche passt. In die-
sem Fall dienten die in den Kristallstrukturen vorhandenen Liganden als Vorlage, um
aus einer Konformationsbibliothek der zu untersuchenden Liganden die jeweils beste
Konformation zu finden. Rocs zieht in die Bewertung der Pose keine Wechselwirkun-
gen mit dem Protein oder mit vorhandenem Wasser mit ein. Nur die Gré3e und Form
der Verbindungen wird bericksichtigt, somit sind es auch diese Faktoren, die das Er-
gebnis negativ beeinflussen kénnen. Fir die Qualitat von RocCs ist es wichtig, welche
Liganden als Vorlage fir die Erzeugung der Oberflache verwendet werden [220].

Die Leistung des CONSENSUS-SCORE unterscheidet sich nicht signifikant von der Leis-
tung der einzelnen Scoring-Funktionen.

Wurden die Dockinglésungen mit einer anderen Scoring-Funktion neu bewertet, so
zeigte sich, dass bei der Verwendung des CHEMSCORE die Ergebnisse nahezu gleich
bleiben, oder sich leicht verbessern. Der GLIDESCORE fuhrt insgesamt jedoch zu einer
Verschlechterung der Ergebnisse. Dabei ist der GLIDESCORE (3.1)
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AG’bind = Clipo—lipo Z f(rlr) + Chbond—neut—neut Z g(Ar)h(Aoz)+
Chbondfneutfcharged Z Q(AT)h(AOé) + Chbondfchargedfcharged Z Q(AT)h(AOé)"i‘
Cma:cfmetalfion Z f(rlm> + Crothrotb + Cpolarfphob‘/polarfphob—i_

CeoutEcout + Coaw Evaw + solvationterms

(3.1)

jedoch eine Erweiterung [221] des CHEMSCORE (3.2), welcher definiert ist als [222]

AGhing = Co + Clipo Z f(rir) + Chiona Z g(Ar)h(Aa)

3.2
+Cmetal Z f(rm) + Crothrotb ( )
Die Einfuhrung von Coulomb- und van-der-Waals-Wechselwirkungen haben wahr-
scheinlich den gréssten EinfluB3 darauf, dass die Neubewertung schlechter ausfallt
als bei der Verwendung des reinen CHEMSCORE. Eine Verwendung der extra preci-
sion (XP) Scoringvariante bei GLIDE war hier nicht angebracht. Zum einen wird bei
Ihrer Verwendung mehr Konformationen des Liganden erzeugt, die bewertet werden
mussen, und zum anderen ist diese SF restriktiver bei der Bewertung, ob eine Kon-
formation in die Bindetasche passt. Um zu verhindern, dass auf diese Weise richtige
Konformationen zu schlecht bewertet werden, wird empfohlen mehrere Konformatio-
nen des Proteins zu verwenden.

EF: Der EF eignet sich gut, um die frhe Anreicherung von aktiven Liganden in-
nerhalb einer Reihenfolge zu bewerten. Bei dem hier gegebenen Fall konnten fir den
EF Werte zwischen 0 und 10 erreicht werden. Somit ist, &hnlich wie bei der Bewer-
tung durch die AUC eine gute Vergleichbarkeit der Werte untereinander gegeben. Mit
einem EF von 5,42 zeigt Rocs auch im Bereich der frihen Anreicherung die beste
Leistung. Mehr als die hélfte aller Verbindungen innerhald der ersten 5% der Ergeb-
nisse sind aktive Liganden. GOLD ist am wenigsten dazu in der Lage bei den am besten
bewerteten Lésungen zwischen aktiven und inaktiven Verbindungen zu unterscheiden.
Weniger als ein drittel der LOsungen innerhalb der ersten 5% der Ergebnisse sind ak-
tive Liganden Die SF PMF und PSCORE zeigen im Bereich der frihen Anreicherung
eine bessere Leistung als GOLDSCORE und GLIDESCORE.

RIE: Bei der Betrachtung der Werte fiir RIE zeigen PMF und PSCORE die schlech-
teste Leistung. Bei RIE wird im Gegensatz zu den anderen verwendeten Gltemalen
noch der Score-Wert der jeweiligen Lésung mit betrachtet. Je besser eine Verbindung
vom PMF oder PSCORE bewertet wurde, desto mehr liegt der Wert im negativen Be-
reich. Verbindungen, die nicht in die Bindetasche passen, werden mit bis zu 10.000
bewertet. Dieser groBe Zahlenbereich fuhrt dazu, dass der Wert fir den Divisor (S)
(s.2.6.3) ebenfalls einen groBen Wert annimmt, und somit der Wert far RIE kleiner
wird. Bei Rocs hingegen und dem hier verwendeten TANIMOTOCOMBOSCORE lie-
gen die Werte zwischen 0 und 2 [223]. Durch den Umstand, dass in die nachtragli-
che Betrachtung der Dockingstudien durch ein Gitemal noch der jeweilge Score der
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Dockinglésung einbezogen wird, spricht fir dieses GitemaB[224]. Aber da es keine
festen Obergrenzen fir den Wert von RIE gibt, sind die Werte von verschiedenen Un-
tersuchungen, mit unterschiedlichen SF und abweichender Anzahl von Verbindugen
schwer zu vergleichen. Desweitern ist diese Methode nur ratsam, wenn die Anzahl
der getesteten Verbindungen mehr als 300 betragt. Nur fir neun Datenséatze wurden
einschlieBlich der Decoys mehr als 300 Verbindungen gefunden. Somit sind die Ergeb-
nisse nicht vollig miteinander zu vergleichen.

CONSENSUS-SCORE: Wurde ein CONSENSUS-SCORE-Modell verwendet, hat dies

im Durchschnitt nicht zu einem besseren Wert fir das jeweilige Gutemaf geflihrt. Be-
trachtet man die jedoch die AUC fiir den CONSENSUS-SCORE, so sieht man, dass in
vier Fallen ein Wert unter 0,500 erzielt wurde. Bei den Ubrigen SF waren es vier oder
finf Falle, in denen die AUC unter 0,50 lag. Das heif3t, dass in Fallen, mit einer niedri-
gen AUC sich die Verwendung eines CONSENSUS-SCORE-Modelles lohnen kann, um
die Unterscheidung zwischen aktiven und inaktiven Liganden zu verbessern. Ist diese
Trennung schon vorher bei der Verwendung nur einer SF gut gelungen, so tragt die
Verwendung eines CONSENSUS-SCORE nicht viel zu einer Verbesserung mit bei. Fir
die Ubrigen hier verwendeten Gitemafe stellt es sich dhnlich dar. Der Wert flr den
CONSENSUS-SCORE war nie hdher als der Wert fir Rocs, aber immer oberhalb der
dbrigen SF.
Das eine ohnehin schon gute Anreicherung durch ein CONSENSUS-SCORE-Modell
nicht weiter verbessert werden konnte, wurde auch schon gezeigt, und stellt somit
keine Besonderheit in dieser Untersuchung dar [225]. Zwar konnte der EinfluB3 von
CONSENSUS-SCORE-Modellen auf die bessere Unterscheidung von aktiven und inak-
tiven Verbindungen schon gezeigt werden (s. [140, 226]), jedoch wurden die inaktiven
Verbindungen danach ausgewahlt, ob diese Uberhaupt als mdégliche Wirkstoffe in Fra-
ge kommen, und nich noch danach, wie &hnlich die inaktiven Verbindungen den aktiven
Verbindungen sind.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass keine der hier getesteten Methoden in allen
Fallen zwischen aktiven und inaktiven Verbindungen unterscheiden konnte. Ebenso
hat keine Variante immer falsch unterschieden. Betrachtet man alle getesteten Protein-
Ligand-Komplexe, so ist die durchschnittliche Unterscheidung von aktiven und inakti-
ven Liganden besser als eine zuféllige Verteilung. ROCS zeigt bei allen betrachteten
Gutemafen die beste Unterscheidung. Dies ist darauf zuriickzuflihren, dass Rocs bei
der Bewertung der Substanzen nur auf die Oberflache und Form der Liganden achtet,
und nicht auf die Wechselwirkungen mit dem Protein und mit eventuell noch vorhande-
nem Wasser. Als Vorlage fur die Oberflache dienen schon kristallisierte Liganden, und
somit trainiert man die Vorlage schon in die richtige Richtung. Den Einfluf3 des Proteins
hatte man noch durch die Verwendung eines Pharmacophor-Modelles testen kénnen.
Die getesteten Docking-Programme erstellen selbst eine Vielzahl von Konformationen
der Liganden, und bewerten diese dann im Protein. Sowohl GOLD als auch GLIDE sind
in der Lage verschiedene Constraints zu verwenden, um eine bessere Lage des Li-
ganden in der Bindetasche zu erhalten. Als Beispiele flir Constraints sind Wasserstoff-
brickenbindungen zum Protein oder die Lage von hydrophoben Bereichen zu nennen,
die eine Konformation erflllen muss, um weiter untersucht oder bewertet zu werden.
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Diese Moglichkeit wurde in dieser Studie nicht verwendet, da PARADOCKS bisher nicht
tber diese Technik verfligt. GOLD und GLIDE sollten keinen besonderen Vorteil haben.
Allerdings ist es sehr wahrscheinlich, dass sich durch diese Constraints die Genauig-
keit der Programme verbessert hatten.

Das Neubewerten der Lésungen durch andere Scoring-Funktionen hat insgesamt zu
einer Verbesserung der Ergebnisse geflhrt, wobei die Verwendung des CHEMSCORE
besser funktioniert hat als der GLIDESCORE. Die Scoring-Funktionen PMF und PS-
CORE zeigen vor allem im Bereich der frihen Anreicherung eine bessere Leistung, als
die Kraftfeldbasierten Methoden des GOLDSCORE, sowie die empirischen SF CHEMS-
CORE und GLIDESCORE.
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3.2. PRK1

Als Grundlage fur die Untersuchungen an der PRK1 diente die Biomol Kinase and
Phosphatase inhibitor library mit 84 Substanzen. Zu Beginn wurde mit diesen Substan-
zen eine biologische Testung in der Arbeitsgruppe von Prof. Jung (Freiburg) durchge-
fihrt [227]. Bei einer eingesetzten Inhibitorkonzentration von 100 nM konnten nur die
beiden Substanzen Ro-318220 und Staurosporin als Inhibitoren identifiziert werden.
200 weitere eigene Substanzen wurden zunachst getestet.

Abbildung 3.10 zeigt die vier als aktiv identifizierten PRK1 Inhibitoren. Die zugehérigen
ICs0-Werte sind in Tabelle 3.21 aufgeflhrt.
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Abbildung 3.10: Aktive Liganden der PRK1

3.2.1 Dockingstudien

Es wurden Dockingstudien mit den Substanzen der Biomol-Datenbank und den als
aktiv erkannten Substanzen durchgefihrt. Von der PRK1 gibt es keine Kristallstruk-
tur, jedoch ist die Sequenz bekannt [228]. Deshalb konnte auf Grundlage der Sequenz
ein Homologiemodell fiir die folgenden Dockingstudien erstellt werden. Als Vorlage fur
die Modellierung wurde wegen der hohen Ahnlichkeit (Identitat = 49%) die Protein Ki-
nase C Theta (PKC-6, PDB 2JED) ausgewahlt. Die Modellierung selber erfolge tUber
SWISS-MODEL [229-231]. Das erhaltene Modell wurde mittels prosa und procheck
auf Konsistenz gepruft. Bei dem Modell liegt das DFG-Motiv in seiner inaktiven Konfor-
mation vor.

Die Untersuchungen wurde mit den 84 Substanzen der Biomol-Datenbank, sowie mit
den oben erwdhnten ausgewahlten Kinaseinhibitoren durchgefihrt. Das Zentrum des
Suchraums lag bei Glutamat (GLU696) der Hinge-Regin und der Radius betrug 15 A.
Hierzu wurden die vier Programme GoLD, GLIDE, PARADOCKS und DOCK, sowie funf
verschiedene SF (GOLDSCORE, CHEMSCORE, GLIDESCORE, PSCORE und AMBERS-
CORE) verwendet. Der AMBERSCORE und der CHEMSCORE wurden hier nur zum Res-
coring der von GOLD und GOLDSCORE erhaltenen Ergebnisse verwendet.
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63 Substanzen aus der Biomol-Datenbank und die sieben zusatzlich ausgewahlten
Substanzen konnten mit den passenden Interaktionen in das Homologiemodell ge-
dockt werden. Tabelle 3.21 zeigt die normalisierten Bewertungen fir jede SF und den
CONSENSUS-SCORE. Der jeweils héchste Score wurde hierbei auf 10 festgelegt. Es ist
zu sehen, das die einzelnen SF eine ahnliche Rangfolge produzieren, auch wenn es
einige wenige Ausnahmen gibt. Es fallt auf, dass Staurosporin und Ro-318220 von al-
len SF, bis auf PSCORE am besten bewertet werden. PSCORE bewertet die Substanz
84 am besten.

Tabelle 3.21: Dockinglésungen an der PRK1 sortiert
nach dem CONSENSUS-SCORE. Die aktiven Substan-
zen sind markiert. Scoringwerte sind normalisiert dar-

gestellt.
Substanz CHEM- GoLD- AMBER- GLIDE- P- CONSENSUS- ICs
SCORE SCORE SCORE SCORE SORE SCORE [nM]
Ro-318820 10,00 10,00 8,30 10,00 9,27 9,51 28,6 6,5
Staurosporin 9,76 7,14 10,00 9,27 9,98 9,23 0,8+0,2
31 9,93 8,13 7,45 9,56 9,14 8,84
K252A 7,34 8,68 6,93 7,27 9,91 8,03 3,24+0,6
Lestaurtinib 7,67 8,08 6,51 7,45 9,69 7,88 8,6+0,9
SB216763 8,74 7,24 6,11 8,28 7,62 7,60
34 7,02 7,00 7,06 6,38 7,25 6,94
48 6,58 7,80 6,22 562 7,83 6,81
35 6,67 7,46 5,53 5,86 7,84 6,67
58 5,63 6,11 4,96 6,46 9,80 6,59
63 6,14 5,45 6,18 6,33 8,63 6,54
Lapatinib 6,50 6,79 6,70 3,19 9,30 6,50
41 5,61 4,91 5,66 6,55 9,51 6,45
9 7,79 6,24 3,94 539 8,50 6,37
8 7,53 3,86 5,42 5,87 8,16 6,17
69 7,30 5,66 4,58 6,67 6,57 6,16
45 5,81 7,38 5,30 5,01 7,15 6,13
62 5,61 6,64 5,28 6,38 7,14 6,12
22 7,47 5,50 4,51 6,42 6,63 6,11
84 4,46 7,39 3,52 5,16 10,00 6,10
Erlotinib 5,91 6,06 5,89 453 8,04 6,08
68 7,83 4,89 4,35 7,85 5,49 6,08
36 5,39 6,45 5,76 7,23 5,58 6,08
2 6,23 7,16 5,06 3,97 7,83 6,05
52 5,88 5,84 5,50 6,46 6,35 6,01
Vatalanib 6,14 4,96 6,79 470 7,41 6,00
35 7,16 6,87 7,78 0,00 8,11 5,98
47 5,64 6,96 5,43 525 6,63 5,98

Fortsetzung nachste Seite ...
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Substanz CHEM- GoLD- AMBER- GLIDE- P- CONSENSUS- ICs
SCORE SCORE SCORE SCORE SORE SCORE [nM]
24 5,75 5,88 5,32 6,45 6,48 5,98
38 4,59 5,62 6,90 6,48 6,19 5,96
56 4,97 6,26 6,63 556 6,30 5,94
76 6,50 6,70 5,78 2,35 8,10 5,89
51 5,29 5,53 5,21 526 7,46 5,75
46 5,00 7,13 5,11 495 6,51 5,74
23 5,49 5,45 4,83 6,62 6,22 5,72
32 7,16 6,48 6,40 0,00 8,49 5,71
42 5,55 5,10 6,20 524 6,44 5,71
39 6,49 6,45 3,30 560 6,53 5,67
37 4,36 6,33 4,52 6,84 6,17 5,64
3 5,39 4,45 4,41 530 8,16 5,54
18 6,10 4,63 4,88 554 6,50 5,53
25 6,04 5,74 2,76 6,13 6,93 5,52
SB203580 5,67 4,63 5,14 4,07 7,97 5,50
4 4,65 4,71 4,94 6,95 6,16 5,48
5 5,02 5,00 4,57 7,39 5,09 5,41
1 4,94 4,44 4,60 6,56 6,40 5,39
77 3,88 7,61 4,18 465 6,58 5,38
67 4,39 5,98 3,96 4,91 7,14 5,28
28 5,94 4,37 4,56 468 6,81 5,27
43 4,36 4,40 5,04 6,01 6,47 5,25
60 3,78 4,04 3,53 8,39 6,29 5,21
54 4,54 3,64 4,14 727 6,35 5,19
66 5,09 5,13 2,83 6,30 6,53 5,18
14 5,53 5,42 3,58 6,11 5,00 5,13
70 6,90 7,30 4,70 0,00 6,72 512
49 3,56 5,88 3,12 6,40 6,54 5,10
15 4,00 6,14 4,50 467 6,18 5,10
53 4,82 3,72 4,13 466 8,02 5,07
27 4,10 5,84 4,32 4,83 6,21 5,06
13 5,83 4,74 3,99 529 4,98 4,97
26 5,07 4,52 3,55 499 5,14 4,65
21 5,42 5,72 0,90 562 5,20 4,59
17 5,32 4,25 3,70 4,03 5,44 4,55
61 4,47 5,27 3,00 492 5,14 4,51
83 3,11 7,74 2,80 450 4,32 4,49
20 3,60 2,80 4,52 454 6,49 4,39
11 4,70 4,39 2,83 4,70 4,56 4,24
12 4,14 4,32 2,53 507 4,95 4,20
44 3,35 4,30 2,58 6,53 3,35 4,02
50 3,68 4,15 3,27 0,00 5,21 3,26
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Abbildung 3.11 zeigt Dockinglésungen der in dem Assay als aktiv erkannten Substan-
zen. Bei Staurosporin und Ro-318220 bilden die Lactam- und die Maleimidgruppe je-
weils eine Wasserstoffbriickenbindungen zur den Aminosauren GLU696 und SER698
der Hinge-Region aus. Zusatzlich bildet die protonierte Aminogruppe des Staurospo-
rins und die Thioharnstoffgruppe von Ro-318220 eine Wasserstoffbrickenbindung zum
ASP744 in der Aktivierungsschleife aus. Wie etwartet zeigen Lestaurtinib und K252a
die gleichen Interaktionen mit der Hinge-Region wie Staurosporine oder Ro-318220.

N

—
(..
( Staurosporin

Abbildung 3.11: Dockinglésungen in PRK1
a) Ro-318220 (orange) b) Staurosporin (gelb) c) Lestaurtinib (magenta) d) K252 (griin); Re-
zeptoratome in schwarz.

Die Abbildung 3.12 zeigt Lésungen von vier als inaktiv ermittelten Substanzen. 31 wur-
de von allen SF als gut bewertet, und steht bei der Bewertung durch den CONSENSUS-
SCORE an dritter Stelle. Bei diesem Stoff handelt es sich um ein Bisindolylmaleimidde-
rivat, und bildet zusatzlich auch van-der-Waals-Wechselwirkungen mit den Seitenket-
ten von PHE626 und PHEQ04 aus. Dies zeigt sich in den hohen Bewertungen dieser
Substanz bei allen SF.

Substanz 84, zu sehen in Abbildung 3.12(b) fallt besonders auf. Bei dem Docking
mit PARADOCKS und Bewertung durch den PSCORE wird diese als Beste bewertet.
Alle anderen Programme und SF bewerten diese nur mittelmaBig. Durch das gute
abschneiden bei PARADOCKS erhalt sie beim CONSENSUS-SCORE noch einen Platz
im oberen drittel der Rangfolge. Es ist auch zu sehen, dass nur Wasserstoffbriicken
zur Hinge-Region ausgebildet werden, und es sonst keine Interaktionen mit der ATP-
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TYR697

Abbildung 3.12: Dockinglésungen in PRK1
a) 31 (orange); b) 84 (magenta); c) 44 (gelb); d) 50 (magenta); Rezeptoratome in schwarz.

Bindetasche gibt.

In Abbildung 3.12(c) ist Substanz 44 dargestellt, die den vorletzten Platz in der Rang-
folge einnimmt. Die Aminogruppe bildet nur eine Wasserstoffbriicke zum GLU696 aus.
In diesem Docking wurde die Substanz 50 am schlechtesten bewertet. Allein der PS-
CORE hat diese noch so bewertet, dass sie in der oberen hélfte aller getesteten Sub-
stanzen lag. Der Cyanstickstoff bildet zwei Wasserstoffbriicken aus. Jeweils eine zu
SER698 und TYR697.
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3.2.2 Diskussion

Identifizierte aktive Substanzen: Es sollte ein neuer méglicher PRK1-Inhibitor ge-
funden werden. Die biologische Testung ergab, dass von den getesteten Substanzen
nur Bisindolylmaleimidderivate in der Lage waren die PRK1 zu hemmen. Neben den
schon bekannten Inhibitoren Ro-318220 [92] und Staurosporin [232] konnten Lestaur-
tinib und K252a als potentielle Inhibitoren identifiziert werden. Lestaurtinib ist seit 2009
in der klinischen Phase-II fir akute myelotische Leuk&mie sowie flr myeloproliferative
Erkrankungen.

K252a ist ebenfalls schon als selektiver Inhibitor fur Tyrosinkinasen aus der Familie der
Tropomyosin-Rezeptor-Kinasen (TRK) bekannt [233, 234].

Homologie Modell: In dieser Untersuchung wurde ein Homologie Modell der PRK1-
Kinase verwendet. Es hat sich gezeigt, dass dies allen Anforderungen entsprach und
dazu geflhrt hat, dass in den Dockingstudien alle aktiven Substanzen im oberen Be-
reich der Rangfolge waren. Die Prifung mittel prosa und procheck hat ergeben, dass
die Qualitét des Modells ausreichend ist, um mit diesem weitere Untersuchungen vor-
zunehmen.

Dockingstudien: Nach dem Docking zeigten nur 63 der 284 hier getesteten Sub-
stanzen die erwarteten Wasserstoffbriickenbindungen zur Hinge-Region auf. Alle ver-
wendeten Scoring-Methoden bewerten die getesten Verbindungen &hnlich. Es konnte
gezeigt werden, dass Lestaurtinib die gleichen Interaktionen mit der Hinge-Region von
PRK1 aufweist, wie die schon bekannten Inhibitoren. Alle aktiven Substanzen waren
bei jeder SF innerhalb der ersten 10 % der Rangfolge zu finden. Es waren jedoch bei al-
len SF zwei inaktive Substanzen innerhalb dieser Gruppierung zu finden. Beide Stoffe,
31 und SB216763 sind Bisindolymaleimide. SB216763 ist jedoch schon als selektiver
Glykogensynthase-Kinase 3 Inhibitor beschrieben [235, 236].

3.2.2.3.1 Unterschiede in den Scoring-Funktionen Der CHEMSCORE und AM-
BERSCORE wurden nur zum rescoren der Dockingergebnisse von GOLD verwendet.
Somit wurde der Konformationsgenerator von DOCK nicht benutzt. Es kann also nicht
gesagt werden, ob der eigene Konformationsgenerator bessere Lésungen gefunden
hatte.

Auch GLIDE hat mit dem GLIDESCORE— vor allem im Bereich der oberen 10 % — fast
die gleiche Reihenfolge wie der CHEMSCORE oder GOLDSCORE. GLIDE verwendet je-
doch einen anderen Suchalgorithmus als GoLD. Bei GLIDE werden zu Beginn die zu
testenden Stoffe in Kern- und Rotamergruppen unterteilt. Die Kerngruppe bleibt starr
und flr die Rotamergruppen werden viele Kombinationen erzeugt. So werden weniger
als 500 Konformationen pro Substanz erzeugt, die dann jeweils in verschiedenen Po-
sitionen und Orientierungen in die Bindetasche des Protein eingepasst werden. Diese
Auswahl wird dann Anhand verschiedener Filter (z. B. sterische Beeinflussung, Absto-
Bende Ladungen) verkleinert. Diese Ubriggebliebenen Konformationen werden darauf
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mit einer eigenen Variante des CHEMSCORE bewertet, wobei hydrophbe Wechselwir-
kungen und Wasserstoffbriickenbindungen besonders favorisiert werden. Die hiernach
Ubrigen Konformationen werden dann noch in ihrer Position minimiert. Zum Schluf3
werden die besten Konformationen nochmals mit dem GLIDESCORE bewertet, der sei-
nerseits auch auf dem CHEMSCORE beruht [110]. Dies erklart weshalb sich die Bewer-
tung der Liganden durch den CHEMSCORE und GLIDESCORE so sehr gleichen.

Bei der Bewertung durch den PSCORE kommt es zu einer Besonderheit: Substanz 84
wird am besten bewertet. Eine Mdglichkeit ist, dass von der SF die Wechselwirkung
der in das Solvent ragende Carboxylgruppe im Verhaltnis zu den anderen Wechsel-
wirkungen Uberbewertet wird. Und die Position der anderen Carboxylgruppe in der
hydrophoben Tasche Il wird vielleicht mit einen zu kleinen Strafterm belegt.
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3.3. MYT1-Kinase

Es wurden verschiedene neue mégliche Inhibitoren (s. Abbildung 3.13) fir die MYT1
im Rahmen der Diplomarbeit von Benjamin Sauer synthetisiert. Grundlage fur die Aus-
wahl dieser Substanzen war, dass mittels Click-Chemie [237] ein hydrophober- und
ein Zuckerrest miteinander verbunden werden kann, um so eine gro3e Strukturviel-
falt zu erhalten. Der hydrophobe Teil sollte dabei mit der Hinge-Region interagieren,
und der Zuckerrest Richtung Aktivierungsschleife zeigen. Als Ausgangssubstanz wur-
de das 6-Azido-6-desoxy-a-methylglucopyranosid verwendet, welches mit verschiede-
nen Alkinkomponenten zu entsprechenden Triazolen umgesetzt wurde. Bevor die Sub-
stanzen in einem LanthaScreen™ Assay (s. 2.10.2) getestet wurden, erfolgte die Tes-
tung mittels verschiedener Docking-Methoden, ob und welche dieser Verbindungen als
potentielle Inhibitoren in Frage kommen [238]. Sowohl die Dockingstudien, als auch die
Moleklldynamik-Simulationen wurden an der Kristallstruktur der aktiven Konformation
der MYT1 (PDB 3P1A) durchgefiihrt, und die Struktur wurde wie in Kapitel 2.8 be-
schrieben vorbereitet.

3.3.1  Docking

Die durchgefiihrten Dockingstudien mit GoLD und GLIDE hatten die gleichen Einstel-
lungen fur die Untersuchungen. Dazu wurde das Zentrum des Suchraums auf das

LS RLLS
oo% oo% oo% oo% Oo% Oo% OO%

BSO1 BSOZ BS03 BSO4 BSOS BSOG BSO7

BS08 BS09 BS10 BS11 BS12 BS13

Abbildung 3.13: Design von Inhibitoren der MYT1
Diese Molekile wurden mit verschiedenen Docking-Programmen getestet.
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Tabelle 3.22: Ergebnisse der Dockings mit GOLD und GLIDE

Die It. erzieltem Score beste Lésung ist hervorgehoben. Zuséatzlich ist die Summe der
CONSENSUS-SCORES angegeben. Der CONSENSUS-SCORE wurde anhand des jeweiligen
Top-Scores berechnet, wobei der héchte CONSENSUS-SCORE auf 10.00 festgesetzt wurde.

Name GOLDSCORE GLIDESCORE Y CONSENSUS-SCORE
BSO1 53,75 -7,89 16,14
BS02 57,25 -7,37 16,05
BS03 55,98 -7,44 15,95
BS04 54,82 -7,42 15,77
BS05 53,12 -7,52 15,65
BS06 52,23 -7,20 15,17
BS07 55,70 -7,32 15,78
BS08 54,98 -6,90 15,22
BS09 57,76 -6,23 14,86
BS10 59,46 -8,68 17,80
BS11 60,90 -9,08 18,44
BS12 72,12 -8,04 18,86
BS13 62,02 -7,93 17,33
Staurosporine 53,37 -7,78 15,97

CYS190 in der Hinge-Region gesetzt und der Radius betrug 15 A. Zusatzlich wurde ein
Constraint zur Hinge-Region gesetzt, sodass eine Wasserstoffbriicke zwischen Sub-
stanz und Hinge-Region bestehen muss. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.22 aufge-
flhrt.

Es wurde zudem geprift, ob die gefundenen Lésungen auch das bekannte Bindungs-
muster zur Hinge-Region aufweisen (s. 1.9). Dabei fiel auf, dass fir BS712, obwohl die-
se einen guten GOLDSCORE erhielt, keine sinnvolle Docking-L6sung gefunden wurde.
Es wurde keine Wasserstoffbriickenbindung mit der Hinge-Region gefunden, obwohl
dies als Bedingung gesetzt war. Zudem zeigt der Zuckerrest in die hydrophobe Tasche,
und nicht in Richtung der Aktivierungsschleife (s. Abbildung 3.14(a)). Das gleiche gilt
fir die am besten bewertete Pose von GLIDE (BS77). Auch hier sagt der Score alleine
nichts Gber die Glte der Lésung aus, und der Ligand liegt in einer falschen Orientie-
rung vor.

Nur fir die Strukturen BS09, BS10 und BS13 liegen Dockingergebnisse vor, die eine
sinnvolle Orientierung zeigen (s. Abbildung 3.14). Es gibt die Wasserstoffbriickenbin-
den zur Hinge-Region, und der Zuckerrest zeigt in Richtung der Aktivierungsschleife.
Bei den Ubrigen Verbindungen liegt wie schon bei BS712 der Zuckerrest immer in der
hydrophoben Tasche, und es ist keine Interaktion mit der Hinge-Region zu sehen. Des-
halb schieden diese Substanzen flr die weiteren Betrachtungen aus. Aufgrund der Po-
sen, und nicht aufgrund der erzielten Scores wurden die Strukturen BS09, BS10 und
BS13 fir die weitere Untersuchung ausgewahit.
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LEU189

Abbildung 3.14: Dockinglésungen in MYT1

a) BS12 (braun) hat keine Interaktion mit der Hinge-Region, und der Zuckerrest ragt in die
falsche Tasche. b) BS09 (cyan) GoOLD hat diesen Liganden als durchschnittlich bewertet, GLIDE
als schlecht. Bei Betrachtung des Consensuns-Scores wird dieser Ligand als der Schlechtes-
te angesehen. Die Orientierung stimmt jedoch, und es gibt Interaktionen zur Hinge-Region. c)
BS10 (magenta) gehdrt zu den besser bewerteten Strukturen, und weist zudem noch die pas-
senden Interatkionsmuster auf. d) BS13 (gelb) ebenfalls gut bewertet, und zeigt die richtigen
Interaktionen zur Hinge-Region; Rezeptoratome in schwarz.

3.3.2 Moleklldynamik-Simulation an der MY T

Da die in Kapitel 3.3.1 gezeigten Ergebnisse von einem starren System ausgehen, und
somit die Wirklichkeit nur bedingt wiedergeben, und zudem keine Aussage Uber die
Stabilitat der Komplexe machen kdnnen, wurde mit den Liganden, welche Interaktions-
muster mit der Hinge-Region aufweisen, Molekildynamik-Simulationen durchgeflihrt,
und die Berechnungen flr die freie Energie mit expliziten und impliziten Solvent ge-
macht.

Abbildung 3.15 zeigt die RMSD-Plots der untersuchten Verbindungen, und Tabelle 3.23
die daraus errechneten Energien. Die Ergebnisse der MD und des Dockings korre-
lieren miteinander. Wahrend der gesamten Simulation liegt BS09 nicht stabil in der
Bindetasche, sondern verandert tber den gesamten Verlauf der Simulation seine Ori-
entierung. Dies wird auch durch die positiven A G-Werte deutlich, die man sowohl bei
der MM-PBSA als auch bei der MM-GBSA-Berechnung bekommt. Ein positiver Wert
bei der freien Energie deutet auf eine instabile Bindung hin. BS10 zeigt ein ganz ande-
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Abbildung 3.15: RMSD-Plots der ausgewahlten Komplexe
a) BS09 b) BS10 c) BS13 jeweils fiir 10 ns.

res Bild. Der Ligand bleibt sehr stabil, und bewegt sich nur in einem kleinen Rahmen,
wie die RMSD-Werte um 1,5 A anzeigen. Zwischen 4 und 5 ns gibt es zwar eine La-
geanderung, aber diese betragt auch nur 0,5A verglichen mit dem Rest. Hier erhielten
wir bei beiden Energieberechnungen auch einen negativen Wert. Ebenso war die Lage
des Rezeptors stabil und hat tGber den gesamten Verlauf der Simulation RMSD-Werte
von unter 4 A (s. Abbildung 3.15 b). BS13 ist anhand der Energien nicht eindeutig. Es
hat einen positiven Wert bei der MM-PBSA Berechnung, aber einen deutlich negativer-
en als BS10 bei der MM-GBSA Berechnung. Der RMSD-Plot zeigt jedoch keine ganz
stabile Position far den Liganden an, aber dennoch ist der Rezeptor sehr stabil.

Tabelle 3.24 zeigt die Ergebnisse aus der biologischen Testung. Es féllt auf, dass bis
auf die bekannten Inhibitoren Dasatinib, Tyrphostin AG 1478 und PD0166285 keine an-
dere getestete Substanz die Kinase inhibiert. PD0166285 vermag dies auch nur bei ei-
ner eingesetzten Konzentration vom 10 uM, wobei die Kinase aber zu 100 % gehemmt
wird. Die ICs liegt bei 7,1 nM. Keine der in den Dockingstudien und Molekildynamik-
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Tabelle 3.23: AG-Werte von BS09, BS10 und BS13in [kcal/mol], SD - Standardabweichung

MM-PBSA
BS09 BS10 BS13
) SD %) SD %] SD

PBTOT -17,51 4,69 -29,97 2,71 -20,33 4,11
TSTOT -25,77 24,43 -23,33 24,64 -21,38 25,33

freie Energie 8,26 -6,64 1,05
MM-GBSA
AG BS09 AG BS10 A BS13
%] SD ] SD ] SD

GBTOT -22.01 2.34 -29,66 253 29,60 3,19
TSTOT -25.77 24.43 -23,33 24,64 -21,38 25,33
freie Energie 3.76 -6,64 -8,22

Tabelle 3.24: Ergebnisse der biologischen Testung
nach einen LanthaScreen BindingAssay ohne Glycoglyerolipide n. i.: Keine Inhibierung (< 10%)
ICs5o basieren auf zwei Werten in einem linearen Bereich

Substanz Inhibition@5uM  Inhibition@10uM  ICsq
BSO1 n.i. n.i. -
BS02
BS03
BS04
BS05
BS06
BS07
BS08
BS09
BS10
BS11
BS12
BS13 . . -
Dasatinib 96% 97% 63nM
Tyrphostin AG 1478 25% 39% 16 UM
Staurosporine n.i. n.i. -
PD0166285 - 100% 7,1 nM

5555333333553
5555333333353

Simulationen als potentielle aktive bestimmte Substanz zeigte in dem Assay eine inhi-
bierende Wirkung.
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3.3.3 Diskussion

Aufgrund der Dockingergebnisse und den anschlieBenden MDs wurde davon ausge-
gangen, dass die Substanzen BS310 und BS313 potentielle MY T1-Inhibitoren darstel-
len. Die experimentellen Testung zeigte jedoch keine Inhibition der MYT1.

Allerdings darf nicht vergessen werden, dass ohnehin fur nur drei der zu testenden
Substanzen Uberhaupt mdéglich war eine geeignete Dockinglésung zu finden, die dem
bekannten Bindungsmodus entsprach. Die berechneten freien Energien sind ebenfalls
nicht eindeutig. Nur fir BS710 wurde Uberhaupt eine negative freie Energie sowohl
mittels MM-GBSA und MM-PBSA berrechnet. Die erhaltenen Werte um 6 kcal/mol lie-
gen eher am Rand der Aktivitat. Werte ab etwa 10 kcal/mol deuten mit einer héhreren
Wahrscheinlichkeit auf Aktivitat hin [239, 183]. Stattdessen fiihrte keine vorhergesagte
Substanz zu einer Inhibition der MYT1. Drei weitere als Kinaseinhibitoren bekannte
Substanzen waren in der Lage die Kinase zu hemmen.

In mehreren Tests konnte gezeigt werden, dass Staurosporin unspezifisch viele Kina-
sefamilien schwach hemmt [46, 240, 241]. 2011 wurde gezeigt, dass Staurosporin die
MYT1 nicht hemmt, aber auf Kinasen aus der AGC-Gruppe hemmend wirkt [238, 242].
Insofern ist das Ergebnis flr Staurosporin nicht Gberraschend.

Dasatinib ist seit 2006 auf dem Markt und wird in Deutschland bei chronischer mye-
loischer Leuk@dmie und bei Philadelphia-Chromosom-positiver akuter lymphatischer
Leukamie eingesetzt, jedoch bisher nur bei Patienten die eine Imatinib-Resistenz oder
-Unvertraglichkeit aufweisen. 2007 konnte in einem Test mit kinobeads (Kinaseinhibi-
tor beads) gezeigt werden, dass Dasatinib an weitere Kinasen bindet, darunter MYT1.
Wobei der IC5o-Wert an dieser im einstelligen uM-Bereich liegt [243], und schon 2004
wurde in einem Tumorzellassay gezeigt, dass 14 von 15 klinisch relevanten Kinasen in
einen niedrigen nanomolaren Bereich gehemmt werden [244]. Deswegen ist es nicht
Uberraschend, dass Dasatinib im Assay ebenfalls aktiv ist, wobei hier eine héhere Ak-
tivitat gemessen wurde. Abbildung 3.16 zeigt die Kristallstruktur von Dasatinib in ABL,
sowie die Dockinglésung von Dasatinib in der MYT1.In beiden Abbildungen sieht man
den gleichen Bindungsmodus, was die Inhibitorischen Eigenschaften zuséatzlich besta-
tigt.

PD0166285 ist ebenfalls als Kinasehemmer bekannt. 2001 und 2011 konnte in einem
Zellassay gezeigt werden, dass die WEE-1 und MYT1-Kinase durch PD0166285 im
nanomolaren Bereich gehemmt werden [246, 247]. PD0166285 inhibiert nicht nur die-
se beiden Kinasen, sondern viele weitere Tyrosinkinasen [248].

Tyrphostin AG1478 besteht aus einen Quinazolingrundgerist, und ist ein spezifischer
Inhibitor fir die EGFR-Kinase [249, 250]. Der Bindungsmodus von Quinazolinderivaten
an Kinasen wurde 1999 aufgeklart [251]. In Abbildung 3.17 sind die Bindungsmodi
von Tyrphostin AG1478 und einem Quinazolin gezeigt. Das QuinazolingerUst, mit den
beiden Methoxygruppen, liegt in beiden Kinasen an der gleichen Stelle, lediglich der
Benzolring liegt um etwa 90° gedreht vor.Aufgrund der Ahnlichkeit zwischen EGFR
und der MYT1-Kinase ist es verstandlich, weshalb Tyrphostin AG1478 ebenfalls die
MYT1-Kinase hemmt, jedoch mit deutlich schwacheren Werten im uM Bereich.
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(b) Dockinglésung

Abbildung 3.16: Lage von Dasatinib
Dasatinib (cyan); a) PDB 2GQG b) Dasatanib in PDB 3P1A; Rezeptoratome schwarz; die
bezeichneten Aminosauren stammen aus [245].

Mit dem hier verwendeten Assay werden sowohl ATP-Kompetitive als auch allosterisch
hemmende Substanzen identifiziert. Jedoch kann der Test nicht unterscheiden, ob der
Ligand an die aktive oder die inaktive Konformation der Kinase bindet. Zudem kann
nicht gesagt werden, ob eine Substanz ATP-Kompetitiv oder allosterisch hemmt. Da
nur drei synthetisierte Substanzen in den Dockinstudien einen Bindungsmodus gezeigt
haben, der dem von ATP entspricht, diese aber nicht aktiv sind, kann dies auch darauf
hindeutet, dass die Stoffklasse — wenn Uberhaupt — nur eine deutlich schwachere Affi-
nitat zu den Kinasen aufweist als ATP, und somit bei der Testung keine Aktivitat zeigt.
Weitere Modifikationen der aromatischen Reste, die in der Nahe der Hinge-Region lie-
gen, sind notwendig, um zu aktiven MY T1-Inhibitoen aus der Klasse der Glyko-Triazole
zu gelangen.
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(b) Dockinglésung

Abbildung 3.17: Lage von Tyrphostin AG1478
a) Bindung von einem Quinazolin in die CDK2 (PDB 1DI8); b) Gedockt in die MYT1; Tyrphos-
tin jeweils cyan; Rezeptoratome schwarz.
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3.4. VEGFR, EGFR, IGFR

In der Arbeitsgruppe von PD Dr. Hilgeroth, MLU Halle-Wittenberg, wurden unterschied-
liche mdgliche 4-Benzylamino-substituierte Inhibitoren fir VEGFR, EGFR und IGFR
synthetisiert. Als Grundgertist wurden daflir zum einen 1-aza-9-oxafluorene, und zum
anderen a-carboline verwendet. (s. Abbildung 3.18). Um die Wirksamkeit dieser Verbin-
dungen zu testen wurde ein Kinase Affinitdts Assay durchgefuhrt. [252, 197]. Bis auf
die Substanz 11g zeigten alle Verbindungen bei wenigstens einer getesteten Kinase
inhibitorische Aktivitat im niedrigen mikro- bis hin zum nanomolaren Bereich (s. Tabelle
3.25). Vor allem die Wirksamnkeit der Klasse der 1-aza-9-oxafluorene konnte schon
mehrfach an verschiedenen Kinasen gezeigt werden [253, 254]. Nach den Dockingun-
tersuchungen wurden verschiedene MD verwendet, um zu testen, ob es moglich ist,
anhand der errechneten freien Bindungsenergie Rickschllisse auf die gemessenen
K- Werte zu ziehen.

Sowohl bei den Dockingstudien als auch bei den MD wurden jeweils die gleichen Kris-
tallstrukturen aus der PDB verwendet, namentlich 2ITY (EGFR), 2P2H (VEGFR) und
2ZM3 (IGFR).
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Abbildung 3.18: Getestete Liganden
fur VEGFR, EGFR und IGFR. 11a- 11g 1-aza-9-oxafluorene, 17 - 25 a-carboline, 27 6-bromo
Derivat.
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Tabelle 3.25: Kj-Werte aus der biologi- Tabelle 3.26: Dockingergebnisse
schen Testung Angegeben ist der GOLDSCORE. Die bes-
119 zeigt keine Aktivitat. n.i.: K; > 100uM ten Werte sind hervorgehoben.
Ki [nM]
Name EGFR VEGFR IGFR Name EGFR VEGFR IGFR
11a 590 470 370 11a 43,92 35,79 26,07
11b 3450 2010 2110 11b 42,01 38,48 29,17
11c 680 300 570 11c 49,74 47,19 29,77
11d 400 n.i. 150 11d 41,68 42,74 26,01
11e n.i. n.i. 580 11e 48,36 36,66 28,37
11f 500 180 110 11f 44,89 38,66 27,93
11g n.i. n.i. n.i. 11g 44 .56 34,99 25,05
17 85 50 7840 17 47,68 51,22 44,29
18 1040 640 180 18 34,09 51,12 50,02
19 360 410 150 19 39,37 58,09 41,52
20 450 390 130 20 39,16 52,79 49,32
21 99 100 118 21 45,04 5455 48,15
22 1042 n.i. 430 22 49,49 52,77 50,02
23 3830 n.i. 3430 23 46,47 49,05 41,29
24 840 2620 420 24 40,49 47,14 50,79
27 43 500 33 27 51,08 53,98 39,99
3.4.1 Docking

Bei den hier durchgefiihrten Dockingstudien wurden alle Wassermolekile und alle klei-
ne Molekule aus der Kristallstruktur entfernt. Desweiteren wurden die Grundeinstellun-
gen von GOLD benutzt, und als Zielregion wurde ein Bereich von 15A um den Ga-
tekeeper (THR916 bei VEGFR, THR790 bei EGFR, MET1082 bei IGFR) festgelegt.
Mit den gleichen Einstellungen wurde zuvor getestet, ob der Bindungsmodus von dem
in der jeweiligen Kristallstruktur co-kristallisierten Liganden vom Programm wiederge-
funden wurde. Der RMSD-Wert der am besten bewerteten Lésung fiir alle Liganden
betrug < 1 A, damit wurde gezeigt, dass die Einstellungen den gestellten Anforderun-
gen entsprachen, und fir die Dockingstudien verwendet werden konnten. Tabelle 3.26
zeigt die GOLDSCORES der besten Dockingpose fir jeden Ligand.

Abbildung 3.19 zeigt fir verschiedene getestete Substanzen in EGFR die am besten
bewerteten Posen. Es ist zu erkennen, dass alle Substanzen einen &hnlichen Bin-
dungsmodus aufweisen. Die Trizyklen sind alle zur Hinge-Region orientiert und die
Heteroatome bilden Wasserstoffbricken zum LEU792 und MET793 aus. Die Phenly-
reste von Substanz 11b, 17 und 27, sowie der Pyridinrest von Substanz 23 zeigen
alle in die gleiche Richtung zum LYS745. Obwohl 11b einen um eine Methylgruppe
verlangerte Kette zwischen Trizyklus und Phenlyring hat, als die anderen abgebilde-
ten Substanzen, passt der Phenlyring an die gleiche Stelle. Substanz 27 wird beim
Docking in EGFR am besten bewertet, und zeigt ebenfalls dort die héchste Aktivitat.
Auffallend ist, dass sowohl 11b, als auch 23 bei allen Aktivitatsbestimmungen einen
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NN

Abbildung 3.19: EGFR Vergleich Dockinglésungen

Dargestellt sind die Dockinglésungen verschiedener Substanzen. 23 (cyan); 11b (magenta),
17 (orange), 27 (griin); Rezeptoratome in schwarz. Substanzen 27 und 17 zeigten die héchste
Aktivitat, 11b und 23 die Niedrigste.

K-Wert von Uber 2 uM aufweisen. Vergleicht man den GOLDSCORE nun mit den in
Tabelle 3.25 angegebenen Ki-Werten, so ist kein Zusammenhang zu erkennen, und es
lassen sich anhand der erzielten Scores keine Aussagen Uber die Aktivitat treffen.

Bei den Kinasen IGFR und VEGFR wurde ebenfalls der in Abbildung 3.19 gezeigte
Bindungsmodus gefunden. Jedoch waren bei diesen Kinasen andere Substanzen ak-
tiver. Auch in diesen Féllen ist kein Zusammenhang zwischen gefundener Pose und
gemessener Aktivitat zu erkennen.

In Abbildung 3.20 ist fUr jede Kinase die jeweils best-bewertete Pose dargestellt. Alle
drei Liganden bilden zwei Wasserstoffbriicken zur Hinge-Region aus, und die Phenly-
ringe zeigen in Richtung des Lysinrestes.
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(c) IGFR

Abbildung 3.20: Ausgewahlte Dockingposen
Die abgebildeten Liganden wurden in der jeweiligen Kinase am besten bewertet. EGFR Sub-

stanz 27, VEGFR Substanz 19, IGFR Substanz 24; Substanzen immer magenta, Rezeptora-
tome schwarz



84

3. Ergebnisse und Diskussion

3.42 MM-PB/SA

Mit den aus den Dockingstudien erhaltenen Lésungen fir die einzelnen Liganden wur-
den MDs durchgefihrt, um die Stabilitat des Komplexes zu bestatigen, und um die
freien Energien zu bestimmen. Alle Simulationen wurden fir einen Zeitraum von 10 Na-
nosekunden, einschlieBlich Equilibrierung und Aufheizen mit expliziten Solvent durch-
gefuhrt. Als Wassermodell wurde T/P3P verwendet. Die simulierte Wasserbox war bei
der Initialisierung maximal 10 A vom Rand des Komplexes entfernt und hatte die Form
eines Oktaeders. Damit der Komplex sich tber den Verlauf der Simulation nicht aus
der Wasserbox heraus bewegt, wurden periodische Randbedingungen verwendet.
Uber den gesamten Simulationszeitraum von jeweils 10 ns blieben dabei alle Komplexe
stabil.

Die Substanzen 19, 24 und 27 haben in den vorrangegangenen Dockingstudien die
besten Interaktionen gezeigt, weshalb diese Verbindungen fir weitere Untersuchungen
durch eine MD ausgewahlt wurden. Verbindung 19 wurde dabei mit VEGFR simuliert,
Substanz 24 mit IGFR und Verbindung 27 mit EGFR.

Abbildung 3.21 zeigt den Komplex von EGFR und Substanz 27 vor und nach der MD.
Die Hinge-Region hat sich kaum verandert, genauso wie die Lage des Liganden eben-
falls nur sehr wenig. Der Trizyklus bleibt in der gleichen Position, jedoch wird eine
andere Wasserstoffbriicke zur Hinge-Region ausgebildet. Sie besteht zwar noch wei-
terhing zum MET793, aber sie besteht nicht mehr zwischen dem Der Phenlyrest kippt
um ca. 90°, behalt dennoch die gleiche Lage zum LYS745.

Abbildung 3.22 zeigt die Sicht vom N-terminalen Bereich auf die Hinge-Region von VE-
GFR im Komplex mit Substanz 19. Die Wasserstoffbriicken des Trizyklus zum CYS919
bleiben Uber den Verlauf der MD bestehen. Die deutlichste Verédnderung ist an der Ket-
te zwischen Alpha-Carbolin (9H-Pyrido[2,3-b]indol) und Naphthalin zu beobachten. An
der Bindung zur letzten Methylgruppe klappt der Naphthalinrest jedoch um ca. 90° aus
der hydrophoben Tasche Il raus, und entfernt sich so vom LYS868.

Substanz 24 zeigt bei der MD im Komplex mit IGFR etwas Ahnliches wie Substanz
19 (s. Abbildung 3.23). Der Trizyklus hat sich ein wenig innerhalb der Bindetasche in
Richtung der hydrophoben Tasche |l bewegt, und ist weiterhin zur Hinge-Region aus-
gerichtet. Die Anzahl der Wasserstoffbriicken hat sich auf eine reduziert. Die grofi3-
te Veranderung ist hier an der Kette zwischen Trizyklus und Phenlyring aufgetreten.
Am sekundaren Amin findet die Drehung statt, der Phenlyring kippt hier ebenfalls um
ca. 180° und zeigt nicht mehr zum LYS1033, sondern aus der Tasche raus.

Der Verlauf der RMSD-Werte dieser Substanzen ist in Abbildung 3.24 dargestellt. Die
Bewegung von Substanz 27 in EGFR (Abbildung 3.24 a) ist nicht stark. Der RMSD-
Wert schwankt zwischen 0,5 und 1,5A. Nach 4ns steigt dieser auf 2,5 A, fallt aber
wieder auf den vorherigen Wert zurlick. Zum SchluB steigt er wieder auf 2,5A.
Substanz 19 mit den besten Interaktionen bei VEGFR (Abbildung 3.24 b) zeigt nur
sehr kurz einen maximalen RMSD-Wert von etwa 3 A, und nach 4 ns Simulationszeit
bewegt sich der RMSD-Wert zwischen 2 und 2,5 A. Obwohl es auch hier kurz vor Ende
der Simulation zu einer Umorientierung kommt, die spater wieder in die Ausganslage
tbergeht, liegt dieser Ligand stabil in der Bindetasche.
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Abbildung 3.21: Vergleich der Lage nach MD von Substanz 27 in EGFR
Kristallstruktur (griin), Dockingpose (magenta), orange Protein nach der MD, cyan Ligand nach
MD.

Abbildung 3.22: Vergleich der Lage nach MD von Substanz 19 in VEGFR
Kristallstruktur (griin), Dockingpose (magenta), Protein nach MD (orange), Ligand nach MD
(cyan).

Bei der Simulation von Substanz 24 bei IGFR (Abbildung 3.24 c) findet direkt zu Beginn
eine Neuausrichtung innerhalb der Bindetasche statt. Danach @ndert sich die Position
des Liganden kaum noch.

In Tabelle 3.27 sind die errechneten Werte flr die Enthalpie (AH), die Entropie (AS) und
die freie Energie (AG) aufgefthrt. Die Energien wurden anhand von 100 Snapshots



86

3. Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 3.23: Vergleich der Lage nach MD von Substanz 24 in IGFR
Kristallstruktur (grtin), Dockingpose (magenta), Protein nach der MD (orange), Ligand nach MD
(cyan).

erstellt. Diese Snapshots wurden aus einem Teil der Simulation entnommen, wo diese
stabil verlief. In allen Fallen zwischen der achten und neunten Nanosekunde. Tragt man
die pKi-Werte gegen die errechneten Werte auf, so erhélt man einen Graphen, aus
denen man das r? ermitteln kann. Der Wert r? ist ein Maf3 fir den Grad der Korrelation
zwischen zwei Zahlenreihen, und kann Werte 0 < 1 annehmen, wobei 0 flr keinen
Zusammenhang steht, und 1 fiir einen 100%igen Zusammenhang. Die Graphen dazu
sind in den Abbildungen 3.25(a) — 3.25(c).

Die Standardabweichung der Energiewerte fir die Entropie (AS) ist deutlich gréBer als
bei der Enthalpie (AH). Es ist zu sehen, dass es keine Korrelation zwischen den errech-
neten Werten flr die freie Energie und den gemessenen Ki-Werten gibt. Aus diesem
Grund sind keine r?-Werte aufgefiinrt. Wie an den Werten in Tabelle 3.25 zu sehen
ist, haben bei jeder getesteten Kinase mindestens zwei Substanzen einen Ki-Wert von
tber 1000 uM. Diese zeigen eine deutlich schwéachere Wirkung als die anderen getes-
teten Substanzen.
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Abbildung 3.24: RMSD-Plots der Komplexe
Jeweils mit den besten Dockinglésungen. a) EGFR Substanz 27, b) VEGFR Substanz 19, c)

IGFR Substanz 24.
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Tabelle 3.27: Berechnete freien Erergien
aller getesteten Substanzen nach der MD in allen Kinasen. Werte in [kcal/mol]

EGFR
Name AH (PB) AH (GB) AS AG (PB) AG (GB)
11a -22,49 2890 -18,96  -3,53 -9,94
11b  -20,87 -33,81 -19,76  -1,11  -14,05
11c  -32,58 -39,70 -20,91 -11,67  -18,79
11d 27,74  -34,65 -18,91 8,83  -15,74
11e  -27,82 -30,84 -21,98  -584  -8,86

11f -25,82 -37,06 -18,47 -7,35 -18,59
119 -22,81 -34,20 -20,47 -2,34 -13,73
17 -25,49 -33,20 -19,41 -6,08 -13,79
18 -17,31 -28,74 -17,60 0,29 -11,14
19 -32,68 -41,83 -20,11 -12,57 -21,72
20 -21,29 -30,66 -21.40 0.11 -9.26
21 -34,32 -44,37 -19.98 -14.34 -24.39
22 -23,99 -37,93 -20.54 -3.45 -17.39
23 -24,24 -33,16 -18.33 -5.91 -14.83
24 -25,57 -27,84 -17.28 -8.29 -10.56
27 -25,08 -36,99 -20,69 -4,39 -16,30

VEGFR
11a -22,72 -18,73 -18,14 -4,58 -0,59
11b -20,41 -32,39 -20,62 0,21 -11,84
11c -28,49 -32,48 -21,53 -6,96 -10,95
11d -24,34 -29,37 -17,02 -7,32 -12,35
11e -24,48 -34,46 -18,03 -6,45 -16,43
11f -25,31 -37,26 -20,10 -5,21 -17,16
119 -25,57 -34,26 -16,56 -9,01 -17,70
17 -21,95 -28,26 -17,78 -4,17 -10,48
18 -21,62 -27,01  -19,07 -2,55 -7,94
19 -29,57 -33,52 -19,83 -9,74 -13,69
20 -25,27 -45,28 -20,88 -4,38 -24,40
21 -26,37 -40,35 -19,04 -7,33 -21,31

22 -22,59 -37,53 -20,60 -1,99 -16,93

23 -22,20 -29,31 -17,93 -4,27 -11,38

24 -27,20 -25,20 -18,40 -8,80 -6,80

27 -20,24 -35,23 -18,54 -1,86 -16,69
IGFR

11a -15,30 -18,04 -18,60 3,30 0,56

11b -23,42 -32,85 -21,01 -2,41 -11,84

11c -24,77 -32,25 -21,78 -2,99 -10,47
11d -20,80 -30,17 -17,90 -2,90 -12,27
11e -14,32 -31,00 -18,38 4,06 -12,62

11f -20,75 -30,33 -18,98 -1,77 -11,35
11g -13,59 -22,65 -16,11 2,52 -6,54
17 -13,52 -18,89 -18,51 4,99 -0,38
18 -15,24 -22,09 -19,59 4,35 -2,50

19 -31,90 -41,54 -19,64 -12,26 -21,90
20 -34,87 -45,38 -18,07 -16,80 -27,31

21 -17,66 -26,52 -17,00 -0,66 -9,52
22 -22,45 -27,09 -19,22 -3,23 -7,87
23 -21,80 -29,05 -19,42 -2,38 -9,63
24 -6,06 -22,03 -17,44 11,38 -4,59

27 -20,27 -25,83 -18,27 -2,00 -7,56
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Abbildung 3.25: Korrelationen

zwischen errechneter freier Energie und pKi-Werten. Die Werte fur die freien Energien stam-
men aus den MM-PB/SA Berechnungen (s. Tabelle 3.27) und die pK;-Werte aus Tabelle 3.25 a)
EGFR b) VEGFR c) IGFR es liegt keine Korrelation zwischen den gemessenen pK;-Werten
und den errechneten freien Energien vor.
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Abbildung 3.26: Korrelationen

zwischen errechneten A H-Werten pKi-Werten. Die Werte fir AH stammen aus den MM-PB/SA
Berechnungen (s. Tabelle 3.27) und die pK;-Werte aus Tabelle 3.25 a) EGFR b) VEGFR c)
IGFR es liegt keine Korrelation zwischen den gemessenen pK;-Werten und den errechneten
AH-Werten.
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3.4.3 LR-MMPBSA

Zusatzlich zu den schon bekannten MDs wurde hier auch die in Kapitel 2.5.3 beschrie-
bene Methode LR-MMPBSA verwendet, um zu prifen, ob die Ergebnisse eine bessere
Korrelation mit den gemessenen K-Werten haben. In Tabelle 3.28 sind die errechneten
Werte fir PBTOT und GBTOT aufgefihrt.

Tabelle 3.28: LR-MMPBSA
Aufgefiihrt sind die ermittelten freien Energien nach der MD in [kcal/mol]

EGFR VEGFR IGFR
Name PBTOT GBTOT PBTOT GBTOT PBTOT GBTOT
11a 2425 -38,46 -13,95 -33,05 -5,92 -27,41
11b -27,08 -38,46 -1421 -3466 -19,55 -31,14

11c -32,28 -43,28 -25,09 -39,14 -19,06 -34,28
11d -24,05 -38,83 -24,82 -37,31 -16,30 -30,94
11e -23,35 -38,38 -14,34 -35,33 -9,92 -31,39
11f -26,27 -39,99 -1457 -35,03 -10,40 -30,21
11g -20,44  -34,80 -6,45 -2537 -19,71  -26,90
17 -30,69 -42,05 -19,85 -33,39 -25,15 -32,20
18 -2296 -37,79 -1441  -31,07 -17,42 -35,46
19 -38,23 -48,20 -29,89 -40,02 -16,71 -35,32
20 -16,54 -31,83 -22,05 -3543 -19,98 -34,96
21 -28,50 42,73 -22,35 -36,31 -11,35 -32,42
22 -32,06 -45,16 -21,66 -35,59 -28,04 -35,76
23 -25,72  -34,08 -19,42 -34,28 -23,23 -32,77
24 -2191  -30,55 -19,19 -33,73 -13,83 -37,54
27 -33,69 4537 -21,79 -35,80 -19,95 -35,84

Tragt man auch hier die errechneten Wertte flr die freie Energie gegen die gemes-
senen Ki-Werte auf, sieht man, dass es ebenfalls keine Korrelation zwischen diesen
Werten gibt.

3.4.4 Diskussion

Die in den Dockingstudien gefundenen Ldsungen der getesteten Substanzen decken
sich mit den bekannten Interaktionsmustern von ATP-Kompetitiven Inhibitoren. Alle Tri-
zyklen bildeten die typischen Wasserstoffbriicken zur Hinge-Region aus. Die Verbin-
dungen blieben Gber den Simulationszeitraum in der ATP-Bindetasche, und verandern
kaum ihre Position. Dies deutet darauf hin, dass die gefundenen Posen richtig sind.
Das fir diese Posen jeweils ein negativer AG-Wert bestimmt wurde, unterstitzt die
Vermutung. Leider war keine der verwendeten Methoden in der Lage einen linearen
Zusammenhang zwischen errechneten freien Energien und Ki-Werten herzustellen. In
frihreren Studien konnten sowohl MM-PB/SA als auch LR-MMPBSA zeigen, dass sich
diese Methoden eignen, um Aktivitdten von Substanzen vorherzusagen [255, 183].



92

3. Ergebnisse und Diskussion

Einer der Griinde das diese Methoden in diesen Untersuchungen nicht funktioniert
hat, ist wahrscheinlich, dass die Aktivitat der getesteten Substanzen sich Uber einen
zu kleinen Bereich verteilt. In friheren Veréffentlichungen, die sich mit dieser Frage
befasst haben, ging der Bereich der Aktivitat Gber mindestens vier Gré3enordnungen
[183, 256—261]. Ein weiteres Problem ist, dass der Datensatz mit nur 16 Substanzen
recht klein ist, vorallem da nicht alle Substanzen aktiv sind. Bei den Untersuchungen
an VEGFR ist dies ein Problem, da finf von diesen 16 Substanzen nicht aktiv sind.
Eine Datenbank mit 30 Substanzen und mehr ist besser geeignet, um eine statistisch
signifikante Aussage zu treffen. Ein weiteres Problem hierbei ist, dass die meisten ak-
tiven Substanzen in einem engen Aktivitatsbereich liegen, und die Aktivitatswerte nicht
tber den gesamten Bereich verteilt sind. Entfernt man die weniger aktiven Substan-
zen aus der Betrachtung, wird das BestimmtheitsmaR R? nicht besser. Vor allem ergibt
sich dann das Problem, dass der Bereich der Aktivitat viel zu klein ist. Substanz 11b
und 23 haben in allen getesteten Fallen Ki-Werte von tber 2000 uM, und 119 ist bei
allen Kinasen inaktiv. Diese beiden Substanzen unterscheiden sich strukturell wenig
von den Ubrigen. Substanz 23 und 11g haben sowohl den Pyridinring als auch das
a-Carbolin gemeinsam. Da dieses seine Lage wahrend der Simulation bei keiner der
getesteten Substanzen deutlich veréandert, kann dieser Trizyklus nicht der Grund fir die
schlechte Aktivitat sein. Der Pyridinrest jedoch ist hydrophil [262]. Somit ist es mdglich,
dass es fir die Substanzen 11g und 23 energetisch glnstiger ist, wenn sich das Py-
ridin aus der hydrophoben Tasche Il in Richtung Lésungsmittel bewegt. Dies erklart
leider nicht, weshalb sich das lipophile Naphtalin [263] aus dem hydrophoben Bereich
in das Losungsmittel bewegt. In der hydrophoben Tasche gibt es zwar ein hydrophiles
Threonin, aber dieser abstoBende Effekt dirfte nicht so stark sein. Um den genauen
Effekt dieses Threonins zu bestimmen, kénnte man Mutationsstudien an diesen Kina-
sen durchfiihren, und es durch hydrophobe Aminosauren an dieser Stell ersetzten.

Die Berechnungen der freien Energie wurden mittels Molecular Mechanics generali-
zed Born/Surface Area (MM-GB/SA) gemacht. Diese Methode ist nicht gut geeignet,
um in hydrophoben Bereichen die Energien zuverlassig zu bestimmen [264]. Da die
Bindetasche Uber mehrere hydrophobe Taschen verflgt, die fur die Bindung mit ei-
nem Liganden wichtig sind, kénnte dies eine Erklarung dafir sein, dass MM-GB/SA-
Berechnungen hier nicht funktionieren.



4. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war zum einen die Untersuchung von verschiedenen virtuellen
Screening-Methoden anhand von Proteinkinasen.

Dazu wurde eine retrospektive Studie anhand von verdéffentlichten Datensatzen durch-
gefihrt, und die Methoden wurden darauf hin untersucht, wie gut sie zwischen akii-
ven und inaktiven Liganden unterscheiden konnen. Die inaktiven Verbindungen wur-
den dahingehend ausgewéhlt, dass sie den aktiven Substanzen dhnlich sind. So sollte
verhindert werden, dass schon allein durch die strukturellen Unterschiede eine Dif-
ferenzierung mdglich ist. Bei der Testung wurden nicht nur die einzelnen Program-
me mit ihren jeweiligen Konformationsgeneratoren getestet und Scoring-Funktionen
untersucht, sondern es wurden auch die von einem Programm gefundenen L&sun-
gen durch die Scoring-Funktionen der anderen Programme neu bewertet. Zusatzlich
wurde ein CONSENSUS-SCORE-Modell untersucht. Dazu wurden die fur jede Ldsung
erhaltenen Bewertungen normalisiert, und flr jede getestete Verbindung wurden die
von jeder Scoring-Funktion errechneten Werte addiert, und die Lésungen anhand des
CONSENSUS-SCORE neu sortiert. Um zu prifen, wie gut die unterschiedlichen Kombi-
nationen zwischen aktiven und inaktiven Substanzen differenzieren konnten, wurden
drei verschiedene Glitemale verwendet, wobei jedes dieser Gltemale einen anderen
Aspekt naher beleuchtete.

Es stellte sich raus, dass es keine signifikanten Unterschiede bei den verwendeten Me-
thoden gibt, und alle eine ahliche Leistung zeigen, um zwischen aktiven und inaktiven
Liganden zu unterscheiden. ROCS hat jedoch eine etwas bessere Leistung gezeigt. Vor
allem im Bereich der frihen Anreicherung, das heif3t innerhalb der besten funf Prozent
einer Datenbank zeigt Rocs die beste Leistung bei der Unterscheidung zwischen den
inaktiven und aktiven Substanzen.

Desweitern wurden mégliche neue Inhibitoren fir die MYT1-Kinase gedockt. Als Struk-
tur in welche die Verbindungen gedockt werden sollten diente hier ein Homologie-
modell. Die Prifung des Modells ergab, dass dieses den Ansprichen fir ein ver-
trauenswirdiges Modell genlgte. Es wurden Dockingstudien und Moleklldynamik-
Simulationen durchgeflihrt, um eine Vorhersage Uber die Aktivitat der Substanzen zu
treffen. Sowohl nach den Dockingstudien, und den Simulationen wurden zwei Verbin-
dungen als potentiell aktiv vorhergesagt. Dies konnte leider nicht in der biologischen
Testung bestatigt werden.

Fir die Kinasen, IGFR, EGFR und VEGFR wurde untersucht, wie der Bindemo-
dus einer neuen Substanzklasse ist. Untersucht wurden 1-aza-9-oxafluorene und
a-carboline. Die gemessene inhibitorische Wirkung konnte durch die gefundenen
Dockinglésungen und Molekuldynamik-Simulationen bestatigt werden. Jedoch war es
nicht méglich eine Korrelation zwischen den errechneten A G-Werten und den im Labor
ermittelten Ki-Werten festgestellt werden.
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ANHANG



5. Anhang

5.1. Screening

Hier sind alle errechneten Werte fur die AUC, RIE und EF fir jede verwendete Kristall-
struktur und jede eizelne Scoring-Funktion aufgefihrt. Aus diesen Tabellen wurden die
Durchschnittswerte fur die eizelnen Kinasen und Scoring-Funktionen im Ergebnisteil
ermittelt.

5.1.1

AUC

Tabelle 5.1: Brasca AUC

normalisierter Score

ohne Wasser

CHEMSCORE-Rescore

GLIDESCORE-Rescore

CONSENSUS-SCORE

Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2FVD in 0,10 0,17 0,98 0,97 0,83 0,83 0,88 0,59 0,33 0,38 0,78
1P2A in 0,99 0,17 0,99 0,99 0.99 0,82 0,85 0,85 0,49 0,33 0,31 0,77
1KE6 out 0,90 0,52 0,97 0,93 ’ 0,90 0,78 0,62 0,43 0,31 0,24 0,75
1DI8 out 0,10 0,11 0,98 0,97 0,89 0,90 0,77 0,46 0,32 0,22 0,782
mit Wasser
2FVD in 0,17 0,19 0,97 0,70 0,23 0,43 0,26 0,43 0,47 0,44 0,61
1KE6 out 0,76 0,67 0,96 0,88 0,23 0,74 0,64 0,51 0,46 0,41 0,82
1DI8 put 0,98 0,66 0,98 0,72 0,38 0,88 0,71 0,41 0,31 0,31 0,84
Tabelle 5.2: Peifer AUC
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
1EH4 in 0,88 0,87 0,75 0,76 0,81 0,71 0,60 0,67 0,30 0,38 0,33
21ZR in 0,74 0,52 0,72 0,66 0,67 0,63 0,63 0,60 0,40 0,44 0,42
3GC9 in 0,66 0,55 0,47 0,66 0.50 0,50 0,57 0,57 0,48 0,30 0,30 0,58
3FLQ out 0,73 0,52 0,74 0,74 ’ 0,61 0,61 0,70 0,52 0,46 0,49 0,63
2GTM out 0,53 0,44 0,39 0,39 0,64 0,38 0,45 0,46 0,37 0,26 0,45
2BAQ out 0,47 0,34 0,44 0,38 0,58 0,49 0,60 0,57 0,30 0,39 0,39
mit Wasser
1EH4 in 0,73 0,70 0,68 0,70 0,55 0,46 0,47 0,51 0,47 0,37 0,71
2I1ZR in 0,32 0,52 0,30 0,36 0,49 0,42 0,35 0,57 0,40 0,33 0,34
3GC9 in 0,74 0,49 0,57 0,57 0,58 0,67 0,60 0,54 0,43 0,42 0,59
2GTM out 0,38 0,43 0,38 0,45 0,47 0,45 0,39 0,50 0,43 0,33 0,40




5.1. Screening

Tabelle 5.3: Matthews AUC

ohne Wasser

normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLb PMF PSCORE GoLb PMF PSCORE
2WMV in 0,58 0,88 0,65 0,37 0.45 0,61 0,58 0,74 0,74 0,63 0,76 0,40
2XEZ in 0,68 0,92 0,58 0,67 ’ 0,76 0,57 0,57 0,67 0,62 0,70 0,51
Tabelle 5.4: Huang AUC
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2GQG in 0,83 0,76 0,67 0,82 0,61 0,58 0,50 0,64 0,42 0,45 0,72
3KF4 in 0,68 0,71 0,65 0,89 0.81 0,62 0,60 0,54 0,49 0,46 0,45 0,70
11IEP out 0,81 0,75 0,69 0,82 ’ 0,71 0,60 0,59 0,48 0,44 0,42 0,76
2HIW out 0,82 0,70 0,86 0,83 0,57 0,56 0,50 0,48 0,39 0,41 0,75
mit Wasser
2GQG in 0,83 0,57 0,67 0,85 0,68 0,94 0,96 0,51 0,42 0,45 0,61
3KF4 in 0,58 0,40 0,68 0,57 0,70 0,96 0,96 0,45 0,48 0,49 0,42
2HIW out 0,55 0,43 0,83 0,72 0,63 0,96 0,96 0,51 0,41 0,41 0,69
Tabelle 5.5: Cheeseright AUC
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
3GC9 in 0,68 0,83 0,18 0,26 0,73 0,64 0,71 0,58 0,62 0,61 0,56
3FLQ in 0,60 0,72 0,17 0,28 0.52 0,72 0,72 0,64 0,59 0,65 0,60 0,49
2BAQ out 0,68 0,66 0,31 0,47 ’ 0,58 0,71 0,69 0,56 0,60 0,49 0,73
2GT™ out 0,56 0,83 0,31 0,27 0,59 0,71 0,62 0,54 0,59 0,61 0,41
mit Wasser
3GC9 in 0,63 0,83 0,13 0,20 0,71 0,63 0,70 0,59 0,39 0,41 0,49
2GT™M out 0,62 0,83 0,53 0,59 0,73 0,85 0,83 0,57 0,33 0,40 0,55
Tabelle 5.6: Ermoli AUC
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
1UA2 in 0,49 0,96 0,62 0,49 0,89 0,58 0,61 0,74 0,55 0,68 0,79 0,60
Tabelle 5.7: Aliagas-Martin AUC
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLb GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2W1I in 0,87 0,68 0,57 0,94 0,88 0,87 0,58 0,50 0,30 0,24 0,78
2F4J in 0,83 0,62 0,50 0,88 0.81 0,83 0,85 0,66 0,52 0,31 0,28 0,75
1MUO out 0,77 0,83 0,40 0,71 ’ 0,87 0,84 0,62 0,49 0,29 0,27 0,65
2J50 out 0,60 0,63 0,44 0,83 0,57 0,84 0,61 0,17 0,29 0,29 0,641
mit Wasser
2F4J in 0,84 0,69 0,54 0,66 0,92 0,83 0,65 0,50 0,32 0,28 0,68




5. Anhang

Tabelle 5.8: Tsou AUC

normalisierter Score

ohne Wasser
CHEMSCORE-Rescore

GLIDESCORE-Rescore

CONSENSUS-SCORE

Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2F2C in 0,22 0,89 0,33 0,47 0,73 0,61 0,66 0,55 0,52 0,69 0,48
1X02 in 0,32 0,76 0,35 0,67 0.58 0,51 0,59 0,49 0,47 0,58 0,60 0,52
1BI8 out 0,19 0,55 0,38 0,46 ’ 0,42 0,59 0,52 0,47 0,55 0,54 0,75
1G3N out 0,20 0,44 0,36 0,46 0,66 0,52 0,54 0,44 0,50 0,50 0,37
Tabelle 5.9: Qian AUC
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2J21 in 0,87 0,61 0,90 0,75 0.77 0,92 0,79 0,84 0,83 0,34 0,41 0,71
3BWF in 0,92 0,69 0,90 0,75 ! 0,85 0,85 0,89 0,77 0,29 0,40 0,75
mit Wasser
2J21 in 0,91 0,63 0,91 0,88 0,93 0,82 0,94 0,68 0,41 0,78 0,71
3BWF in 0,89 0,51 0,91 0,87 0,91 0,89 0,90 0,83 0,65 0,48 0,70
Tabelle 5.10: Gaisina AUC
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
3F88 in 0,77 0,71 0,31 0,88 095 0,78 0,69 0,68 0,38 0,53 0,36 0,58
3L1S in 0,73 0,70 0,28 0,79 ’ 0,69 0,76 0,65 0,40 0,53 0,54 0,59
mit Wasser
3F88 in 0,84 0,80 0,21 0,80 0,88 0,68 0,67 0,51 0,47 0,47 0,55
3L1S in 0,86 0,80 0,23 0,94 0,86 0,67 0,67 0,49 0,44 0,46 0,60
Tabelle 5.11: Surya AUC
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLb GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2GMX in 0,56 0,65 0,23 0,40 0.62 0,33 0,37 0,28 0,48 0,49 0,56 0,49
3G90 in 0,49 0,61 0,24 0,45 ’ 0,23 0,37 0,33 0,59 0,47 0,48 0,52
Tabelle 5.12: Karcher AUC
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLb PMF PSCORE
3GC9 in 0,82 0,83 0,60 0,88 0,97 0,93 0,95 0,39 0,71 0,55 0,87
3FLQ in 0,45 0,74 0,48 0,89 078 0,89 0,95 0,98 0,77 0,60 0,74 0,77
2BAQ out 0,71 0,94 0,83 0,91 ’ 0,95 0,97 0,96 0,65 0,70 0,83 0,86
2GT™ out 0,65 0,97 0,80 0,96 0,91 0,96 0,95 0,66 0,83 0,72 0,85
mit Wasser
3GC9 in 0,54 0,90 0,53 0,79 0,87 0,94 0,95 0,49 0,70 0,58 0,62
2GTM out 0,85 0,82 0,74 0,93 0,89 0,92 0,95 0,61 0,49 0,39 0,80




5.1. Screening

Tabelle 5.13: Schroeder AUC

normalisierter Score

ohne Wasser
CHEMSCORE-Rescore

GLIDESCORE-Rescore

CONSENSUS-SCORE

Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2WGJ in 0,74 0,24 0,52 0,87 0,20 0,52 0,31 0,41 0,33 0,29 0,70
2WD1 in 0,76 0,30 0,50 0,86 10 0,23 0,61 0,22 0,42 0,31 0,40 0,72
3F82 out 0,86 0,95 0,37 0,89 ’ 0,42 0,67 0,45 0,28 0,18 0,30 0,78
3CTH out 0,85 0,89 0,36 0,90 0,38 0,51 0,48 0,34 0,47 0,35 0,78
mit Wasser
2WGJ in 0,87 0,37 0,72 0,99 0,29 0,67 0,63 0,37 0,34 0,55 0,73
Tabelle 5.14: Coumar AUC
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2Wi1I in 0,51 0,55 0,97 0,70 0.42 0,59 0,59 0,60 0,41 0,52 0,35 0,63
2F4J in 0,48 0,50 0,95 0,74 ’ 0,62 0,58 0,55 0,62 0,54 0,35 0,62
1MUO out 0,59 0,55 0,91 0,68 0,66 0,49 0,49 0,61 0,51 0,39 0,63
2J50 out 0,62 0,59 0,92 0,68 0,67 0,45 0,52 0,63 0,60 0,46 0,64
mit Wasser
2F4J in 0,44 0,65 0,86 0,60 0,58 0,60 0,47 0,61 0,37 0,43 0,646
Tabelle 5.15: Popowycz AUC
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
CDK2
1E9H in 0,68 0,48 0,99 0,86 0,50 0,41 0,56 0,58 0,24 0,46 0,82
1FQ1 in 0,44 0,38 0,98 0,38 0,29 0,46 0,34 0,56 0,41 0,48 0,62
CDK4 0.75
1X02 in 0,91 0,97 0,91 0,64 0,72 0,46 0,23 0,76 0,58 0,39 0,83
1JOW in 0,58 0,62 0,99 0,59 0,71 0,41 0,36 0,80 0,24 0,45 0,77
1B17 out 0,63 0,80 1,00 0,59 0,58 0,47 0,41 0,72 0,42 0,46 0,82
1G3N out 0,79 0,78 0,99 0,63 0,63 0,63 0,55 0,70 0,42 0,36 0,77
CDK5
1UNL in 0,83 0,69 0,98 0,87 0,77 0,45 0,58 0,82 0,53 0,62 0,80
1UNG in 0,76 0,75 0,99 0,75 0,39 0,57 0,55 0,80 0,48 0,79 0,81
CDK7
1UA2 in 0,73 0,90 1,00 0,57 0,28 0,37 0,42 0,47 0,55 0,47 0,82
CDK9
3BLR in 0,93 0,89 0,99 0,78 0,74 0,52 0,67 0,74 0,67 0,87 0,84
3MIA in 0,67 0,15 0,97 0,43 0,57 0,39 0,31 0,76 0,53 0,68 0,76
mit Wasser
1UNL in 0,87 0,71 0,99 0,79 0,56 0,52 0,74 0,36 0,34 0,88 0,76
Tabelle 5.16: Menichincheri AUC
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PScORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLb PMF PSCORE
3DU8 in 0,41 0,67 036, 0,18 1,0 0,78 0,73 0,82 0,42 0,63 0,44 0,39
mit Wasser
3DU8 in 0,47 0,70 0,31 0,13 0,79 0,70 0,78 0,42 0,49 0,54 0,40




Vi

5. Anhang

Tabelle 5.17: Renhowe AUC

normalisierter Score

ohne Wasser
CHEMSCORE-Rescore

GLIDESCORE-Rescore

CONSENSUS-SCORE

Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
3B8R in 0,41 0,87 0,82 0,73 0,73 0,91 0,91 0,67 0,44 0,62 0,69
2P2H in 0,34 0,80 0,66 0,53 058 0,79 0,89 0,86 0,60 0,40 0,55 0,59
3EWH out 0,29 0,69 0,79 0,61 ! 0,55 0,88 0,84 0,60 0,71 0,74 0,59
3CPC out 0,48 0,70 0,66 0,77 0,76 0,83 0,82 0,70 0,36 0,49 0,62
mit Wasser
2P2H in 0,32 0,69 0,64 0,53 0,61 0,84 0,74 0,55 0,33 0,54 0,55
3EWH out 0,38 0,68 0,76 0,68 0,64 0,85 0,92 0,55 0,28 0,58 0,61
Tabelle 5.18: Howard AUC
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLb GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2W1lI in 0,76 0,76 0,78 0,64 0,70 0,61 0,60 0,72 0,51 0,37 0,78
2F4J in 0,74 0,78 0,78 0,68 10 0,39 0,70 0,61 0,65 0,52 0,38 0,79
1MUO out 0,83 0,71 0,79 0,69 ’ 0,40 0,62 0,55 0,80 0,64 0,60 0,80
2J50 out 0,89 0,74 0,76 0,72 0,83 0,65 0,60 0,71 0,23 0,53 0,80
mit Wasser
2F4J in 0,74 0,76 0,69 0,30 0,44 0,61 0,66 0,70 0,49 0,49 0,63




5.1. Screening vii

Tabelle 5.19: Xia AUC

ohne Wasser

normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore
Name DFG-Motiv GoLb GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE CONSENSUS-SCORE
2J21 in 0,29 0,84 0,17 0,14 0.71 0,56 0,05 0,05 0,45 0,47 0,39 0,11
3BWF in 0,30 0,88 0,19 0,19 ’ 0,58 0,07 0,07 0,50 0,46 0,45 0,22
mit Wasser
2J21 in 0,17 0,84 0,16 0,17 0,59 0,74 0,62 0,38 0,45 0,42 0,18
3BWF in 0,30 0,83 0,15 0,16 0,62 0,78 0,63 0,48 0,42 0,41 0,19

5.1.2 Enrichmentfaktor 5

Tabelle 5.20: Brasca EF5

ohne Wasser

normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE

Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2FVD in 10,00 2,07 10,00 10,00 10,00 6,22 5,53 4,15 3,46 4,15 8,30
1P2A in 10,00 2,07 10,00 10,00 10.00 5,53 6,91 4,15 1,38 3,46 3,46 10,00
1KE6 out 6,22 5,53 10,00 10,00 ! 0,69 3,46 2,05 1,38 2,07 2,77 8,30
1DI8 out 10,00 1,38 10,00 10,00 10,00 7,61 6,22 3,46 2,76 2,05 10,00

mit Wasser

2FVD in 0,00 1,38 10,00 3,46 2,05 0,69 3,46 0,00 4,15 2,77 6,22
1KE6 out 1,38 6,22 10,00 10,00 2,05 4,15 2,77 2,07 4,15 4,15 6,22

1DI8 put 10,00 6,91 10,00 8,30 3,46 8,30 4,15 0,69 3,46 5,53 8,30




viii
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Tabelle 5.21: Peifer EF5

ohne Wasser

normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
1EH4 in 10,00 8,50 6,96 7,73 4,64 4,64 3,09 3,86 1,55 2,32 4,64
21ZR in 7,73 5,44 6,96 10,00 7,00 10,00 10,00 4,64 3,86 3,86 4,64
3GC9 in 0,77 5,44 3,09 7,73 6.18 3,09 2,32 2,32 0,00 1,55 2,32 5,41
3FLQ out 3,09 6,18 6,18 10,00 ’ 1,55 1,55 3,86 1,55 3,86 4,64 5,41
2GT™ out 0,00 4,64 0,00 1,55 1,55 0,00 0,00 0,00 2,32 2,32 5,41
2BAQ out 0,77 3,86 0,00 1,55 0,77 1,55 1,55 0,00 2,32 2,32 4,64
mit Wasser
1EH4 in 2,32 2,32 5,41 6,18 3,86 0,77 1,55 0,00 2,32 2,32 7,00
21ZR in 0,00 0,00 1,55 0,77 3,86 0,00 1,55 3,86 4,64 3,86 4,64
3GC9 in 5,41 3,86 1,55 0,00 1,55 3,86 1,55 2,32 2,32 2,32 4,64
2GTM out 0,00 3,86 5,41 0,00 3,09 1,55 0,77 0,00 2,32 2,32 4,64
Tabelle 5.22: Matthews EF5
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PScORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2WMV in 2,50 7,50 6,25 2,50 375 3,75 2,50 5,00 6,65 6,25 7,50 5,00
2XEZ in 3,75 8,75 6,25 1,25 ’ 5,00 2,50 5,00 3,75 6,25 7,50 5,00
Tabelle 5.23: Huang EF5
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCcORE GoLb PMF PSCORE
2GQG in 4,63 2,70 2,31 6,17 0,00 2,31 0,00 1,16 0,77 2,31 4,63
3KF4 in 0,39 1,54 0,77 5,78 578 0,00 0,39 1,54 0,00 3,47 1,54 3,48
11EP out 5,78 3,47 3,08 5,40 ’ 2,70 2,31 0,77 3,47 1,54 1,54 5,39
2HIW out 3,47 3,08 6,94 6,17 1,54 1,54 1,54 0,77 0,77 2,31 5,39
mit Wasser
2GQG in 3,47 0,39 1,93 6,17 0,00 10,00 10,00 0,39 0,39 0,77 3,48
3KF4 in 0,00 0,39 1,16 2,70 1,54 10,00 10,00 0,77 0,39 1,16 2,70
2HIW out 0,39 0,00 4,63 1,16 0,77 10,00 10,00 0,39 0,77 0,39 2,70
Tabelle 5.24: Cheeseright EF5
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
3GC9 in 3,28 2,30 0,00 0,00 2,30 1,97 0,99 3,611 1,97 1,64 ,31
3FLQ in 1,31 2,30 0,00 0,38 456 3,28 3,61 2,63 2,626 0,99 1,97 1,31
2BAQ out 0,99 1,64 0,66 0,38 ! 1,64 3,28 3,61 1,641 0,38 0,38 1,64
2GTM out 0,99 2,30 0,66 0,00 1,97 2,30 1,97 2,626 0,99 0,66 1,64
mit Wasser
3GC9 in 1,97 2,30 0,00 0,00 2,30 1,31 2,63 1,64 0,99 1,64 ,31
2GT™ out 1,64 2,63 1,36 3,28 3,28 7,80 6,89 1,64 1,99 0,98 64




5.1. Screening

Tabelle 5.25: Ermoli EF5

normalisierter Score

ohne Wasser
CHEMSCORE-Rescore

GLIDESCORE-Rescore

CONSENSUS-SCORE

Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
1UA2 in 0,912 0,912 2,735 1,367 3,190 0,912 2,735 3,190 0,912 2,735 1,367 0,912
Tabelle 5.26: Aliagas-Martin EF5
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2W1I in 10,00 6,67 6,67 3,33 6,67 6,67 6,67 6,67 3,333 6,67 6,67
2F4J in 3,33 3,33 3,33 3,33 6.67 6,67 6,67 6,67 3,33 3,333 10,00 3,33
1MUO out 3,33 6,67 6,67 6,67 ’ 6,67 6,67 3,33 0,00 3,333 6,67 6,67
2J50 out 0,00 3,33 0,00 6,67 0,00 10,00 0,00 0,00 6,667 3,33 3,33
mit Wasser
2F4J in 3,33 6,67 3,33 3,33 10,00 10,00 6,67 0,00 3,33 3,33 3,33
Tabelle 5.27: Tsou EF5
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLb PMF PSCORE
2F2C in 0,00 0,00 1,30 1,56 4,30 1,82 1,56 2,07 1,56 1,04 1,56
1X02 in 0,78 0,26 0,52 1,30 182 0,78 1,82 0,52 2,07 1,30 1,30 1,30
1BI8 out 0,00 0,52 0,53 0,00 ’ 0,26 1,82 1,56 2,33 1,04 0,52 2,33
1G3N out 0,26 0,26 0,78 0,26 1,30 1,30 0,52 1,30 1,04 1,30 2,07
Tabelle 5.28: Qian EF5
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2J21 in 5,00 2,62 6,43 3,52 714 10,00 7,14 7,14 7,86 2,62 5,00 7,86
3BWF in 2,62 6,43 6,43 2,62 ’ 2,62 7,86 6,43 2,62 2,62 7,86 7,86
mit Wasser
2J21 in 9,29 7,14 6,43 7,14 10,00 7,86 9,29 4,29 7,14 7,86 9,29
3BWF in 7,14 9,29 5,71 5,71 7,14 10,00 10,00 2,62 10,00 4,29 9,29
Tabelle 5.29: Gaisina EF5
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
3F88 in 2,50 3,50 0,50 5,50 4.00 5,00 2,50 2,00 1,00 1,50 1,00 2,50
3L1S in 3,00 3,00 0,00 3,00 ! 2,50 2,50 1,50 1,50 1,00 0,50 2,50
mit Wasser
3F88 in 5,50 4,00 0,00 4,00 4,00 3,00 3,00 1,50 2,00 1,50 3,50
3L1S in 6,50 3,50 0,00 9,50 3,00 3,50 3,00 1,50 2,00 2,50 4,50




5. Anhang

Tabelle 5.30: Surya EF5

Name

DFG-Motiv

GoLD

normalisierter Score

GLIDE PMF

ohne Wasser
CHEMSCORE-Rescore
PSCORE

GLIDESCORE-Rescore

CONSENSUS-SCORE

Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2GMX in 2,00 2,50 0,00 0,50 500 0,50 1,50 1,00 0,50 2,00 2,50 2,00
3G90 in 2,00 2,50 0,00 1,50 ’ 0,00 0,50 0,00 3,00 1,50 1,50 2,00
Tabelle 5.31: Karcher EF5
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
3GC9 in 3,00 4,00 1,00 9,00 3,00 8,00 10,00 2,00 2,00 10,00 7,00
3FLQ in 0,00 5,00 0,00 4,00 5.00 9,00 8,00 10,00 4,00 6,00 10,00 5,00
2BAQ out 0,00 5,00 3,00 7,00 ’ 10,00 10,00 10,00 3,00 4,00 10,00 5,00
2GT™ out 0,00 7,00 7,00 9,00 10,00 10,00 10,00 7,00 4,00 10,00 5,00
mit Wasser
3GC9 in 0,00 4,00 0,00 2,00 9,00 8,00 9,00 3,00 2,00 9,00 5,00
2GT™M out 3,00 7,00 4,00 10,00 8,00 10,00 10,00 3,00 4,00 9,00 6,00
Tabelle 5.32: Schroeder EF5
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2WGJ in 2,00 0,00 2,00 4,00 0,00 0,00 0,00 2,00 2,00 0,00 4,00
2WD1 in 2,00 0,00 0,00 8,00 10.00 0,00 0,00 0,00 2,00 0,00 2,00 8,00
3F82 out 0,00 0,00 0,00 6,00 ’ 0,00 2,00 0,00 0,00 2,00 2,00 4,00
3CTH out 4,00 0,00 0,00 8,00 0,00 0,00 0,00 2,00 0,00 2,00 2,00
mit Wasser
2WGJ in 4,00 2,00 3,00 10,00 0,00 4,00 4,00 2,000 2,00 4,00 6,00
Tabelle 5.33: Coumar EF5
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2W1lI in 0,00 1,88 9,38 8,69 250 0,00 2,500 1,25 1,25 1,88 9,38 6,88
2F4J in 0,00 7,50 10,00 6,88 ’ 2,50 0,625 0,63 2,50 1,88 6,88 6,88
1MUO out 0,63 1,88 7,50 1,88 1,25 1,25 0,625 0,00 1,25 8,69 3,75
2J50 out 0,00 6,88 9,38 3,75 2,50 0,63 1,250 2,50 6,88 3,75 3,75
mit Wasser
2F4J in 0,00 7,50 7,50 2,50 0,63 0,00 0,00 0,63 2,50 2,50 3,75
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Tabelle 5.34: Popowycz EF5

normalisierter Score

ohne Wasser
CHEMSCORE-Rescore

GLIDESCORE-Rescore

CONSENSUS-SCORE

Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
CDK2
1E9H in 0,00 3,33 10,00 6,67 0,00 0,00 0,00 3,33 3,33 6,67 6,67
1FQ1 in 0,00 3,33 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,33 6,67 6,67 6,67
CDK4
1X02 in 6,67 3,33 3,33 6,67 333 3,33 0,00 0,00 6,67 6,67 6,67 3,33
1JOW in 0,00 6,67 10,00 0,00 ’ 3,33 0,00 0,00 3,33 0,00 0,00 3,33
1B17 out 0,00 6,67 10,00 3,33 0,00 3,33 0,00 3,33 3,33 3,33 3,33
1G3N out 3,33 0,00 10,00 3,33 0,00 3,33 0,00 6,67 3,33 3,33 6,67
CDK5
TUNL in 6,67 6,67 6,67 6,67 6,67 0,00 3,33 3,33 6,67 6,67 10,00
1UNG in 3,33 3,33 10,00 3,33 3,33 0,00 0,00 6,67 3,33 3,33 6,67
CDK7
1UA2 in 0,00 0,00 10,00 0,00 0,00 0,00 3,33 6,67 3,33 10,00 3,33
CDK9
3BLR in 10,00 6,67 10,00 6,67 3,33 0,00 0,00 6,67 3,33 3,33 10,00
3MIA in 0,00 3,33 6,67 0,00 0,00 0,00 0,00 6,67 10,00 3,33 3,33
mit Wasser
1UNL in 10,00 6,67 10,00 6,67 6,67 0,00 3,33 3,33 3,33 6,67 6,67
Tabelle 5.35: Menichincheri EF5
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
3DU8 in 0,83 0,83 0,83 0,83 10,00 5,47 4,17 6,25 5,00 2,09 1,25 0,83
mit Wasser
3DU8 in 0,00 0,00 1,25 0,42 5,47 2,04 4,17 5,42 2,08 6,25 1,25
Tabelle 5.36: Renhowe EF5
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
3B8R in 0,00 3,56 7,57 3,12 2,23 6,23 5,34 1,34 0,89 5,34 5,79
2P2H in 0,00 4,01 2,23 1,78 5.34 3,12 4,90 2,67 3,12 2,23 4,01 3,56
3EWH out 0,00 4,45 5,79 1,34 ’ 0,00 4,90 1,78 1,78 1,78 1,78 4,01
3CPC out 0,45 1,78 3,56 3,12 2,67 6,23 0,00 4,01 0,00 1,34 3,56
mit Wasser
2P2H in 0,00 3,12 3,56 0,45 1,78 6,23 4,45 1,78 5,79 4,01 4,01
3EWH out 0,00 3,12 712 4,01 0,89 5,79 4,45 1,78 6,23 4,90 4,90
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Tabelle 5.37: Howard EF5

normalisierter Score

ohne Wasser

CHEMSCORE-Rescore

GLIDESCORE-Rescore

CONSENSUS-SCORE

Name DFG-Motiv GoLD GLIDE MF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2W1lI in 2,86 8,57 6,43 6,43 1,43 0,00 1,43 2,86 6,43 7,14 6,43
2F4J in 1,43 7,14 7,14 7,14 714 1,43 0,00 0,00 2,86 8,57 5,71 7,14
1MUO out 5,71 8,57 8,57 714 ’ 0,00 0,00 0,00 1,43 2,88 5,71 9,26
2J50 out 10,00 8,57 8,57 8,57 8,57 0,00 2,86 8,75 2,88 8,57 9,26
mit Wasser
2F4J in 1,43 7,14 2,88 0,00 2,86 2,86 1,43 0,00 7,14 5,71 4,28
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Tabelle 5.38: Xia EF5

normalisierter Score

ohne Wasser

CHEMSCORE-Rescore

GLIDESCORE-Rescore

Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE CONSENSUS-SCORE
2J21 in 1,10 0,38 0,38 0,76 152 0,00 0,00 0,00 0,38 1,52 0,76 1,83
3BWF in 0,76 0,76 0,76 1,14 ’ 0,00 0,38 0,38 0,38 1,52 0,76 1,52
mit Wasser
2J21 in 1,16 0,38 0,76 0,76 1,83 1,53 1,83 0,76 1,14 1,83 ,
3BWF in 0,00 0,00 0,38 0,38 1,83 2,66 1,14 0,76 1,14 1,14 K
Tabelle 5.39: Brasca RIE
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2FVD in 8,29 5,23 0,00 0,00 8,05 5,01 5,05 0,21 4,00 4,31 6,75
1P2A in 8,08 4,97 0,00 0,00 6.59 5,11 5,53 4,08 0,49 3,21 5,55 6,69
1KE6 out 4,82 2,71 0,00 0,00 ! 1,83 3,42 1,97 0,57 4,88 1,75 6,02
1DI8 out 8,33 6,45 0,00 0,00 7,41 6,01 4,91 1,01 5,12 3,49 6,76
mit Wasser
2FVD in 0,29 1,11 0,00 0,15 0,55 0,77 0,04 0,67 0,75 0,82 3,30
1KE6 out 2,06 2,95 0,00 0,00 2,00 3,75 2,21 0,41 1,00 0,87 3,36
1DI8 put 7,75 1,50 0,00 0,27 3,48 6,29 3,48 0,77 0,83 1,01 2,00
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Tabelle 5.40: Peifer RIE

ohne Wasser

normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLb PMF PSCORE
1EH4 in 6,72 4,60 0,98 2,79 3,92 3,92 3,03 0,56 0,46 1,57 3,30
21ZR in 5,50 412 1,37 3,12 1,87 6,51 6,51 1,24 0,84 1,87 2,78
3GC9 in 1,76 3,45 1,02 2,64 4.39 1,94 217 2,23 0,93 0,43 2,00 3,33
3FLQ out 2,29 2,93 0,84 2,64 ’ 1,98 1,54 3,40 0,71 0,55 1,24 5,34
2GT™ out 0,38 3,81 0,88 2,85 1,77 0,03 0,26 1,83 0,67 1,50 2,95
2BAQ out 1,17 1,15 0,44 2,11 0,99 1,77 1,38 0,37 0,32 2,46 3,00
mit Wasser
1EH4 in 2,33 1,30 1,05 2,97 1,00 0,90 0,86 1,35 0,40 0,76 2,30
21ZR in 0,05 1,56 2,80 2,64 1,21 0,30 0,05 0,92 0,46 0,80 2,34
3GC9 in 4,46 1,64 1,54 2,33 1,56 3,39 1,77 1,53 0,86 0,95 3,38
2GTM out 0,09 0,77 1,92 2,96 0,48 1,79 0,14 0,88 0,64 0,85 1,98
Tabelle 5.41: Matthews RIE
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2WMV in 2,52 2,87 2,04 5,82 4.83 2,84 2,12 4,04 0,38 1,77 1,56 2,32
2XEZ in 3,48 3,00 3,02 6,76 ’ 4,49 2,14 3,52 0,57 1,89 1,67 1,07
Tabelle 5.42: Huang RIE
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2GQG in 3,83 3,50 0,01 0,05 0,87 1,88 0,75 1,07 1,30 1,49 1,25
3KF4 in 0,83 2,96 0,01 0,00 3.80 0,41 0,94 1,73 0,64 0,90 1,13 0,04
11EP out 5,03 3,12 0,01 0,00 ’ 2,41 1,47 1,73 0,80 0,83 1,02 2,28
2HIW out 3,02 1,89 0,01 0,00 1,50 2,11 1.56 1,43 1,50 0,99 5,01
mit Wasser
2GQG in 3,42 3,51 0,02 0,00 0,94 7,83 8,00 1,37 1,29 1,29 1,24
3KF4 in 0,26 2,23 0,03 0,15 0,37 7,98 7,99 0,75 0,94 0,88 0,31
2HIW out 0,42 1,82 0,00 0,02 1,45 7,99 8,01 1,54 1,44 1,00 3,45
Tabelle 5.43: Cheeseright RIE
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
3GC9 in 3,06 2,93 4,39 2,87 2,26 1,75 1,41 1,47 2,39 1,87 1,51
3FLQ in 1,07 1,97 4,60 2,54 299 2,94 3,26 2,65 1,05 1,05 1,00 0,57
2BAQ out 1,25 2,00 4,01 0,98 ! 1,36 2,81 1,98 2,44 2,20 1,01 3,77
2GT™M out 1,22 1,11 2,08 3,08 1,50 2,30 1,98 1,49 0,94 0,85 0,64
mit Wasser
3GC9 in 1,93 1,40 5,43 3,36 1,83 1,53 2,35 1,76 2,39 2,00 0,84
2GT™ out 1,62 1,23 1,73 2,10 1,68 5,93 5,60 1,60 1,39 1,01 3,10
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Tabelle 5.44: Ermoli RIE

Name

normalisierter Score

ohne Wasser
CHEMSCORE-Rescore

GLIDESCORE-Rescore

CONSENSUS-SCORE

DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
1UA2 in 0,66 1,03 0,09 1,84 1,48 1,08 0,39 2,46 0,83 0,17 2,01 3,17
Tabelle 5.45: Aliagas-Martin RIE
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2Wi1I in 7,04 5,44 6,15 3,07 5,96 7,03 4,06 2,91 2,79 1,87 2,86
2F4J in 3,77 3,98 5,99 1,70 288 5,86 5,95 2,52 1,72 1,50 1,48 3,34
1MUO out 3,74 2,96 5,91 0,20 ’ 6,35 6,15 3,11 1,32 1,50 2,05 3,22
2J50 out 0,13 1,04 1,41 1,00 0,12 1,04 1,46 3,39 0,32 0,97 2,05
mit Wasser
2F4J in 244 2,67 3,85 0,93 7,21 6,20 484 3,88 4,10 3,99 3,27
Tabelle 5.46: Tsou RIE
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2F2C in 0,08 0,13 1,05 1,07 3,83 1,43 2,05 1,04 1,09 1,04 2,15
1X02 in 0,75 2,98 1,46 0,02 145 0,92 1,67 0,70 0,65 1,10 0,75 3,12
1BI8 out 0,00 0,36 1,05 0,52 ’ 0,34 2,00 1,39 1,09 1,91 1,31 2,77
1G3N out 0,16 0,56 1,06 0,67 1,35 1,29 0,50 1,17 0,93 1,19 0,31
Tabelle 5.47: Qian RIE
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2J21 in 4,58 0,61 0,46 0,76 395 7,60 5,45 5,81 0,33 0,34 0,41 414
3BWF in 1,31 0,69 0,62 0,78 ’ 1,31 6,00 5,40 0,29 0,26 0,40
mit Wasser
2J21 in 7,44 0,63 0,40 0,76 7,54 6,39 7,76 1,07 1,41 s 4,83
3BWF in 5,09 0,50 0,66 0,87 5,11 7,00 7,68 1,32 s s 4,26
Tabelle 5.48: Gaisina RIE
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
3F88 in 2,41 2,52 1,26 0,46 308 4,34 2,17 1,81 2,24 0,53 0,36 2,84
3L1S in 2,64 3,76 1,43 0,45 ! 1,69 2,53 1,49 1,84 0,53 0,54 3,00
mit Wasser
3F88 in 4,19 3,20 2,34 0,31 4,52 2,78 2,79 0,06 0,70 0,23 1,69
3L1S in 4,87 2,74 2,56 0,26 5,87 4,86 2,74 0,77 0,84 0,23 3,30
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Tabelle 5.49: Surya RIE

ohne Wasser

normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2GMX in 1,67 0,46 4,68 2,39 169 0,49 1,20 0,94 0,83 1,70 0,78 0,08
3G90 in 1,13 0,52 4,96 1,96 ’ 0,21 0,70 0,06 0,72 2,81 0,94 0,43
Tabelle 5.50: Karcher RIE
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
3GC9 in 1,43 1,72 0,18 0,73 1,44 6,64 6,90 1,38 0,36 0,82 1,44
3FLQ in 0,20 1,34 1,71 0,28 160 5,70 5,69 8,43 0,05 1,97 0,64 2,25
2BAQ out 0,81 3,39 0,35 0,01 ! 7,88 8,15 8,31 1,76 0,44 0,12 5,45
2GT™M out 0,77 1,84 0,00 0,00 717 8,02 7,79 1,34 0,22 0,14 4,70
mit Wasser
3GC9 in 0,07 1,36 0,83 0,73 6,32 6,47 6,88 1,80 0,46 0,99 s
2GT™M out 1,92 2,00 0,23 1,00 5,78 7,66 7,69 1,32 0,30 0,48 A
Tabelle 5.51: Schroeder RIE
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2WGJ in 1,67 3,92 0,62 0,00 0,00 0,11 0,01 2,15 0,94 0,01 3,32
2WD1 in 2,23 2,77 0,29 0,00 411 0,00 0,28 0,00 2,14 0,43 0,11 0,01
3F82 out 1,53 2,84 0,33 0,00 ! 0,02 1,75 0,06 1,19 0,46 0,27 5,11
3CTH out 3,87 3,95 0,58 0,00 0,00 0,11 0,03 1,93 1,04 0,23 5,04
mit Wasser
2WGJ in 3,72 4,87 0,00 0,00 0,00 1,61 0,19 2,69 1,11 1,05 3,13
Tabelle 5.52: Coumar RIE
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2W1l in 0,23 0,17 0,00 0,79 287 1,10 0,65 0,47 0,13 0,38 0,77 0,00
2F4J in 0,26 0,31 0,00 0,79 ! 2,39 0,71 0,63 0,83 0,45 0,61 0,63
1MUO out 0,85 0,61 0,00 0,98 1,62 1,17 0,35 0,25 0,57 0,68 0,06
2J50 out 0,37 0,38 0,00 2,19 1,90 0,57 0,79 0,62 0,33 0,90 0,08
mit Wasser
2F4J in 0,15 0,27 0,00 0,89 0,67 0,69 0,48 0,72 0,38 0,55 1,02
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Tabelle 5.53: Popowycz RIE

normalisierter Score

ohne Wasser
CHEMSCORE-Rescore

GLIDESCORE-Rescore

CONSENSUS-SCORE

Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
CDK2
1E9H in 0,10 5,74 0,00 0,00 0,05 0,28 0,05 0,28 0,00 0,03 6,85
1FQ1 in 0,01 3,09 0,00 1,29 0,00 0,13 0,00 0,14 0,01 1,00 4,63
CDK4 548
1X02 in 4,83 2,09 0,00 0,01 2,25 0,20 0,00 3,08 0,03 0,18 6,72
1JOW in 0,55 1,10 0,00 0,01 1,58 0,05 0,00 0,67 0,05 0,58 4,54
1B17 out 0,10 0,18 0,00 0,09 0,30 1,48 0,43 0,33 0,11 0,44 6,91
1G3N out 2,47 1,00 0,00 1,04 0,38 1,67 0,39 2,77 0,02 2,02 5,97
CDK5
1UNL in 3,17 2,19 0,00 0,00 4,36 0,06 1,09 4,11 0,21 0,18 5,90
1UNG in 1,41 1,89 0,00 0,01 0,03 0,05 0,55 2,21 0,46 0,33 4,83
CDK7
1UA2 in 0,94 4,30 0,00 0,75 0,00 0,10 1,46 2,73 0,38 1,86 5,70
CDK9
3BLR in 6,70 6,15 0,00 0,00 1,86 0,05 0,97 3,50 0,46 1,00 7,30
3MIA in 0,29 0,84 0,00 0,75 0,41 0,01 0,01 2,51 0,38 2,14 0,90
mit Wasser
1UNL in 6,18 4,99 0,00 0,54 2,97 0,11 2,76 3,97 0,57 1,11 5,83
Tabelle 5.54: Menichincheri RIE
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
3DU8 in 0,62 4,87 2,45 6,09 3,36 4,47 3,91 5,71 1,20 4,87 6,43 5,46
mit Wasser
3DU8 in 0,50 2,99 3,28 6,92 3,98 1,98 4,10 2,20 2,64 3,91 3,01
Tabelle 5.55: Renhowe RIE
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLD GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLD PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
3B8R in 0,08 0,87 0,13 0,44 2,06 5,02 4,53 0,16 0,48 0,59 0,47
2P2H in 0,05 0,79 2,17 2,98 142 2,87 4,13 2,40 0,88 2,17 3,00 1,02
3EWH out 0,02 0,65 0,33 1,10 ’ 0,37 4,60 2,61 0,32 0,97 2,17 0,14
3CPC out 0,58 0,71 2,02 0,12 2,32 5,15 4,73 1,00 0,22 1,03 0,28
mit Wasser
2P2H in 0,01 0,44 2,52 0,30 1,83 5,33 3,56 0,92 0,86 0,67 0,99
3EWH out 0,12 0,57 0,61 0,64 0,99 5,21 6,40 0,40 0,71 0,87 1,16
Tabelle 5.56: Howard RIE
ohne Wasser
normalisierter Score CHEMSCORE-Rescore GLIDESCORE-Rescore CONSENSUS-SCORE
Name DFG-Motiv GoLb GLIDE PMF PSCORE Rocs GoLb PMF PSCORE GoLD PMF PSCORE
2W1I in 1,59 1,37 1,38 2,01 1,68 0,33 0,63 0,72 0,85 1,88 2,58
2F4J in 2,06 2,00 1,08 2,60 3.01 1,48 0,47 0,57 1,18 0,94 1,34 1,54
1MUO out 5,73 2,86 1,91 2,84 ’ 0,05 0,17 0,12 1,50 1,30 0,16 1,98
2J50 out 6,44 3,00 2,66 3,55 5,26 0,93 1,88 1,03 0,62 2,04 2,58
mit Wasser
2F4J in 2,25 2,01 1,44 2,71 2,67 1,22 1,23 1,11 0,99 1,94 0,02
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Tabelle 5.57: Xia RIE

Name

DFG-Motiv

GoLD

normalisierter Score

GLIDE

PMF PSc

ORE

Rocs

ohne Wasser
CHEMSCORE-Rescore

GoLD

PMF PSc

ORE

GLIDESCORE-Rescore
PMF PSCORE

GoLD

CONSENSUS-SCORE

2J21
3BWF

in
in

1,04
0,66

1,94
0,95

6,60
6,26

6,76
6,24

2,000

2,003
1,96

0,008 0
0,38

,008
0,38

2,701
1,91

2,632
1,89

1,554
2,12

3,005
2,85

mit Wasser

2J21
3BWF

in
in

0,95
0,34

1,88
0,76

6,56
6,66

6,30
6,69

2,02
1,94

1,69
2,84

1,96
1,75

0,99
1,04

1,00
0,40

123
2,06

2,30
2,89

5.1.4 RIE fur die jewelige Methode

Tabelle 5.58: RIE flir GOLDSCORE fir die jeweilige Kinase

Gesamt ohne Wasser mit Wasser
%] SD %] SD ] SD
CDK2 5,660 3,336 7,380 1,713 3,367 3,896
CK18 3,649 3,031 6,110 0,865 1,188 1,609
P38 1,690 1,585 1,399 0,819 2,274 3,087
CHK1 2,997 0,677 - - - -
ABL1 3,402 1,887 3,178 1,831 1,366 1,784
P38 1,692 0,742 1,651 0,946 1,775 0,215
CDK7 0,657 - - - - -
Aurora-2 3,424 2,507 3,670 2,824 2,438 -
CDK4 0,247 0,343 - - - -
PIM 4605 2,524 2945 2,315 6,264 1,656
GSK 3,628 1,194 2,525 0,159 4,531 0,477
C-dun 1,402 0,383 - - - -
P38 0,867 0,709 0,802 0,505 0,996 1,304
MET 2,605 1,120 2,326 1,074 3,721 -
Aurora 0,371 0,278 0,425 0,288 0,153 -
CDK2 0,057 0,064 - - - -
CDK4 1,986 2,154 - - - -
CDK5 3,586 2,413 2,290 1,247 6,18 -
CDK7 0,943 - - - - -
CDK9 3,498 4,533 - - - -
cDC7 0,560 0,090 0,623 - 0,496 -
VGFR 0,143 0,217 0,181 0,265 0,067 0,081
Aurora 3,614 2,281 3,956 2,482 2,249 -
PIM 0,749 0,318 0,854 0,268 0,644 0,433
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Tabelle 5.59: RIE fiir GLIDESCORE fur die jeweilige Kinase

Gesamt ohne Wasser mit Wasser
%] SD %] SD %] SD
CDK2 3,562 2,020 4,843 1,559 1,854 0,969
CK18 2,893 1,708 4,360 0,337 1,426 0,184
P38 2291 1,273 2,834 1,182 1,206 0,615
CHK1 2,937 0,091 - - - -
ABL1 2,719 0,728 2,868 0,669 2,520 0,882
P38 1,774 0,678 2,004 0,742 1,314 0,118
CDK7 1,032 - - - - —
Aurora-2 3,217 1,631 3,353 1,850 2,671 -
CDK4 1,001 1,329 - - - -
PIM 0,607 0,077 0,650 0,052 0,564 0,086
GSK 3,055 0,551 3,142 0,880 2,968 0,327
C-dun 0,487 0,040 - - - -
P38 1,944 0,757 2,075 0,905 1,682 0,452
MET 3,672 0,878 3,372 0,654 4,872 -
Aurora 0,350 0,166 0,369 0,185 0,273 -
CDK2 4,416 1,874 - — - —
CDK4 1,094 0,782 - - - -
CDK5 3,026 1,709 2,043 0,214 4,991 —
CDK7 4,301 - - - - -
CDK9 3,494 3,755 - - - -
CDC7 3,933 1,329 4,872 - 2,993 -
VGFR 0,670 0,155 0,754 0,094 0,502 0,092
Aurora 2,248 0,678 2,307 0,767 2,012 -
PIM 1,384 0,613 1,448 0,701 1,321 0,787
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Tabelle 5.60: RIE fur PMF fir die jeweilige Kinase

Gesamt ohne Wasser mit Wasser
J SD %] SD ] SD
CDK2 0,001 0,000 0,001 0,000 0,001 0,000
CK18 1,550 0,852 1,176 0,279 1,924 0,852
P38 1,106 0,535 0,794 0,252 1,731 0,271
CHKA1 2,531 0,688 - - - -
ABL1 0,013 0,008 0,011 0,007 0,015 0,013
P38 3,707 1,476 3,771 1,153 3,579 2,618
CDK7 0,090 - - - - -
Aurora-2 4,662 2,048 4,865 2,305 3,849 -
CDK4 1,152 0,203 - - - -
PIM 0,533 0,127 0,537 0,112 0,529 0,190
GSK 1,896 0,649 1,343 0,124 2,449 0,155
C-dun 4,820 0,193 - - - -
P38 0,551 0,632 0,559 0,777 0,534 0,431
MET 0,365 0,251 0,455 0,171 0,002 -
Aurora 0,001 0,000 0,001 0,000 0,001 -
CDK2 0,001 0,000 - - - -
CDK4 0,001 0,000 - - - -
CDK5 0,001 0,000 0,001 0,000 0,001 -
CDK7 0,001 - - - - -
CDK9 0,001 0,000 - - - -
CDC7 2,864 0,593 2,445 - 3,283 -
VGFR 1,296 1,053 1,163 1,082 1,562 1,351
Aurora 1,695 0,617 1,759 0,693 1,440 -
PIM 6,519 0,178 6,428 0,241 6,610 0,065
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Tabelle 5.61: RIE fiir PSCORE fur die jeweilige Kinase

Gesamt ohne Wasser mit Wasser
%] SD %] SD %] SD
CDK2 0,061 0,107 0,001 0,000 0,141 0,133
CK18 2,879 0,211 2,954 0,238 2,803 0,232
P38 2,589 0,318 2,560 0,314 2,646 0,445
CHK1 6,290 0,660 - — - —
ABL1 0,032 0,056 0,031 0,062 0,058 0,083
P38 2,488 0,859 2,367 0,950 2,730 0,895
CDK7 1,843 - - - - -
Aurora-2 1,382 1,083 1,495 1,216 0,931 -
CDK4 0,596 0,432 - - - -
PIM 0,791 0,050 0,771 0,014 0,811 0,076
GSK 0,369 0,102 0,456 0,012 0,283 0,040
C-dun 2,175 0,310 - - - -
P38 0,459 0,419 0,257 0,341 0,864 0,191
MET 0,001 0,000 0,001 0,000 0,001 -
Aurora 1,128 0,596 1,187 0,672 0,894 -
CDK2 0,644 0,909 - - - -
CDK4 0,288 0,506 - — - —
CDK5 0,180 0,307 0,288 0,506 0,535 -
CDK7 0,749 - - - - -
CDK9 0,375 0,529 - - - -
CDC7 6,501 0,585 6,087 - 6,915 -
VGFR 0,927 1,059 1,157 1,280 0,467 0,243
Aurora 2,741 0,551 2,749 0,636 2,711 -
PIM 6,497 0,265 6,497 0,366 6,498 0,277
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Tabelle 5.62: RIE fir Rocs flr die jeweilige Kinase.

Gesamt

] SD
CDK2 6,587 -
CK18 4,387 -
P38 4,387 -
CHKA1 4,829 -
ABL1 3,800 -
P38 2,994 -
CDK7 1,484 -
Aurora-2 2,884 -—
CDK4 1,448 -
PIM 3,952 -
GSK 3,075 -
C-Jdun 1,687 —
P38 1,598 -
MET 4112 -
Aurora 2,865 -
CDK2 2,481 -
CDK4 2,481 -
CDK5 2,481 -
CDK7 2,481 -
CDK9 2,481 -
CcDC7 3,360 -
VGFR 1416 -
Aurora 3,013 -
PIM 2,000 -
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Tabelle 5.63: RIE fiir CONSENSUS-SCORE fiir die jeweilige Kinase.

Gesamt ohne Wasser mit Wasser
%] SD %] SD %] SD
CDK2 4,980 2,027 6,553 0,360 2,884 2,884
CK18 2,680 0,467 3,041 0,363 2,319 0,035
P38 3,328 1,105 3,652 1,135 2,679 0,989
CHK1 1,696 0,879 1,696 0,879 - -
ABL1 1,938 1,783 2,141 1,811 1,668 1,615
P38 1,736 1,373 1,620 1,494 1,969 1,602
CDK7 3,167 - 3,167 - - -
Aurora-2 2,945 0,535 2,865 0,581 3,268 -
CDK4 2,087 1,252 2,087 1,252 - -
PIM 3,632 1,577 2,726 2,005 4,538 0,393
GSK 2,708 0,706 2,925 0,114 2,491 1,138
C-dun 0,254 0,247 0,254 0,247 - -
P38 2,829 1,809 3,457 1,918 1,571 0,758
MET 3,322 2,074 3,369 2,391 3,131 -
Aurora 0,357 0,450 0,192 0,296 1,019 -
CDK2 5,739 1,570 5,739 1,570 - -
CDK4 6,033 1,074 6,033 1,074 - -
CDK5 5,521 0,597 5,364 0,752 5,834 -
CDK7 5,703 - 5,703 - - -
CDK9 4,100 4,530 4,100 4,530 - -
CDC7 4,234 1,729 5,456 — 3,011 -
VGFR 0,675 0,434 0,475 0,386 1,076 0,117
Aurora 1,737 1,056 2,167 0,506 0,019 -
PIM 2,760 0,315 2,929 0,108 2,592 0,415
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5.2. Molekuldynamik-Simulation

5.2.1 Vorbereitung der Simulation

Die Liganden wurden, wie folgt, mit dem Program Antechamber parametrisiert:

antechamber -i ligand.mol2 -fi mol2 -o ligand_p.mol2 -fo mol2 \\
-c bcc -j 4 -at gaff

parmchk -i ligand_p.mol2 -o ligand.frcmod -f mol2

Mittels LEaP wurden die Komplexe aus Ligand und Protein erzeugt, und so fir die
anschlieBende Simulation vorbereitet:

source leaprc.ff99SB

source leaprc.gaff

lig = loadmol2 ligand_p.mol2
loadamberparams ligand.frcmod

prot = loadpdb protein.pdb

com = combine {lig prot}
saveamberparm lig lig.top lig.crd
saveamberparm prot rec.top rec.crd
saveamberparm com com.top com.crd
addions com Na+ O

solvateoct com TIP3PBOX 12
saveamberparm com w_com.top w_com.crd
quit

Sofern nicht anders erwahnt wurden alle MD nach dem gleichen Schema durchgefihrt.
Fur $MAX wurde in Abhangigkeit vom verwendeten Protein die Anzahl der jeweilige
Summe aus Aminosdureresten und Ligand eingetragen. Der eigentliche Simulations-
schritt wurde dabei sooft wiederholt, bis die gewiinschte Simulationszeit (10 ns) erreicht
war.

Dazu wurden folgende Eingabeskripte verwendet:
1. Minimierung

Minimization

&cntrl

imin=1,maxcyc=1000,ncyc=500,

cut=8.0,ntb=1,

ntc=2,ntf=2,

ntpr=100,

ntr=1, restraint_wt=2.0, restraintmask=’:1-$MAX’,
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2. Aufheizen

heat

&cntrl

imin=0,irest=0,ntx=1,
nstlim=25000,dt=0.002,

ntc=2,ntf=2,

cut=8.0, ntb=1,

ntpr=500, ntwx=500,

ntt=3, gamma_ln=2.0,

tempi=0.0, temp0=300.0,

ntr=1,

restraint_wt=2.0, restraintmask=’:1-$MAX’,
nmropt=1

/

&wt TYPE=’TEMPO’, istepl=0, istep2=25000,
valuel=0.1, value2=300.0, /

&wt TYPE=’END’ /

3. Dichteausgleich

density

&cntrl

imin=0,irest=1,ntx=5,
nstlim=25000,dt=0.002,
ntc=2,ntf=2,

cut=8.0, ntb=2, ntp=1, taup=1.0,
ntpr=500, ntwx=500,

ntt=3, gamma_1n=2.0,
temp0=300.0,

ntr=1, restraintmask=’:1-$MAX’,
restraint_wt=2.0,

/
4. Equilibrierung

Equi
&cntrl
imin=0,irest=1,ntx=5,
nstlim=250000,dt=0.002,
ntc=2,ntf=2,
cut=8.0, ntb=2, ntp=1, taup=2.0,
ntpr=1000, ntwx=1000,
ntt=3, gamma_1n=2.0,
temp0=300.0,
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5. Simulation

MD run

&cntrl

imin = 0, irest=1, ntx=5,
ntt=3, temp0=300, gamma_1n=5.0,
ntp=1, taup=2.0,

ntb=2, ntc=2, ntf=2,
nst1lim=500000,

ntwe=100, ntwx=1000, ntpr=200,

5.3. IGFR, EGFR, VEGFR

5.3.1 Durchfihrung des Affinitats Assay

Diese wurden in 96-Well FlashPlates™ mit 50 uL Reatkionsvolumen durchgefiihrt. Die-
ses Volumen bestand aus 20 uL Puffer, 5 pyL ATP in Wasser geldst, 5uL der Pro-
bensubstanz, 10 % DMSO sowie 10 uL Substrat und 10 uyL Enzymlésung. Der Puffer
enthiel HEPES/NaOH (60 nM, pH 7,5), MgCl, (3 mM), NazVO,4 (3uM), DTT (1,2 mM),
PEG 20000 (50 uL™), [y-23P]-ATP (15 uM, 7,5x10* cpm pro Well). Die Inkubationszeit
betrug 80 Minuten bei 30 °C und die Reaktion wurde mit H;PO,4 (50 uL, 2 % (v/v)) ge-
stoppt, und die Wells wurden darauf mit H,O (2x200 uL) oder NaCl (2x200 uL, 0,9 %
(w/v)) ausgewaschen.
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ABKURZUNGEN

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

FDA Food and Drug Administration

RNA Ribonukleinsaure

EGFR epidermal growth factor receptor

Da Dalton

SF Scoring-Funktion

VS Virtuelles Screening

EF Enrichment Factor

RTK Rezeptor-Tyrosin-Kinasen

MD Molekilldynamik-Simulation

PB/SA Poisson-Boltzmann/Surface Area

GB/SA Generalized Born/Surface Area

MM-PB/SA Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann/Surface Area
MM-GB/SA Molecular Mechanics generalized Born/Surface Area

LR-MMPBSA Linear Response Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann/Surface
Area
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