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Thema: Berechnung und Visualisierung von Kavitiiten in Molekiilen wiihrend eines Docking-Prozesses

In der Medizin und Pharmazie ist es fiir viele Forschungsbereiche grundlegend wichtig, das Verhalten von
Molkiilen verstehen und vorhersehen zu kdnnen. So ist ¢s besonders fiir dic Entwicklung neuer Medikamente
essentiell, die Interaktion von groBen und komplexen Molekiilen, wic Proteinen, untereinander nachvollzichen.
zu konnen und zu prognostizieren, ob und wie Liganden an solche andocken konnen.

Voraussetzung fiir das Andocken eines Liganden an ein Protein ist, dass dessen Oberfliche in die Kavititen,
also die Hohlraume, des Mokekiils,passt.

Wahrend eines Docking-Prozesses kann es nun passieren, dass sich die riumliche Struktur des Molekiils und
somit auch die Kavititen verdndern, sodass vermeindlich passende Liganden, nicht mehr andocken kénnen.

Ziel dieser Arbeit ist es nun, Kavitiiten von Molekiilen und Protein-Ligand-Komplexen zu berechnen und den
Einfluss eines Docking-Prozesses auf die inneren Strukturen zu beobachten und zu visualisieren. Dazu wird
auf den Algorithmus des PyMol Plugins KVFinder aufgebaut, welcher mit Hilfe von geometrisch basierten
Methoden Kavititen in einzelnen Molekiilen findet, Der Algorithmus soll so erweitert werden, dass Veréin-
derungen durch den Dockingprozess, berechnet und zusammen mit dem Liganden visualisiert werden, um An-
dockmdglichkeiten vor und nach dem Dockingprozess vergleichen zu kénnen.

Die inhaltlichen Schwerpunkte der Arbeit sind:

Recherche iiber chemische Eigenschaften und Protein-Ligand-Docking
Berechnung von inneren ridumlichen Strukturen von Molekiilen
Entwicklung einer Umgebung zur Visualisierang von Kavititen
Implementierung von Berechnung und Visualisierung

Demonstration der Ergebnisse

S S oE W b

Dokumentation und Bewertung der Ergebnisse
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwicklung eines OpenGL-basierten
Tools zur Visualisierung von Hohlrdumen in Proteinen, welche wahrend ei-
nes statischen Dockings beobachtet werden konnen. Ziel ist es, anhand von
Informationen tiber Abstidnde zwischen Proteinen und Liganden, Schluss-
folgerungen tiber Interaktionen zu ziehen, um daraus Ansétze fiir die Ent-
wicklung kiinstlicher Liganden zu gewinnen.

Zundchst wird auf chemische Grundlagen eingegangen, die das Thema
motivieren und fiir das Verstandnis der Thematik und der genutzten Algo-
rithmen wichtig sind. Des Weiteren wird bestehende Software vorgestellt,
die dhnliche Sachverhalte 16st. Anschlieffend werden die Voraussetzungen
zur Entwicklung des Programmes genannt, woraufhin dieses detailliert be-
schrieben wird. Zum Abschluss wird das Tool in Hinblick auf Performance
und Nutzen evaluiert und ein zusammenfassendes Fazit getroffen, in dem
sich das Programm als gute Hilfe fiir bestehende Forschungen und gute
Basis fiir weitere, tiefergehende Forschungsprojekte erweist.



Abstract

The present thesis describes the development of an OpenGL-based tool vi-
sualizing cavities of proteins, which can be observed during a static dock-
ing simulation. The goal is to achieve knowledge about interactions be-
tween proteins and ligands based on information about distances between
them.

At first chemical basics, which motivate the topic and are important for
understanding the topic and the used algorithms, are presented. Further-
more existing software, which deals with similar issues, is described. Next
the prerequisites for the development of the program are presented and the
tool is described in detail. Concluding the tool is evaluated concerning per-
formance and usage and a summarizing conclusion is given. The program
turns out as a helpful tool for current research and a good base for further
and deeper research projects.
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1 Motivation

Das Verstandnis von Proteinen ist in vielen Bereichen unseres Lebens von
grundlegender Bedeutung. Ob es darum geht, die Ursache von Krankhei-
ten zu verstehen und Ansitze fiir neue Medikamente zu finden oder die
Wirkungsweise von Drogen oder anderen Schadstoffen zu verstehen - die
Antworten auf die Fragen des ,, Warum?“oder ,Wie? “konnen meistens nur
dadurch gefunden werden, die Wechselwirkungen verschiedener Proteine
und Liganden zu prognostizieren, zu erkennen und zu analysieren.

Da Proteine ihre Funktionen in der Regel immer erst durch die Bindung
anderer Proteine oder Liganden aktivieren, ist es nicht nur wichtig ein Ver-
standnis tiber die komplexen Strukturen eines einzelnen Proteins zu haben,
sondern die Interaktion mehrerer Proteine zu verstehen und einen visuel-
len Eindruck der Auswirkungen eines solchen Prozesses zu erhalten.

Ob und auf welche Weise Proteine miteinander agieren, wird durch ihre
Oberflachenstruktur bestimmt. Durch bestimmte Faltungen eines Proteins
konnen Bindungstaschen entstehen, die durch ihre chemischen Eigenschaf-
ten potenzielle Andockstellen fiir spezifische Proteine oder Liganden bil-
den.

Diese Arbeit beschreibt die Entwicklung eines Tools zur Berechnung, Vi-
sualisierung und Analyse von Hohlrdumen eines Proteins, welche Benut-
zer wihrend eines Dockingprozesses beobachten konnen sollen. So soll es
moglich sein, zum Einen die Oberfldche und innere Strukturen eines Prote-
ins detailliert untersuchen zu kénnen und zum Anderen auch die Auswir-
kungen des Anbindens eines Liganden auf eine Bindungstasche erkennen
und Bindungssituationen analysieren und bewerten zu kénnen.

2 Einleitung

Proteine bilden einen der wichtigsten Grundbausteine des menschlichen
Korpers. Dies ist spdtestens seit dem Aufkommen von modernen Fitness-
eiweiflshakes und -riegeln jedem bekannt. Aber nicht nur beim Aufbau von
Muskeln sind diese komplexen Molekiile beteiligt. Proteine machen bis zu
15% der Korpermasse aus[25] und sind auf etliche Arten und Weisen es-
sentiell fiir unser Leben. In Form von Hormonen, Enzymen oder Antikor-
pern sind sie intensiv an den meisten Funktionalititen des menschlichen
Organismus beteiligt, indem sie Stoffwechselprozesse in Gang bringen, das
Immunsystem unterstiitzen oder lebenswichtige Stoffe transportieren und
bilden damit das Fundament fiir gesundes Leben.

Man kann sich somit aber auch leicht vorstellen, dass Proteine, aufgrund
ihrer ,Méachtigkeit”“nicht nur Segen, sondern auch Fluch sein kénnen. De-
fekte Proteine, Viren oder Drogen konnen die Funktionalitdten der Proteine
sehr schnell ausschalten oder sogar ins Negative umwandeln. Krankheiten



wie Diabetes mellitus, Mukoviszidose oder Krebs sind alle auf Stérungen
des Wechselspiels von Proteinen zuriickzufiihren.

Um die Prozesse eines gesunden Organismus, aber auch die Ursache von
Krankheiten verstehen zu konnen, ist es essentiell zu wissen, wie Proteine
funktionieren und wodurch bestimmte Funktionalititen entstehen.

2

Abbildung 1: Das Schliissel-Schloss-Prinzip

An dieser Stelle spielen die Oberfliche und die Struktur der Molekiile die
entscheidenden Rollen, da Proteine und Liganden nach dem Schliissel-Schloss-
Prinzipfl] interagieren. Passt die Struktur eines Liganden in die Struktur
eines Proteins, so konnen sie einen Protein-Ligand-Komplex bilden. Dies
hangt allerdings auch von einigen chemischen Eigenschaften ab, welche in
den folgenden Kapiteln vorgestellt werden.

3 Chemische Grundlagen

3.1 Proteine

Proteine sind biologische Makromolekiile, welche in allen Zellen auftre-
ten und bis zu 50% ihres Trockengewichtes ausmachen. Sie setzen sich aus
Aminosduren zusammen, welche durch Peptidbindungen zusammenge-
halten werden. Insgesamt setzen sich die Proteine des Menschen aus 21
verschiedenen Aminosduren zusammen, von denen acht nicht vom Men-
schen selbst hergestellt werden konnen. Daher ist die Aufnahme von Pro-
teinen {iber die Nahrung auch besonders wichtig.

Die Aminosduresequenz eines Proteins ist in der DNS codiert, anhand wel-
cher Ribosomen, makromolekulare Komplexe, die jeweiligen Aminosauren
zu Proteinen zusammensetzen konnen (vgl. zu diesem Abschnitt [12]). Ab-
hédngig von der Abfolge der Aminosduren entstehen verschiedene Struktu-
ren, die im Folgenden beschrieben werden.

3.1.1 Strukturen von Proteinen

Die dreidimensionalen Strukturen von Proteinen werden durch vier ver-
schiedene Strukturebenen beschrieben.



Die Primérstruktur, die Sekundarstruktur, die Tertidrstruktur und die Quar-
tarstruktur.

Diese Strukturen entstehen durch Wechselwirkungen zwischen NH- und
CO- Gruppen innerhalb derselben oder zwischen verschiedenen Polypep-
tidketten und werden durch diese stabilisert. Diese Wechselwirkungen sind
die sogenannten Wasserstoff- und Disulfidbriicken.

Die Primérstruktur beschreibt die Aminosduresequenz des Proteins, also
die Abfolge der Aminoséduren in der Peptidkette.

Die Sekundérstruktur definiert auf einer nachst hdheren Ebene die rdum-
liche Struktur von lokalen Bereichen. Mogliche Strukturen sind beispiels-
weise die « -Helix und das 5 - Faltblatt.

Die Tertidrstruktur beschreibt die raumliche Struktur einer Unterheit und
die Quartirstruktur umfasst die dreidimensionale Struktur des vollstandi-
gen Proteinkomplexes mit allen Untereinheiten (vgl. zu diesem Abschnitt
[14]).

Abbildung zeigt eine Ubersicht dieser Strukturen.

Sekundérstruktur

Quartarstruktur Tertidrstruktur

07N L ks a-Helix
.

@Y B-Faltblatt

Primérstruktur

Tyr-Lys- Ala-Ala-Val-Asp-Leu-Ser-His-Phe-Leu-lys-Glu-Lys
Asp-Trp-Trp-Glu-Ala-Arg-Ser-Leu-Thr-Thr-Gly-Glu-Thr-Gly-Tyr-Pro-Ser

Abbildung 2: Die vier Strukturebenen von Proteinen
Von Holger87 - Eigenes Werk, CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=20396685

Die initiale Struktur eines Proteins erfolgt im Allgemeinen wéhrend des
Translationsprozesses, der , Geburt“eines Proteins. Anhand der Basense-
quenz der DNS werden die Proteine an den Ribosomen in den menschli-
chen Mitochondrien oder den pflanzlichen Chloroplasten synthetisiert.
Die Proteinstruktur kann aber auch nachtraglich durch Wechselwirkungen
mit Enzymen, Chaperonen und Liganden beeinflusst werden, wenn es zu
Konformationsanderungen kommt. Hierbei kann es zu neuen Oberfldche-
neigenschaften und der Aktivierung neuer Funktionen kommen (vgl. zu
diesem Abschnitt [14]]). Wie die Proteinoberflache definiert und beschrie-
ben werden kann, wird im folgenden Abschnitt erldutert.



3.1.2

Schaut man sich Abbildungen in Schulbiichern oder dhnlichen Quellen an,
fallt auf, dass hdufig nur das Riickgrat zur vereinfachenden Darstel-

Oberflichendefinitionen

Solvent
Accessible
~ Surface

Solvent
Excluded
Surface

Probe __Van der Waals
Sphere A < Oberflache

Protein

Abbildung 3: Verschiedene Oberflichendefinitionen

lung der komplexen Strukturen genutzt wird.

Viel essentieller fiir die Funktionalitdt eines Proteins ist jedoch die Oberfla-
che. Diese wird erst durch die Seitenketten der Aminosiuren des Proteins

bestimmt.

Da auch die Oberflache von Proteinen sehr komplex sein kann und feine
Strukturen aufweist, gibt es verschiedene Methoden und Definitionen die-
se zu abstrahieren und zu beschreiben. Eine Ubersicht iiber die Varianten

illustriert Abbildung[3].

1.

Van der Waals Oberfliche Die Van der Waals-Oberfliche wird durch
die individuellen Van der Waals-Radien aller Atome bestimmt. Diese
Radien geben an, auf welchen Abstand sich nicht gebundene Atome
potentiell anndhern konnen. Zur Visualisierung nutzt man da-
zu Kugeln mit den entsprechenden Radien, sodass die Hiillen dieser

Kugeln die Van der Waals-Oberfldche bilden.

Solvent Accessible Surface Area Die SASA beschreibt die Oberfldche ei-
nes Molekiils, die zuganglich fiir einen bestimmten Stoff ist. Zur Be-
rechnung wird der ,Rolling Ball “Algorithmus genutzt. [@]

Eine Kugel mit dem Radius des gewdiinschten Stoffes wird um das
Protein gerollt. Jeder Punkt, der von dieser Kugel besetzt werden
kann, ohne dass das Protein geschnitten wird, gehort zur SASA.
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3. Solvent Excluded Surface Die SES, auch Connolly Surface genannt, hangt
dicht mit der SASA zusammen. Der Algorithmus zur Berechnung ba-
siert auf dem gleichen Rolling-Ball-Prinzip. Alle Punkte der van-der-
Waals Oberfliche eines Proteins, die von einem Stoff bertihrt, aber
nicht geschnitten werden, sowie die Punkte der zum Protein gewand-
ten van-der-Waals Oberfliache eines Stoffes, wenn er mehr als ein Atom
des Proteins beriihrt, gehoren zur SES. Im Grunde ist diese Oberfla-
chendefinition nichts anderes als das Inverse der SASA.[24]

Durch Faltungen der Oberflichen und daraus resultierenden chemi-
schen Eigenschaften werden die verschiedenen Funktionalitdten von Prote-
inen realisiert. Welche Aufgaben Proteine {ibernehmen, erldutert der nédchs-
te Abschnitt.

3.1.3 Funktionen von Proteinen

Wie bereits angesprochen tibernehmen Proteine eine Vielzahl an Aufgaben
im Organismus. Die Funktionen der Proteine werden durch ihre Amino-
sduresequenzen und die daraus resultierenden Strukturen bestimmt.
Membranproteine sind vorwiegend aus hydrophoben, also wasserabwei-
senden Aminosduren aufgebaut und ermoglichen als Ionenkanal an den
Membranen den Transport von Ionen. Ein Beispiel hierfiir ist Porin.
Proteine treten des Weiteren in Form von Enzymen auf, wie zum Beispiel
die Katalase in der Leber. Sie bestehen aus mehreren Untereinheiten und
vielen Helix- und Faltblattanteilen. Charakteristisch ist das katalytische Zen
trum, welches fiir die Wirksamkeit eines Enzyms verantwortlich ist. An
dieser Stelle binden Substrate an.

Fine weitere Funktion, die Proteine iibernehmen, ist die Festigung und
Formgebung von Zellen, wie es zum Beispiel bei Kollagen der Fall ist.
Strukturproteine sind oft hydrophob und besitzen sich wiederholende Ami-
nosduresequenzen (vgl. zu den letzten drei Abschnitten [5]).

Besonders bei Enzymen wird die Wichtigkeit der Oberfldche eines Proteins
klar. Enzyme arbeiten nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip (I} Das bedeu-
tet, dass Substrate, deren Konformation mit dem katalytischen Zentrum
zusammenpasst, andocken konnen, um schlieflich verarbeitet zu werden.
Andert sich die Struktur und damit auch die Bindungsstelle, kann ein und
dasselbe Substrat nicht mehr andocken. Die Form und das Volumen der
Bindungsstelle ist also entscheidend fiir die Funktion des Enzyms. Auf
Wechselwirkungen, die diese Faktoren beeinflussen konnen, wird im Fol-
genden genauer eingegangen.

3.1.4 Wechselwirkungen zwischen Proteinen

Die komplexen Strukturen eines Proteins entstehen durch Wasserstoff- und
Disulfidbriicken zwischen NH- und CO-Gruppen. Aber nicht nur inner-



halb eines Proteins wirken Krifte, die wichtig fiir dessen Funktion sind.
Viel wichtiger und interessanter sind die Wechselwirkungen verschiedener
Proteine. Diese Interaktionen sind grundlegend fiir nahezu alle Prozesse ei-
nes Organismus, die Proteine benotigen.

Das Zusammenspiel von Proteinen ist auf nicht-kovalente Wechselwirkun-
gen zuriickzufithren. Das bedeutet, dass sich die Proteine keine Elektro-
nenpaare teilen, sondern chemisch miteinander interagieren. Zu den nicht-
kovalenten Bindungen gehoren zum Einen die Wasserstoffbriickenbindun-
gen, die bereits bei der Sekundarstruktur entscheidend sind, aber zum An-
deren auch van-der-Waals-Krifte, elektrostatische Wechselwirkungen oder
hydrophobe Effekte von Aminosdureresten an der Proteinoberflache (vgl.
zu diesem Abschnitt [13]).

Um Wechselwirkungen zwischen Proteinen zu untersuchen gibt es bereits
einige experimentelle biochemische und biophysikalische Methoden. Eini-
ge Beispiele hierfiir sind das Hefe-Zwei-Hybrid-System[6], das molekulare
Display[36], die Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie[18], der Li-
gandenbindungstest[4] oder das Thermal Shift Assay[27].

Dartiber hinaus treten zudem auch Wechselwirkungen zwischen Proteinen
und Liganden auf.

3.1.5 Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Liganden

Unter Liganden versteht man im Allgemeinen kleine Strukturen, wie klei-
ne Molekiile, Atome, Ionen oder Radikale, die sich an ein Protein anla-
gern. Insbesondere Molekiile, die spezifisch an Oberflachenstrukturen ei-
nes Proteins binden und dadurch eine Konformitdtsianderung veranlassen
und Funktionalitaten realisieren, werden als Liganden bezeichnet.

Fiir gewohnlich weist ein Protein auf seiner Oberfldche ein oder mehre-
re Bindungszentren auf, die fiir einen speziellen Liganden eine besonders
hohe Bindungsaffinitdt haben. Die Wechselwirkungen zwischen Proteinen
und Liganden sind somit spezifisch [31], weswegen ihnen auch in der For-
schung ein besonders hoher Stellenwert zuteil wird. Das néachste Kapitel
geht ndher auf die pharmazeutische Forschung im Umgang mit Proteinen
ein.

3.2 Proteine in der Pharmazie

Aufgrund der Spezifitit von Protein-Ligand-Komplexen, bilden sie in der
pharmazeutischen und medizinischen Forschung einen besonders wichti-
gen Forschungsschwerpunkt.

Um verstehen zu kénnen, wodurch Krankheiten ausbrechen oder das kor-
pereigene Immunsystem angegriffen wird, muss der Ursprung gefunden
werden, welcher fast immer bei einer fehlerhaften oder ausbleibenden Wech-



selwirkung von Proteinen liegt.

An diesem Punkt setzt auch die Medikamentenforschung an. Ist es moglich
die dreidimensionalen Strukturen und die chemischen Eigenschaften einer
Proteinoberflache zu analysieren, konnen synthetische Liganden beispiels-
weise als Arzneimittel entwickelt werden, indem die Bindungsaffinitidt zu
bestimmten Stellen ausgenutzt wird. Der nachfolgende Abschnitt liefert ein
Beispiel, in dem eine solche Analyse erfolgreich war.

3.2.1 Beispiel eCD4-1g

Ein aktuelles Beispiel fiir diese Form des Medikamentendesigns ist das von
Forschern des Scripps Research Instituteﬂ in Florida entwickelte Molekiil
eCD4-1g, durch welches ein dauerhafter Schutz vor einer HIV-Infektion an-
gestrebt wird.[30]

Bei einer HIV-Infektion docken die HI-Viren mit Hilfe von CD4-Rezeptoren,
welche an der Oberflache von Zellen des Inmunsystems sitzen, oder CCR5-
Rezeptoren, welche in Leukozyten und Leukoplasten verbreitet sind, an
ihren Wirtszellen an.

CD4-

Rezeptoren

Abbildung 4: Wirkungsweise von eCD4-1g

eCD4-1g wurde so designt, dass es an die Oberflachenproteine des HI-Virus
bindet, sodass das Andocken an die Wirtszellen verhindert wird (vgl. Ab-
bildung [). Getestet wurde dieses Molekiil in einer 40-wochigen Studie.
Der Bauplan von eCD4-1g wurde iiber einen Tragervirus in Zellen von vier
Affen gesetzt, welchen anschlieffend hohe Dosen des tierischen Ursprungs-
virus von HIV, des Simianen Immunschwiche-Virus (SIV) zugefiihrt wur-
den.

Im Gegensatz zu einer weiteren Gruppe Affen, welche keine eCD4-lg The-
rapie bekamen, wies keines der Tiere am Ende der Testphase eine SIV-
Infektion auf (vgl. zu diesem Kapitel [30]).

Dieses Beispiel zeigt deutlich, wie viel Potential in dem Verstindnis von

"Mttp://www.scripps.edu/
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Proteinen und deren Oberfldchen steckt und wie hilfreich eine visuelle Dar-
stellung solcher abstrakter und komplexer Molekiile sein kann, um zu er-
kennen ob, an welcher Stelle und mit welchem Effekt das Binden eines Me-
dikaments moglich ist. Solche Probleme und Fragestellungen werden unter
dem Begriff des Protein Dockings zusammengefasst, welcher Inhalt des fol-
genden Kapitels ist.

3.3 Protein Docking

\
)
)
Bindungs-

kandidaten <> ‘ ‘

Protein

~

o
ok

Bindungskandidaten _ Zurlickgeworfene
In Komplex Bindungskandidaten

Abbildung 5: Protein-Ligand-Docking

Da fiir ein erfolgreiches Binden eines Liganden an ein Protein sehr viele
Faktoren eine Rolle spielen, ist es wichtig zu testen, ob und wie ein Ligand
tiberhaupt binden kann.

Wihrend praktische Methoden im Nasslabor sehr zeitaufwéndig sind und
auch hohe Kosten verursachen, bildet das sogenannte ,,Docking “eine deut-
lich effizientere Moglichkeit, das Bindungsverhalten von Proteinen und Li-
ganden zu untersuchen.

Docking ist ein computergestiitztes Verfahren, welches versucht virtuell
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den Bindungsmodus und die Bindungsenergie zwischen Molekiilen zu pro-
gnostizieren. Anhand bekannter chemischer und rdumlicher Strukturen soll
ein Komplex zweier Molekiile vorhergesagt werden, der im besten Fall rea-
len Verhiltnissen sehr nah kommt [§8]]. Ist eine Verbindung dieser beiden
Strukturen nicht moglich, so wird auch das prognostiziert. Abbildung
skizziert dieses Verfahren.

Da Proteine hochkomplex, Rechenkapazititen jedoch begrenzt sind, ist es
notig, mit Anndherungen an die Realitdt zu arbeiten.

So gibt es Verfahren, wie das ,starre Docking”, die annehmen, dass sich
Molekiile wihrend eines Bindungsvorgangs nicht verdndern oder Metho-
den, die nur ein Molekiil flexibel halten.

Ob es sich um Protein-Protein-Docking, Protein-Ligand-Docking oder DNA-
Docking handelt, bestimmt, welche Algorithmen letztendlich genutzt wer-
den.

Da fiir das Docking die Kenntnis der raumlichen Strukturen von Protei-
nen unabdingbar ist, ist eine gute Visualisierung dieser Molekiile hilfreich
und auch nicht mehr wegzudenken. Hierfiir gibt es einige etablierte Tools,
welche in dem néchsten Kapitel vorgestellt werden.

4 Visualisierung von Proteinen

Um ein umfassendes Bild und ein Verstiandnis von Proteinen zu erlangen,
ist es sehr wichtig einen visuellen Eindruck der komplexen Strukturen zu
bekommen. Wie sieht ein Protein aus? An welchen Stellen liegen besondere
Konformationen vor? Welche Konsequenzen konnen aus diesen Strukturen
gezogen werden?

In der vorelektronischen Zeit war es kaum moglich, Antworten auf die-
se Fragen zu finden. Visualisierungen von chemischen Strukturen wurden
mit der Hand angefertigt, erforderten dadurch viel Zeit und Arbeit und er-
moglichten lediglich einen visuellen Eindruck eines einzigen Zustandes.
Die Entwicklung von Computern und Grafikkartenprogrammierung wa-
ren ein grofier Zugewinn fiir die medizinische und pharmazeutische For-
schung. Mit verschiedenen Tools war und ist es moglich, dreidimensionale
Bilder von Proteinen und anderen Strukturen zu erzeugen, mit diesen zu
interagieren und so das Verhalten solch grofier Molekiile nachzuvollzie-
hen.

Als Grundlage fiir genaue Visualisierungen von Proteinen dienen Daten-
sdtze, die beispielsweise durch Kristallstrukturanalysen gewonnen wer-
den. Diese Datensétze werden in der Protein Data Bank (PDB) gespeichert,
welche im folgenden Kapitel beschrieben wird.



4.1 Protein Data Bank

HEADER  PLANT PROTEIN 30-APR-81  1CRN
TITLE WATER STRUCTURE OF A HYDROPHOBIC PROTEIN AT ATOMIC RESOLUTION.
TITLE 2 PENTAGON RINGS OF WATER MOLECULES IN CRYSTALS OF CRAMBIN
COMPND M

0L_ID: 1;

COMPND 2 MDLECULE: CRAMBIN;
COMPND 3 CHAIN: A;

COMPND 4 ENGINEERED: YES

MOL_ID: 1;
SOURCE 2 ORGANISM_SCIENTIFIC: CRAMBE HISPANICA SUBSP. ABYSSINICA;
SDURCE 3 ORGANISM_TAXID: 3721;

SDURCE 4 STRAIN: SUBSP. ABYSSINICA ATOM 305 0 TYRA 44 14.930 0.862 13.568 1.60 6.04 [
KEYWDS ~ PLANT SEED PRDTEIN, PLANT PROTEIN ATOM 306 CB TYR A 44 13.200 11.914 14.671 1.80 5.41 c
EXPOTA  X-RAY DIFFRACTION | ATOM 387 CB TYR A 44 12.888 12.810 14.330 1.88 5.34 c
AUTHOR  W.A.HENDRICKSON,M.M.TEETER ATOM 388 CD1 TYR A 44 12,119 13.853 15.332 1.88 6.50 c
REVDAT 7 11-JUL-12 1CRN 1 SCALEL VERSN HEADER ATOM 380 CD2 TYR A 44 108.775 12.617 13.762 1.88 5.04 c
REVDAT 6 24-FEB-89 1CRN 1 VERSN ATOM 316 CEL TYR A 44 11.845 14.675 15.516 1.88 5.07 c
REVDAT 5 16-APR-B7 1CRN 1 HEADER ATOM 311 CEZ TYR A 44 9.676 13.433 14.848 1.80 5.17 c
REVDAT 4 G4-MAR-B5 1CRN 1 REMARK ATOM 312 CZ TYR A 44 0.882 14.456 14.006 1.88 5.06 c
REVDAT 3 38-SEP-83 1CRN 1 REVDAT ATOM 313 OH TYR A 44 8.740 15.265 15.260 1.80 B.G0 [}
REVDAT 2 03-DEC-81 1CRN 1 SHEET ATOM 314 N ALA A 45 14.342  8.648 15.422 1.88 4.76 N
REVDAT 1 28-JUL-B1 1CRH B ATOM 315 CA ALAA 45 15.445 7.667 15.246 1.88 5.80 c
JRNL AUTH  M.M.TEETER ATOM 316 C  ALAA 45 15.171 6.533 14.280 1.80 6.67 c
JRNL TITL  WATER STRUCTLRE OF A HYDROPHOBIC PROTEIN AT ATOMIC ATOM 317 O ALAA 45 16.893 5.765 14.839 1.80 7.56 [
JRNL TITL 2 RESOLUTION: PENTAGDN RINGS OF WATER MOLECULES IN CRYSTALS OF ATOM 318 CB ALA A 45 15.680 7.800 16.682 1.80 6.82 c
JRNL TITL 3 CRAMBIN. ATOM 310 N ASN A 46 13.066 6.562 13.730 1.88 5.89 N
JRNL REF  PROC.NATL.ACAD.SCI.USA V. 81 6014 1984 ATOM 328 CA ASN A 4B 13.512 5.305 12.878 1.88 6.15 c
JRNL REFN ISSN 0927-8424 ATOM 321 C ASN A 4B 13.311 5.853 11.455 1.88 6.61 c
JRNL PMID 16593516 ATOM 322 0 ASN A 4B 13.733  6.020 11.826 1.88 7.18 0
JRNL DOI  16.1073/PNAS.81.19.6014 ATOM 323 CB ASN A 46 12.266  4.769 13.501 1.80 7.27 c
REMARK 1 ATOM 324 CG ASN A 48 12.538  4.384 14.922 1.60 7.98 c
REMARK 1 REFERENCE 1 ATOM 325 OD1 ASN A 46 11.982 4.B49 15.836 1.60 11.00 [
REMARK 1 AUTH  W.A.HENDRICKSON,M.M.TEETER ATOM 326 NDZ ASN A 46 13.487 3.208 15.815 1.80 16.32 N
REMARK 1 TITL STRUCTURE OF THE HYDROPHOBIC PROTEIN CRAMBIN DETERMINED ATOM 327 OXT ASN A 46 12.783  4.073 10.746 1.88 7.86 o
REMARK 1 TITL 2 DIRECTLY FROM THE ANOMALOUS SCATTERING OF SULPHUR TER az8 ASN A 46

REMARK 1 REF  NATURE V. 208 187 1081 CONECT 20 282

REMARK 1 REFN ISSN 8928-8836 CONECT 26 220

REMARK 1 REFERENCE CONECT 116 188

REMARK 1 AUTH  M.M.TEETER,W.A.HENDRICKSON CONECT 188 116

REMARK 1 TITL  HIGHLY ORDERED CRYSTALS OF THE PLANT SEED PROTEIN CRAMBIN CONECT 229 26

REMARK 1 REF  J.MOL.BIOL. V. 127 219 1079 CONECT 282 28

REMARK 1 REFN ISSN 8922-2836 MASTER 24 @ @ 2 2 1 @ 6327 1 & 4

REMARK 2

Abbildung 6: Aufbau einer PDB-Datei

Mit tiber 100.000 Eintrdgen ist die Protein Data Bank die zentrale Daten-
bank fiir 3D-Strukturdatensdtze von Proteinen.

Eine typische PDB-Datei, wie sie in Abbildung|6|zu sehen ist, ist eine Text-
datei und speichert spaltenbasiert allgemeine Informationen, Positionen
und Bezeichnungen einzelner Atome und Vorkommen strukturgebender
Aminosduren ab.

Seit dem Jahre 2003 ist die Protein Data Bank durch die Griindung der
Worldwide Protein Data Bank ( waDBﬂ international zuganglich und wird
durch die Mitglieder in Europa (ePDB), der USA (RCSB) und Japan (PDBj)
verwaltet.

Dieses Format bildet einen Standard, der von allen Tools einheitlich verar-
beitet werden kann, um Visualisierungen von Proteinen zu generieren. Ei-
nige Beispiele fiir solche Visualisierungssoftware werden im niachsten Ab-
schnitt vorgestellt.

4.2 3D-Grafiksoftware

Heutzutage gibt es einige etablierte Visualisierungstools, die neben hoch-
aufgelosten Darstellungen auch die Interaktion mit Proteinen realisieren.
Einige kostenfreie Beispiele hierfiir sind ]moﬂAbb. , UGENEEL VlekAbb.
@), BALLH oder QuteMoﬂ Eines der verbreitetsten Tools ist jedoch das Open-
Source Tool PyMOlEkAbb. E[) Neben den umfangreichen Visualisierungs-

nttp://www.wwpdb.org/
3http://jmol.sourceforge.net/
4http://ugene.net/
®http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
®http://www.ball-project.org/
"nttp://qutemol.sourceforge.net/
8https://www.pymol.org/
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moglichkeiten und der Betriebssystemunabhédngigkeit bietet PyMOI den
Vorteil, dass ein Python-Interpreter integriert ist, wodurch es leicht mog-
lich ist, die Funktionalitdt durch Plugins zu erweitern. Eine Liste verfiigba-
rer Plugins kann dem PyMOL-Wiki entnommen werden. [35]

BE1%]

& thyroxine.cml - thyroxine

ile Edit Display View Tools Macros Help

m@ Plels @ e ax @ [e]e]s|s]n

1.1:853 542%279 10.1/17.8 Mb; 10,9 ms

Abbildung 7: VMD User Interface

Abbildung 8: JMOL User Interface

=T

Abbildung 9: PyMol User Interface

Eines dieser Plugins ist KVFinder [29]. KVFinder erméglicht es, die
Hohlrdume, und somit potentielle Bindungstaschen fiir Liganden in Pro-
teinen zu berechnen und zu visualisieren. Dadurch soll es moglich sein,
die Oberfldche eines Proteins noch besser zu veranschaulichen und mog-
liche Bindungsstellen leichter zu lokalisieren. Auf dieses Tool und seinen
Algorithmus wird im weiteren Verlauf genauer eingegangen, da es Grund-
lage des in dieser Arbeit entwickelten Programmes bildet.

Zunichst wird jedoch ein Uberblick iiber bestehende Verfahren zur Berech-
nung von Hohlrdumen gegeben.

5 Berechnung von Kavititen
Um Oberflichen und ihre Hohlrdume, die Kavitidten, zu untersuchen und

potentielle Bindungsstellen vorherzusagen und zu charakterisieren, wurde
uiber die Jahre eine Vielzahl an Software entwickelt.
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Einige Beispiele sind LIGSITE [2], PocketPicker [28], PocketFinder [1], Q-
SiteFinder [20], MetaPocket [17], POCASA [37], DoGSite [26], ConSurf [3]],
VOIDOO [21]], Fpocket[32] und KVFinder [29].

Die zugrunde liegenden Algorithmen lassen sich grob in drei verschiede-
ne Kategorien einordnen und werden im Folgenden erldutert - Geometrie-
basierte, Energie-basierte und auf evolutiondren Prinzipien basierende Ver-
fahren.

5.1 Auf evolutioniren Prinzipien basierende Methoden

Bei Methoden, die auf evolutiondren Prinzipien basieren, werden die Res-
te von Aminosdureketten untersucht, da diese eine wichtige Rolle fiir die
Bindungsalffinitdt einer Oberfliche spielen. Dabei bedient man sich dem
Wissen tiber bekannte Eigenschaften bestimmter funktioneller Gruppen.
ConSurf ist ein Beispiel fiir diese Herangehensweise und visualisiert Bin-
dungsstellen durch die Einfarbung von Resten, wie es Abbildung [10] zeigt.
Wie dies im Detail funktioniert, wird im korrespondierenden Paper [3] be-
schrieben.

| PEEEEE

Variable Ayerage Conserved

Abbildung 10: Ergebnis ConSurf

5.2 Energie-basierte Methoden

Bei energiebasierten Verfahren fokussiert man sich auf die Analyse von
Wechselwirkungen zwischen einem Protein und Probe Spheres, um so Stel-
len zu finden, die hohe Bindungsaffinititen aufweisen und somit inter-
essante Kavitdten bilden. Diese Technik findet zum Beispiel bei Q-SiteFinder
Einsatz. Wie genau der zugrunde liegende Algorithmus funktioniert, kann

12



dem entsprechenden Paper [20] entnommen werden. Ein mogliches Ergeb-
nis dieser Anwendung zeigt Abbildung|11}

Abbildung 11: Ergebnis Q-SiteFinder

5.3 Geometrie-basierte Methoden

Geometrische Methoden untersuchen zur Detektion von Kavititen die mo-
lekularen Oberfldchen von Proteinen. Dazu bedient man sich haufig drei-
dimensionaler Grids, wie es beispielsweise bei POCASA (vgl[12), Pocket-
Picker oder KVFinder der Fall ist.

Abbildung 12: Algorithmus POCASA

Weitergehend werden oft sogenannte Probe Spheres mit individuellen Ra-
dien benutzt, die einmal um das Protein laufen, um so die Oberflichen-
struktur zu analysieren. Beispiele dazu sind KVFinder(vgl{13) oder POCA-
SA, dem Begriinder dieses Roll-Algorithmus.
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Basic | Advanced | Resuks | Configurations

Msin | Options

Select a few residues and press Draw New Box
Draw New Box | Delete Box

Box Padding:
3.5

Minimum X 13
Maximum X 18
Minimum ¥ N
Maximum ¥ :

Minimum Z

Maximum Z

Abbildung 13: Ergebnis KVFinder

Input File:
2j61_A
2j61_A g

Refresh List
Output Folder
homeffelipa/KVFinder_new/
Change Folder

Output Base Name:

* Ovenwrite Existing File

Run KVFinder

Save Parameters

PocketPicker hingegen benutzt Gap-Spheres, die sofort in den Hohlrdumen
platziert werden und solange verkleinert werden, bis sie von keinen Ato-

men geschnitten werden.

Es gibt jedoch auch Beispiele, die nicht mit Grids arbeiten, sondern auf
anderen geometrischen Prinzipien basieren. FPocket basiert beispielsweise
auf Voronoi-Tessellierung (vgl{l4) und DoGSite arbeitet mit einem Diffe-
rence of Gaussian Verfahren, welches eigentlich aus der Bildverarbeitung

bekannt ist.

Abbildung 14: Ergebnis FPocket
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Beschreibungen der Algorithmen und Ergebnisse sind auf den Abbildun-
gen und [14] zu sehen und kénnen in den dazugehérigen Papern ge-
nauer nachvollzogen werden.

Dartiber hinaus gibt es Programme, die mehrere Algorithmen miteinan-
der kombinieren, um ein mdglichst optimales Ergebnis aus verschiedenen
Methoden zu generieren. So arbeitet MetaPocket beispielsweise mit Pro-
gnosen von Kavitdten, die durch Programme wie LIGSITE, Q-SiteFinder
oder POCASA generiert werden. Diese werden bewertet und verschieden
gewichtet, um daraus die potentiellen und ,besten”Bindungsstellen und
Bindungstaschen zu filtern. Abbildung [15|skizziert diese Prozedur.

Given protein structure

Verify results from each predictor

Calculate the z-score value for each pocket
site in different predictors

Get the top 3 pocket sites from each

their spatial similarity

B Calculate the total z-score for each final
cluster

predictor
Clustering those 3xN pockets according to

Rank the final clusters by their total z-score

Calculate the mass center for each cluster —

(Residue mapping)

Prediction pocket sites (single point and clusters)

c ‘ Identify potential binding residues

Output Prediction pocket sites from single methods

Potential ligand binding residues for each pocket

Abbildung 15: MetaPocket Algorithmus

Da sich geometrische Verfahren jedoch sehr gut veranschaulichen las-
sen und leicht nachvollziehbar sind, richtet sich der Fokus im Folgenden
auf das Pymol Plugin KVFinder, welches die Grundlage des in dieser Ar-
beit entwickelten Tools CavityDetector bildet.

5.4 KVFinder

Wie bereits beschrieben, ist KVFinder ein Plugin fiir die Software PyMol
und berechnet mit Hilfe von geometrischen Methoden Hohlrdume von Pro-
teinen. KVFinder bietet dem Benutzer viele Moglichkeiten, verschiedene
Parameter anzupassen, um so verschiedene Arten von Kavitdten, wie Bin-
dungstaschen, Tunnel oder schmale Einkerbungen zu finden. Desweite-
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ren ist es moglich, nur bestimmte und fiir den Benutzer interessante Teile
des Proteins zu untersuchen, sodass unnétiger Rechenaufwand vermieden
wird.

Welcher Algorithmus KVFinder zugrunde liegt und welche Vor- und Nach-
teile dieser bietet, wird in den folgenden Kapiteln beschrieben.

Zunichst ist es jedoch wichtig zu wissen, wie KVFinder Kavititen tiber-
haupt definiert.

5.4.1 Definition von Kavititen

Als Kavitdten bezeichnet man im allgemeinen Hohlrdume. In Bezug auf
Proteine versteht man darunter durch die Oberfldchenfaltung entstehende
Taschen, Tunnel oder Ritzen.

Um diese konkret berechnen zu kénnen, ist es aber notwendig, zu definie-
ren, wo eine solche Kavitit anfangt und wo sie aufhort. Im Grunde definiert
KVFinder nichts Anderes als Kavitit, als die Differenz von einer Solvent
Excluded Surface des Proteins und des Proteins selbst, wie es Abbildung
[I6] veranschaulicht.

Solvent
Excluded

/ Surface

Cavity

Protein

Abbildung 16: KVFinder’s Definition von Kavitdten

Dazu werden anschaulich zwei Probe Spheres mit verschieden grofien Ra-
dien um das Protein bewegt.

Die kleinere Sphere, Probe In, definiert zundchst eine Solvent-Excluded-
Surface des Proteins, die fiir kleine Molekiile erreichbar ist. KVFinder legt
den Radius der Probe In auf 1.4 @ fest, was ungefdhr dem Radius eines
Wassermolekiils, dem kleinsten Molekiil, entspricht, um so den maximal
erreichbaren Bereich fiir einen Liganden zu beschreiben und die tatsachli-
che Oberfliache des Proteins anzunihern.
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Der Radius der grofieren Probe Sphere, Probe Out, kann durch den Benut-
zer bestimmt werden. Diese definiert eine weitere Solvent Excluded Sur-
face des Proteins.

Aus der Differenz dieser beiden Oberflachenbeschreibungen konnen schlief3-
lich die Kavitdten generiert werden (vgl. zu diesem Abschnitt [29]). Abbil-
dung (17| veranschaulicht dieses Verfahren. Wie dies im Detail von statten
geht, wird im nidchsten Abschnitt beschrieben.

Abbildung 17: Algorithmus KVFinder

5.4.2 Algorithmus

Um die Kavitidten berechnen zu konnen, benutzt KVFinder zwei dreidi-
mensionale Grids.

Nachdem ein Protein erfolgreich geladen worden ist, wird das erste Git-
ter initialisiert. Jedes Voxel, das von einem Atom des Proteins eingenom-
men ist, wird markiert. Zusitzlich werden alle Voxel markiert, die einen
Abstand kleiner des Probe Out-Radius zum Protein haben. Abbildung
zeigt die daraus resultierende Situation.
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Abbildung 18: Grid vor und nach Einfiigen des Proteins
blau markiert Protein-Bereich, griin zusatzlichen Bereich im Probe Out-Radius
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Im néchsten Schritt wird die Solvent Excluded Surface fiir die benutzer-
definierte Probe Out generiert. Dazu wird die Probe Sphere in jedes Voxel
gesetzt, welches selbst nicht im zuvor markierten Bereich liegt, jedoch di-
rekt zu diesem benachbart ist. Jedes zuvor markierte Voxel welches nun im
Radius der Probe Sphere liegt wird wieder als nicht zum Protein gehorend
markiert. Diesen Prozess veranschaulicht Abbildung

11 fofo|1|1 1|11 4§ EN 1T I N 5 1l1|ofolr|1l1]|1]1
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Abbildung 19: Grid vor, wahrend und nach Umlaufen mit Probe

Diese zwei Abldufe werden in einem zweiten Grid mit dem Probe In-
Radius wiederholt, sodass zum Schluss zwei Voxelgrids mit zwei Oberfla-
chenbeschreibungen vorliegen, eine Solvent Excluded Surface fiir die grofse
Probe Out, und eine Solvent Excluded Surface fiir die kleine Probe In.

Aus diesen Grids lassen sich schliefillich die Kavitidtenpunkte berechnen.
Dazu wird die Probe Out erneut im Probe Out-Grid in alle Voxel gelegt,
die nicht zum Protein gehoren. Alle Voxel die im Radius der Probe Out lie-
gen werden wieder markiert, diesmal jedoch im Probe In-Grid. Die {tibrig
gebliebenen Voxel, die weder zum Protein gehdren noch markiert wurden,
bilden die Kavititen.

Abbildungen 20| und 21] zeigen diese Operation.

1l1|ofo1|1|1|1]1 e B N N N e
o401l e e
1100 6/\0 11|11 111 1} é/\m 111 (1)1
1|0 n{ ofofo|o|1]1 1)1 (\ 0o 01|11
16l alololaloTo]o 1 (_\T ololol ool
1|1 ri ololoetolol1 1|1 é\ oo e g/f 1|1
vl o oo 1|11 1|11 1o 1|11
1|1 |1 10|21 ]21]1]|1 111 1|1 \1 ‘ 1|1 1|1
11|12 |o|2]|1]1]2 R

Abbildung 20: Grids fiir Probe Out (links) und Probe In (rechts)
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Abbildung 21: Markierung der nicht zu Kavitidten gehérenden Voxel

5.4.3 Vor- und Nachteile des Algorithmus

Wie zu erkennen ist, liefert dieser Algorithmus eine gute Anndherung an
die Hohlrdume, die man intuitiv vermuten wiirde. Da dieser Algorithmus
jedoch mit Grids arbeitet, kann es leicht zu Rundungsfehlern kommen, so-
dass entweder Kavitdtenpunkte gefunden werden konnen, die eigentlich
keine sind oder auch Kavitatenpunkte fehlen, wo man sie erwarten wiirde.
Dieses Phanomen wird auch in der 2D-Skizze[21|durch die orange markier-
ten Kavitdten deutlich.

Dieses Problem kann durch eine feinere Abtastung des Grids geltst wer-
den, da das Ergebnis dadurch wesentlich praziser wird. Ein feiner unter-
teiltes Grid bedeutet aber gleichzeitig einen deutlich hoheren Rechenauf-
wand, da auf Codeebene dreifach verschachtelte Schleifen durchlaufen wer-
den. Es ist also notwendig eine Balance zwischen Genauigkeit und geringer
Rechenzeit zu finden.

Ein weiterer Faktor, der das Ergebnis beeinflusst, ist der Radius der Probe
Out. Je grofier der Radius gewdhlt wird, desto ndher befinden sich die Ka-
vitdaten an der Oberfliche. Mochte man also eher innere Hohlrdume, wie
Tunnel finden, muss der Radius entsprechend kleiner definiert werden,
um das Innere des Proteins zu erreichen. Ist man hingegen an flacheren
Taschen oder Kerben interessiert, ist ein grofierer Radius von Vorteil. Ab-
bildung 22|aus dem Paper KVFinder’s visualisiert diesen Effekt.
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Abbildung 22: Kavitidtenberechnung
mit Probe Out Radius von 3 A (links) und 6 A (rechts)

Es gibt also einige Parameter, die das Ergebnis positiv oder negativ beein-
flussen konnen.

Gleichzeitig bieten diese Faktoren aber die Chance verschiedene Ergebnis-
se je nach Interesse des Benutzers zu generieren, was diesen Algorithmus
sehr umfangreich und individuell macht. Daher ist es nur sinnvoll diese
Parameter als Input-Variablen fiir den Benutzer zu definieren, um so effizi-
ent individuell zufriedenstellende Ergebnisse zu erzielen.

Des Weiteren sind Grid-Operationen leicht zu implementieren und erweiter-
bar. So ist es beispielsweise moglich, das Volumen einzelner Kavitdten zu
berechnen und zu kleine und gegebenenfalls uninteressante Hohlraume
herauszufiltern.

Ein weiterer Vorteil gegeniiber anderen nicht-geometrischen Methoden ist,
dass fiir diesen Algorithmus keine weiteren Datenbanken notwendig sind,
die Informationen iiber die Wechselwirkungen zwischen funktionellen Grup-
pen oder Daten anderer Proteine speichern.

Aufgrund dessen baut das durch diese Arbeit entwickelte Programm Cavi-
tyDetector auf diesen Algorithmus auf.

Das folgende Kapitel beschreibt die Entwicklung von CavityDetector, in-
dem zunéchst ein Uberblick iiber die Funktionen des Programmes gege-
ben wird, daraufhin Grundlagen beschrieben werden und auf die Struktur
eingegangen wird und abschlieflend generierte Ergebnisse bewertet und
verglichen werden.

6 CavityDetector

6.1 Kurzbeschreibung des Tools

CavityDetector ist ein Tool zur Berechnung und Visualisierung von Hohl-
rdaumen eines Molekiils, welche wahrend eines Dockingprozesses beob-
achtet werden konnen. Dazu erwartet das Programm als Eingabe zunéachst
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das Protein, dessen Kavitdten berechnet werden sollen, in Form einer pdb-
Datei. Des Weiteren werden Parameter, wie der Probe-Out-Radius, die Schritt-
weite zum Abtasten des Grids, optimale Bindungsabstdnde und Toleranz-
bereiche, sowie Mindestvolumen der zu findenen Kavititen durch den Be-
nutzer definiert. Auf diese Eingaben wird im Kapitel genauer einge-
gangen.

CavityDetector ermoglicht es dem Benutzer in Echtzeit das Anbinden ei-
nes Liganden an ein Protein zu simulieren. Dazu bewegt der Benutzer den
Liganden mittels WASD-Steuerung in eine Kavitdt und ist in der Lage, an-
hand der Farbung der Kavitiatenpunkte, abzuschétzen, ob ein Docking er-
folgreich sein konnte.

CavityDetector ist ein OpenGL-basiertes Programm und wurde unter Zu-
hilfenahme des ProjectBase Frameworks mit dem QTCreator entwickelt.
Das nachfolgende Kapitel beschreibt die Einrichtung der Entwicklungsum-
gebung.

6.2 Programmierumgebung
6.2.1 Systemvoraussetzungen

Um mit dem besagten Framework, welches durch die Forschungsgruppe
der medizischen Visualisierung der Universitdt Koblenz bereitgestellt wur-
de, arbeiten zu kdnnen, wird ein Linux-basiertes Betriebssystem vorausge-
setzt. In diesem Fall wurde CavityDetector unter Ubuntu 16.10 ﬂ entwi-
ckelt.

CavityDetector ist ein OpenGL-basiertes Programm. OpenGL ist eine Pro-
grammierschnittstelle, welche es ermoglicht mit Hilfe von Shadern direkt
auf der GPU, der Grafikkarte, programmieren zu kénnen und 2D- und 3D
Computergrafikanwendungen zu entwickeln. [10]

Zur Entwicklung von CavityDetector wird mindestens OpenGL 4.3 beno-
tigt, da die genutzen Shader mit sogenannten [Shader Storage Butfer Ob-
arbeiten, welche erst mit der OpenGL-Shading-Language (GLSL) [11]
Version 4.30 unterstiitzt werden. Diese ermoglichen es, dem Shader grofe
Datenmengen bereitzustellen, ohne dabei eine fest definierte Grofie zu ha-
ben. Des Weiteren sind Shader Storage Buffer Objects beschreibbar und bie-
ten dadurch viele Moglichkeiten in der Shader Programmierung.

Welche Grafikkarten der fithrenden Hersteller OpenGL 4.3 unterstiitzen
zeigt Abbildung

‘http://releases.ubuntu.com/16.10/
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OpenGL 4.3 Support

Nvidia > GeForce 400 series
AMD > Radeon HD 5000 series
Intel > Intel HD Graphics In Intel Haswell
Quelle: htips./ien. wikipedia.org/wikiOpenGL#OpenGL 4.3

Abbildung 23: OpenGL 4.3 Support fithrender Grafikkartenhersteller

6.2.2 QTCreator

Erfiillt das System alle genannten Voraussetzungen muss eine Entwick-
lungsumgebung eingerichtet werden. Hierzu gibt es einige Moglichkeiten,
wie beispielsweise Eclips CodeLit oder Netbean

Im Falle von CavityDetector wurde die IDE QTCreator gewdhlt, da diese
neben einem tibersichtlichen Editor und einem hilfreichen Debug-Modus,
einen eigenen Compiler besitzt und die Projekterstellung unter CMake un-
tersttitzt.

Alle benotigten Pakete zur Installation sind hier [34] beschrieben.

6.2.3 CMake

Neben einer Entwicklungsumgebung ist auch die Erstellung der Projek-

tumgebung notwendig. Dazu sollte das Build-System CMake installiert sein.

CMake erstellt anhand der vorliegenden Projektdateien ausfiihrbare Pro-

jekte, welche in einem separaten Verzeichnis abgelegt werden. Dieser Pro-

zess beruht auf Textdateien, den CMakeLists.txt , welche das Projekt defi-

nieren. Diese miissen im Root-Verzeichnis und in Unterverzeichnissen vor-

handen sein.

Beim Erstellen des Projektes konnen verschiedene Build-Types gewéahlt wer-
den. Der Modus , Debug”ermoglicht beispielsweise das ordentliche De-

buggen des Projektes. [33]]

Abbildung[24]zeigt die grafische Benutzeroberfliche von CMake mit Quell-

und Zielverzeichnissen, sowie den verschiedenen Parametern. CMake kann
jedoch auch tiber die Konsole benutzt werden.

Yhttps://eclipse.org/downloads/
Yhttps://codelite.org/
https://netbeans.org/
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A A CMake 2.8.2 - & T - Jrest/build oA X
File Tocls Options Help

Where is the source code: |Ferssi/plaiigl i - ==/test Browse Source...
Where to build the binaries: s srarsrgl=mai o &  /test/build T‘ ‘ Browse Build...
Search: Grouped Advanced |4 Add Entry

Name Value

CMAKE_BUILD_TYPE debug

CMAKE_INSTALL_PREFIX Jusr/local

QT_QMAKE_EXECUTABLE Jusr/bin/gmake

Press Configure to update and display new values in red, then press Generate to generate
selected build files.

Configure Current Generator: Unix Makefiles

configuring done

Abbildung 24: Grafische Benutzeroberfldche von CMake

https:/ /media-cdn.ubuntu-de.org/wiki/attachments /50/43/cmake-gui.png

Um das Projekt nun im QTCreator zu bearbeiten, muss es gedffnet wer-
den, indem die Basis-CMakeLists.txt importiert wird. Uber die Funktion
,Run CMake“kann der beschriebene Build-Prozess dann initialisiert und
das Projekt schliefilich ausgefiihrt werden.

6.2.4 ProjectBase Framework

CavityDetector wurde mit Hilfe des bereits existierenden ProjectBase Fra-
mework entwickelt, welches durch die Medizischine Visualisierung der
Universitiat Koblenz-Landau bereitgestellt wurde.

Dieses stellt bereits viele Klassen und Funktionen bereit, die fiir die Ent-
wicklung von CavityDetector hilfreich gewesen sind. Dazu gehoren bei-
spielsweise Klassen fiir Kameras, Shadergenerierung, Shader Storage Buf-
fer Objects oder auch Shader fiir Order-Independent-Transparencies. Auf
einzelne Aspekte wird in den folgenden Sektionen néher eingegangen. Das
Framework kann tiber die Versionsverwaltungsanwendung GitLab kosten-
frei aufgerufen werden H

Damit alle Komponenten richtig eingebunden werden, miissen zudem die
Anweisungen, die in der Read Me-Datei des Projektes beschrieben wer-
den, ausgefiihrt werden, sodass es schliefilich als CMake-Projekt die Basis
fiir die weitere Implementierung bilden kann.

Der nédchste Abschnitt beschreibt den Aufbau von CavityDetector und die
Funktionen der einzelnen Klassen.

Bhttps://gitlab.uni-koblenz.de/MedVis/Project_Base
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6.3 Klassenhierarchie

CavityDetector setzt sich aus drei Klassen zusammen. Die Hauptklasse Ca-
vityDetector ist das , Herzstiick “des Projektes. Hier werden alle Eingaben
des Benutzers verwaltet. Darauf aufbauend werden alle nétigen Kompo-
nenten initialisiert. Dazu gehodren zum Einen zwei Instanzen der PDBloa-
der-Klasse, sowie eine Instanz der CavityCalc-Klasse, welche Protein und
Ligand laden und die Kavititen berechnen. Dariiber hinaus enthélt die
CavityDetector-Klasse die main-Methode, den Eintrittspunkt eines jeden
Programmes.

Abbildung 25| gibt einen reduzierten Uberblick iiber die Klassenhierarchie
des Projektes.

PDBloader

+ getPositions()
+ getRadii()

+ initialize()

+ run()

+ cleanUp()

CavityDetector

CavityCalc

+ getSearchSpace()
+ setStepSize()

+ matrixlnitialize()
+ FillMatrix()

+ surfMatrix()

+ checkPos()

+ subtract()

+ addCavityPoints()
+ checkTag()

+ DFS()

+ countCavities()

+ initialize()

+ getCavities()

+ printCavities()

[

+ run()
+ cleanUp()

Abbildung 25: Klassenhierarchie von CavityDetector

Im Folgenden wird die Pipeline von CavityDetector beschrieben, begin-
nend bei den Eingaben durch den Benutzer, {iber das Laden von Protein
und Ligand bis zu der Berechnung der Kavitaten.

6.3.1 Benutzerabfragen

CavityDetector baut auf einen Algorithmus auf, der von vielen Parametern
abhéngt. Dadurch lassen sich viele verschiedene Ergebnisse erzeugen, die
nicht per se in , besser”und , schlechter”kategorisiert werden kénnen. Der
Nutzen des Ergebnisses hangt ganz davon ab, woran der Benutzer inter-
essiert ist. Daher werden die wichtigsten Parameter zu Beginn durch den
Nutzer definiert. Folgende Eingaben werden erwartet:

24



e Name of Protein-file:
Hier wird der Name des Proteins im pdb-Format erwartet. Die Datei
muss sich dabei im resources-Ordner befinden.

e Name of Ligand-file:
GleichermafSen wird hier der Name des Liganden im pdb-Format er-
wartet. Auch diese Datei muss im resources-Ordner vorhanden sein.

e Stepsize:
Hier wird ein float-Wert erwartet. Dieser beschreibt in welchem Ab-
stand die Grids zur Berechnung der Kavititen abgetastet werden.
Einfliisse der Schrittweite auf die Ergebnisse werden im Evaluations-
teil beschrieben.

e Size of outer probe:
Auch hier wird ein float-Wert erwartet. Dieser beschreibt den Ra-
dius der ProbeOut-Sphere, die zur Berechnung der Kavitdten beno-
tigt wird. Je grofler der Radius, desto linger dauert die Berechnung
und desto oberflachigere Kavitdten werden gefunden. Einfliisse die-
ses Wertes werden ebenfalls im Evaluationsteil erortert.

e Minimum Volume of cavities:
Mit Hilfe dieser float-Wert-Eingabe kann der Benutzer festlegen, wie
grof3 die zu findenen Kavitédten sein sollen. Ist er nur an grofsen und
tiefen Hohlrdumen interessiert, konnen dadurch kleine Kavititen her-
ausgefiltert werden.

¢ Optimal binding distance:
Damit ein Docking von Proteinen und Liganden erfolgreich ist, miis-
sen diese miteinander interagieren. Wechselwirkungen, wie Salzbriicken
oder Wasserstoffbriicken wirken in bestimmten Abstdnden. Diesen
Abstand kann der Benutzer zu Beginn tiber die Eingabe eines float-
Wertes frei definieren.

o Acceptable difference from optimal binding distance:
Mit diesem float-Wert kann ein Toleranzbereich definiert werden, wie
weit der Abstand vom zuvor definierten optimalen Wert abweichen
darf, sodass ein erfolgreiches Docking noch moglich ist.

Abbildung 26| zeigt die Eingabeaufforderung in der Konsole.
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Name of protein-file:
5iksNoRes.pdb
Mame of ligand-file:

Size of outer probe:

4

Minimum Volume of cavities:

10

Optimal binding distance:

2.7

Acciptable difference from optimal binding distance:
0.1

Abbildung 26: Erwartete Eingaben durch den Benutzer

Nachdem alle Eingaben erfolgt sind, kann das Protein geladen werden. Wie
dies funktioniert, beschreibt der ndchste Abschnitt.

6.3.2 PDBLoader

Das Laden eines Proteins erfolgt durch die Easy Structural Biology Tem-
plate Library, kurz ESBTL. Diese header-only Bibliothek stellt einen pdb-
Parser und einige Datentypen und Funktionen bereit, um alle Informatio-
nen aus einer pdb-Datei herauslesen und verarbeiten zu konnen.[19] Um
iiber die Atome einer pdb-Datei iterieren zu kénnen, miissen zunéchst ei-
nige Grundlagen definiert werden und eine Datenstruktur aufgebaut wer-
den.

Zunichst muss die sogenannte Occupancy-Behandlung definiert werden. Bei
Seitenketten von Aminosduren kommt es vor, dass sie, aufgrund von lo-
kaler Flexibilitdt, unterschiedliche Anordnungen annehmen koénnen. Da-
durch ergeben sich verschiedene Elektronendichten, die bei Kristallstruk-
turanalysen mit Hilfe des sogenannten Occupancy-Wertes beschrieben wer-
den. Der Occupancy-Wert der Atome, die Teil solcher zusatzlich moglichen
Konformationen sind, ist immer kleiner 1 und beschreibt die Wahrschein-
lichkeit des Auftretens. [23]

Die Occupancy-Behandlung muss bei ESBTL selbst definiert werden. Im
Falle von CavityDetector werden neben allen Atomen, mit einem Occupancy-
Wert von 1, also den in jedem Fall vorkommenden Strukturen, die Atome
mit den maximalen Auftrittswahrscheinlichkeiten geladen. Das geladene
Protein entspricht also der wahrscheinlichsten Konformation. Abbildung
27) zeigt, wo diese Werte in einer pdb-Datei gespeichert werden.

ATOM 14 CD1 LEU A 2 -14.195 10.241 -5.636 |1.00|19.49 C
ATOM 15 CD2 LEU A 2 -15.269 10.915 -7.793 |1.00|19.75 C
ATOM 16 N SER A 3 -18.843 12.684 -4.437 |1.00|18.98 N
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Abbildung 27: Occupancy-Wert in einer pdb-Datei

Des Weiteren muss ein Atom-Classifier definiert werden. Dieser stellt die
Verkniipfung zwischen einer Eigenschaft und einem Objekt her. Diese Ei-
genschaften konnen zum Beispiel Farben oder Namen von Atomen sein.
Im Falle des CavityDetectors wird der Classifier so definiert, dass ein Zu-
griff auf den Radius eines Atoms ermoglicht wird, da dieser sowohl zum
Darstellen des Proteins, als auch fiir die Kavitdtenberechnung wichtig ist.
Abbildung 28| zeigt die Verwendung eines solchen Classifiers.

typedef ESBTL::Generic classifier<ESETL::Radius of atom<double,ESBTL::Default system
T Atom classifier atom classifier;

radius = atom classifier.get properties(*current atom).value();

Abbildung 28: Definition und Verwendung eines ESBTL-Classifiers

ESBTL arbeitet mit einer eigenen hierarchischen Datenstruktur. Diese kann
Abbildung [29|enthnommen werden.

Structure

Coarse-grained

Coarse Residue

Coarse Atom

Abbildung 29: Hierarchische Datenstruktur von ESBTL

https://academic.oup.com/bioinformatics/article/26/8/1127/206699/
ESBTL-efficient-PDB-parser—-and-data-structure-for

Ein System bildet gewissermafien einen Container fiir ein oder mehrere Mo-
dels, die Proteine. Jedes Model umfasst Aminosiureketten, Reste und Atome.
Um eine pdb-Datei nun lesen zu kénnen, muss diese Datenstruktur aufge-
baut werden.

Zunichst wird ein Line Selector benotigt, der definiert, woraus sich ein Sys-
tem zusammensetzt. Des Weiteren wird ein Container in Form eines ein-
fachen Vectors fiir erstellte Systeme benotigt. Mit Hilfe eines Builders kann
daraufhin ein System im zuvor definierten Container erstellt werden.
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ESBTL stellt dartiber hinaus einen Iterator bereit, welcher es ermdglicht
tiber das Model, also das Protein, des erstellten Systems zu iterieren, um so
fiir jedes Atom die spezifischen Koordinaten und Radien herauszufinden
und zu speichern. Dariiber hinaus bietet die Bibliothek viele Funktionen,
die den Umgang mit einem Protein erleichtern.

So nutzt CavityDetector beispielsweise die Abfrage, ob es sich bei einem
Atom um Teil eines Wassermolekiils handelt, um diese sofort beim Laden
des Proteins herauszufiltern. Dariiber hinaus werden auch die Namen der
Aminosduren abgefragt, um fiir die Atome sofort die entsprechenden Far-
ben zu speichern.

CavityDetector realisiert dadurch zwei Farbmodi zur Darstellung des Pro-
teins, zwischen welchen beliebig gewechselt werden kann, dem Mono-Farbmodus
und dem Aminosduren-Farbmodus fiir das Protein beziehungsweise dem
Atom-Farbmodus fiir den Liganden.

Ein Uberblick {iber alle Funktionen der Easy Structural Biology Template
Library und hilfreiche Tutorials finden sich in der Dokumentation

Sobald das Protein und, auf gleichem Wege, der Ligand erfolgreich geladen
wurden und alle Informationen zu allen Atomen, ihren Koordinaten und
Radien vorliegen, kann die Berechnung der Kavitidten beginnen.

6.3.3 CavityFinder

Die Klasse CavityFinder umfasst sowohl die Berechnung aller Hohlrdume,
als auch die Berechnung der Volumen einzelner Kavitaten.

Kavititenberechnung Dazu muss zu Beginn der Suchraum definiert wer-
den. Dieser wird so gewéhlt, dass das Protein genau mittig im aufgespann-
ten Grid liegt. Um dies zu gewdhrleisten, wird iiber alle Atome iteriert
und mit Hilfe der minimalen und maximalen x-, y- und z-Koordinaten
eine um das Protein berechnet. Diese wird daraufhin noch
um den zweifachen ProbeOut-Radius in alle Dimensionen vergrofiert, um
sicherzustellen, dass im weiteren Verlauf wahrend des ProbeOut-Rollings
das Grid nicht verlassen werden kann und [Out-of-Range-Exceptions| ver-
mieden werden. Diese Vorbereitung fiir den eigentlichen Algorithmus wird
in Abbildung 30| veranschaulicht.

YESBTL: http://esbtl.sourceforge.net/refman/doc/html/index.html
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2*ProbeQut

ymax

ymin

xmin Xmax

Abbildung 30: Bestimmung des Suchraumes

Aus den daraus neu entstandenen x-, y- und z- Minima und Maxima wer-
den die Dimensionen berechnet, die zur Initialisierung zweier dreidimen-
sionaler [std-Vectorken, OuterGrid und InnerGrid, bendtigt werden. Diese re-
prasentieren die Grids, auf welche der Algorithmus von KVFinder aufbaut,
welcher in Kapitel [5.4.2beschrieben wurde. Dieser wird mit Hilfe von drei
Funktionen realisiert.

Die Funktion fillMatrix markiert zundchst das Grid im Bereich des Proteins,
erweitert um den Radius der Probe Sphere. Fiir das OuterGrid wird dazu
mit der ProbeOut gearbeitet, wahrend fiir das InnerGrid, der feste Radius
von 1.4 A genutzt wird.

Die Funktion surfMatrix iteriert daraufhin tiber alle an den markierten Be-
reich angrenzenden Voxel und markiert alle Voxel im Radius der ProbeOut
fiir das OuterGrid, bzw. von 1.4 A fiir das InnerGrid. Diese Funktion im-
plementiert somit anschaulich das Rollen der ProbeSphere um das Protein.
Nachdem diese beiden Funktionen fiir beide Grids ausgefiihrt wurden, lie-
gen zwei Oberflichenbeschreibungen des Proteins vor, welche im Folgen-
den miteinander verrechnet werden kdnnen.

Dieser Schritt erfolgt mit der Funktion subtract, welche die Kavitdtenpunk-
te im InnerGrid markiert. Die Funktion addCavityPoints ermittelt daraufhin
aus den markierten Voxeln, die genauen Kavitiatenpunkte. Diese ergeben
sich aus den Zentren der Kavitdtenvoxel. Diese Positionen werden in ei-
nem Buffer abgespeichert. Dartiiber hinaus, wird auch die Farbe der Kavi-
tatenpunkte bestimmt. Ist der Abstand zum Protein im optimalen Bereich,
der durch den Benutzer definiert wird, so wird ein Griinton fiir diesen Ka-
vitatenpunkt gespeichert, andernfalls ein Rot- bzw. Violettton.
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Volumenberechnung Die Klasse CavityCalc beinhaltet zudem noch Funk-
tionen, um zusammenhdngende Kavitdtenpunkte zu markieren, zu zdhlen
und so die Volumen einzelner Kavitdten zu berechnen. Dies wird mit einer
Tiefensuche|realisiert, und wird so auch in KVFinder benutzt.

Die Funktion countCavities 1auft {iber das gesamte InnerGrid, welches die
Kavitdten beinhaltet, und fiihrt fiir jedes Voxel die Tiefensuche DFS aus.
Ist der aktuelle Punkt ein Kavitdtenpunkt, so wird er ,getagged”und be-
kommt eine Nummer. Dies wird fiir alle benachbarten Voxel, und deren
Nachbarn durchgefiihrt, die, sofern sie ebenfalls ein Kavitatenpunkt sind,
mit der gleichen Nummer getagged werden. Kann kein Voxel mehr in der
direkten Nachbarschaft gefunden werden, welches ein Kavitatenpunkt ist
und noch nicht markiert wurde, wird die Nummer erhoht und es wird nach
neuen Kavititen gesucht, die getagged werden konnen. So besitzt jede Ka-
vitat zum Schluss eine andere Nummer und es lasst sich leicht zdhlen, aus
wievielen Punkten die Hohlrdume bestehen. Dieser Algorithmus wird in
Abbildung 31| vereinfacht dargestellt.
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Step 5:

Tag=1
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Abbildung 31: Skizze der Tiefensuche zur Berechnung der Kavitidtenvolumen

Mit dieser Kenntnis kann nun auch das Filtern der Kavitidten umgesetzt
werden. Bevor die Koordinaten der Punkte in Buffern gespeichert werden,
wird tiberpriift, ob die zugehorige Kavitit, das durch den Benutzer defi-
nierte Mindestvolumen besitzt. Falls nicht, werden diese Punkte einfach

tibersprungen und somit nicht gerendert.

6.4 Shader

Nachdem alle Informationen, wie Positionen von Atomen, Ligand und Ka-
vitdtenpunkten, sowie Farben vorliegen, ist der ndchste Schritt, diese Da-
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ten zu rendern. Dies sollte im besten Fall auf eine Weise geschehen, die eine
echtzeitfdhige Interaktion zuldsst.

Proteine konnen riesige Datenmengen mit sich bringen. Das grofite Pro-
tein Titin besteht beispielsweise aus etwa 30000 Aminoséduren.[16] Selbst
wenn jede Aminosdure nur aus 10 Atomen bestiinde, wie es bei der kleins-
ten Aminosdure Glycin der Fall ist, z&hlte Titin mindestens 300000 Atome.
Dariiber hinaus liefert die Kavitdtenberechnung zusétzlich noch tausende
Punkte, die als Kugel gerendert werden sollen. Selbst bei Proteinen mit
nur wenigen tausend Atomen, sind sehr schnell Grenzen erreicht, sodass
es nicht moglich ist, jedes Atom und jeden Kavitdatenpunkt als echte Kugel
zu rendern.

Als Losung dieses Problems wurde CavityDetector mit Hilfe eines Impo-
storShaders, entwickelt.

6.4.1 ImpostorShader

Der Impostor Shader setzt sich aus drei Shaderprogrammen zusammen
und bedient sich eines Tricks, der ein effizientes Rendern einer Kugel er-
moglicht. Dazu werden lediglich die Zentren der Kugeln an den Shader
gegeben, aus welchen dann Wiirfel mit entsprechenden Kantenldngen ge-
neriert werden. Indem aber nur bestimmte Pixel beleuchtet werden, ent-
steht der Eindruck einer echten Kugel. Abbildung 32| zeigt die Idee dieses
Shaders.

Dieses Prinzip lauft in drei Shaderstufen ab.

33



Vertex Shader

° ___pe| Transformation in Kamerakoordinaten

Geometry Shader

- Berechnung neuer Vertices

Fragment Shader

p-| Beleuchtung von Pixeln in Kugelbereich

Abbildung 32: Schematische Darstellung des Impostor Shaders

1. [Vertex Shadert

Der Vertex Shader bekommt als Input lediglich die Koordinaten der
einzelnen Atome, beziehungsweise der Kavitdtenpunkte, also die Zen-
tren der spéter sichtbaren , Kugeln”. Diese werden im Vertex Sha-
der lediglich in Kamerakoordinaten transformiert, also mit der view-
Matrix multipliziert, und zusammen mit Farbe und Radius in die
Shader Pipeline weitergeleitet.

2. (Geometry Shader}

Im Geometry Shader werden zusitzliche Vertices generiert, sodass
ein Wiirfel entsteht, dessen Kantenlinge dem Durchmesser der fina-
len Kugel entspricht. Diese neuen Vertices, sowie Radius und Farbe
werden an die ndchste und letzte Shader Stufe weitergegeben.

3. [Fragment Shader{

Im Fragment Shader wird die finale Beleuchtung fiir jedes Pixel be-
rechnet, so dass nur die Pixel der Wiirfel dargestellt werden, die in
den Bereich einer Kugel fallen. Dazu wird getestet, ob es Schnittpunk-
te zwischen Sehstrahl und der theoretischen Kugel gibt, und anhand
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dessen entschieden, ob ein Pixel zur Kugel gehort oder nicht. Hierbei
handelt es sich um ein mathematisches Problem, die Line Sphere In-
tersection, welches sich mit einigen geometrischen Kenntnissen 16sen
lasst.

Line Sphere Intersection Um auf Schnittpunkte zwischen geometrischen
Objekten zu testen, ist zu Beginn wichtig zu wissen, wie diese definiert
werden. Im Falle des Impostor Shaders werden Linien und Kugeln beno-
tigt. Die Gleichung fiir eine Kugel lautet wie folgt:

la —cl* =7,

x = Punkt auf der Kugel

1
¢ = Zentrum der Kugel, @
r = Radius der Kugel
Die Gleichung fiir eine Linie sieht folgendermafsen aus:
r=o0+dl,
x = Punkt auf der Linie
d = Distanz von Ursprung bis Punkt auf der Linie (2)

[ = Richtung der Linie,

o = Ursprung der Linie
Um Schnittpunkte zu berechnen, miissen beide Gleichungen kombiniert
werden, da Punkte gesucht werden, die sowohl auf der Linie, als auch auf

der Kugel liegen. Dies liefert, durch Einsetzen der Liniengleichung in die
Kugelgleichung, folgendes Ergebnis:

o+ dl — c||* = r? (3)

Multipliziert man diese Gleichung aus und formt sie um, ergibt sich eine
quadratische Gleichung:

ad®> +bd+c =0,

a=1xl

b=2(l*(0o—c))
2

4)
c=llo—c|? —r

Mit Hilfe der pg-Formel und der Voraussetzung, dass [ ein Einheitsvektor
ist, kann eine Gleichung fiir d aufgestellt werden.

d=—(1(0-0) £/ x (o)’ —[lo— | +12 5)

Anhand dieser Formel kann gepriift werden, ob ein Schnittpunkt vorliegt.
Abbildung 33| zeigt die moglichen Situationen. Liefert das Einsetzen eines
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Punktes einen Wert kleiner 0 unter der Wurzel, so ist klar, dass kein Schnitt-
punkt vorliegen kann. Im Falle des Impostor Shaders, kann dieses Pixel al-
so verworfen werden und wird nicht beleuchtet.

No Intersection

Two Points of Intersection

Single Point of Intersection —

Abbildung 33: Mogliche Ergebnisse beim Schnitttest von Kugel und Linie

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/67/Line-Sphere_Intersection_ Cropped.png

Ist das Ergebnis unter der Wurzel 0 oder grofier als 0, so liegt mindestens
ein Schnittpunkt vor und das Pixel kann mit Phong beleuchtet werden, so-
dass ein Eindruck einer korrekten Kugel entsteht (vgl. zu diesem Kapitel
B)).

CavityDetector beruht auf einer bereits bestehenden Implementierung die-
ses Shaders, welcher urspriinglich fiir eine perspektivische Kamera geschrie-
ben wurde und fiir eine orthographische Kamera abgedndert wurde.
Abbildung 34| zeigt ein fertig auf diese Weise gerendertes Protein.

Abbildung 34: Protein 5iks mit Impostor gerendert

6.4.2 Order Independent Transparency-Shader

Fiir eine bessere Orientierung und eine einfachere Nutzung werden sowohl
die Kavitatenpunkte, als auch der Ligand wéhrend des Dockings teilwei-
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se transparent gerendert. Dadurch ist es leichter zu erkennen, wo sich der
Ligand aktuell befindet, wie in Abbildung 35| deutlich wird.
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Abbildung 35: Ligand ohne und mit Transparenz

Beim Rendern von transparenten und opaquen Objekten wird in der Re-
gel mit sogenanntem Blending gearbeitet. Das bedeutet, dass wenn man
durch ein transparentes Objekt schaut, auch die Farbe dahinterliegender
Objekte wahrgenommen wird. Wie diese Farben miteinander verrechnet
werden, bestimmt die Blend-Funktion, die anhand der Alpha-Werte der Ob-
jekte (r,g,b,c) die finale Pixelfarbe berechnet.

Werden mehrere transparente Objekte hintereinander gerendert, so macht
es einen Unterschied in welcher Reihenfolge sie gerendert werden. Um ein
korrektes Bild zu generieren, miissen diese Objekte nach ihren Tiefenwer-
ten sortiert werden.

Da dieses Verfahren komplex ist, und auch einige Zeit dauert, nutzt Ca-
vityDetector ein Verfahren, welches unabhéingig von der Reihenfolge der
Objekte funktioniert.

Order Independent Transparency sortiert die Objekte nach der Rasterisierung
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pixelweise, weshalb alle Fragmente bereits vor der Sortierung vorliegen
miissen. Um dies zu realisieren wird [Render-To-Texture| benotigt und so-
mit ein zweimaliges Rendern der transparenten Objekte.

Im ersten Renderdurchlauf werden die Atome bzw. Kavititen mit dem Im-
postor Shader gerendert, wobei die Pixelwerte in einer Textur abgespei-
chert werden.

Diese Textur wird im zweiten Durchlauf mit dem Order-Independent-Transparency-
resolve Shader gerendert, der bereits im ProjectBase Framework integriert
ist. Dieser sortiert die Pixelwerte und berechnet schliefllich die korrekte
Farbe.

Wie das fertige Resultat aussieht und wie der Umgang mit CavityDetector
funktioniert, wird in den nidchsten Abschnitten beschrieben.

6.5 Ergebnis und Interaktion

Die folgenden Ergebnisse zeigen ein Gay-Rezeptorprotein. Dieses wird,
wie Pharmazeuten aus Bonn berichten, aktuell in der Forschung intensiv
untersucht, wobei besonderer Fokus auf der Interaktion mit dem Ligan-
den YM-254890 liegt, da dieser aufgrund seiner Eigenschaften als , perfek-
ter“Ligand beschrieben wird.

Als Grundlage fiir den Algorithmus wurde ein Radius der ProbeOut von 4
A und eine Schrittweite von 0.5 gewahlt. Mit Hilfe der beschriebenen Tech-
niken ergibt sich das folgende Bild, nach Laden des Proteins 36}

Abbildung 36: Oberfldche CavityDetector

Die Darstellung im Gesamten ist sehr aufgerdumt. Neben vier Button, ist
lediglich das geladene Protein zu sehen. In der Default-Ansicht besitzt das
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Protein eine einheitliche Farbe, sodass spéter eingeblendete Kavitatenpunk-
te gut hervorgehoben werden. Dieser Farbmodus kann jedoch tiber den
Button ,,Change color mode”, oder die Taste , 0”gedndert werden, sodass
die Farben darauthin die entsprechenden Aminosdurenzugehorigkeiten ver-
anschaulichen.

Abbildung 37: Aminosdurenfarbmodus

Mit Hilfe der Maus kann die Ansicht des Proteins rotiert, sowie heran- und
herausgezoomt werden. Dies erfolgt {iber die gedriickte linke Maustaste
und das Bewegen der Maus, beziehungsweise das Scrollen des Mausrades.
Uber die Tasten 1,2,3 und 5 des Nummernblocks kann die Kamera aufler-
dem nach links/rechts und oben/unten bewegt werden.

Uber den Button , Show cavities“oder die Taste ,,c“werden die anhand der
durch den Benutzer definierten Parameter berechneten Kavitiatenpunkte
eingeblendet.

Die Farben der einzelnen Punkte geben hierbei Aufschluss iiber den Ab-
stand zum néchsten Atom des Proteins. Hierbei werden diskrete Farbab-
stufungen genutzt, die die Abstdnde zum Protein kodieren. Rot-Pink wird
fiir weit entfernte Kavitatenpunkte genutzt, griin symbolisiert den optima-
len Abstand und violett zeigt sehr nahe Kavitatenpunkte an. Die Farbskala
kann Abbildung 38lenthommen werden.
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zu nah optimal Zu weit

Abbildung 38: Colorscale fiir Kavitdtenpunkte

Im aktuellen Beispiel wurde ein optimaler Abstand von 3 A mit einer Tole-
ranz von 0.2 A definiert, da dies in etwa dem Abstand entspricht, bei dem
eine Wasserstoffbriicke zustande kommen kann (2.8-3.2 A).

Abbildung 39: Berechnete Kavititen
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Durch die Eingabe eines Mindestvolumens kann der Benutzer zu Beginn
festlegen, welche Kavitdten er sehen mochte. Abbildung 39| zeigt verschie-
dene Ergebnisse, bei der einmal ein Mindestvolumen von 10 Kavititen-
punkten und einmal ein Mindestvolumen von 500 Kavitdtenpunkten ge-
wahlt wurde.

Mit Hilfe des Buttons ,,Add/Hide Ligand”, oder die Taste ,1“kann der Li-
gand hinzugefiigt oder ausgeblendet werden. Beim Einblenden des Ligan-
den werden alle Kavitdtenpunkte transparent dargestellt, bis auf jene, die
in sich in der Ndhe des Liganden befinden. Die Transparenz nimmt da-
bei zu, je weiter ein Kavitdtenpunkt vom Liganden entfernt ist. Dies sorgt
dafiir, dass der Benutzer nicht von weit entfernten und somit uninteressan-
ten Kavitatenpunkten abgelenkt wird und immer nachvollziehen kann, an
welcher Stelle er sich aktuell befindet. Ein Beispiel zeigt Abbildung @0} wo-
bei das Protein in diesem Fall ausgeblendet ist.

Abbildung 40: Transparenz weit entfernter Kavitatenpunkte

Mit den WASD- und RF-Tasten kann der Ligand entlang aller Achsen be-
wegt und mit Hilfe der Pfeiltasten rotiert werden. Dadurch kann der Benut-
zer ein Docking simulieren, indem er den Liganden dem Protein annéhert
und Kavitdten betritt. Sobald der Ligand in eine Kavitit eindringt, werden
die betroffenen Kavitdtenpunkte ausgeblendet. Uber die +- und - - Tasten
kann die Transparenz des Liganden gesteuert werden, um die Einschat-
zung der aktuellen Position und dahinter liegender Atome zu optimieren.
Durch das vollstandige Ausblenden des Liganden wird ersichtlich, ob und
wie der Ligand die Bindungstasche betreten hat, da dieser durch das Betre-
ten einer Kavitit betroffene Punkte , ausschneidet “und eine Art , Gipsa-

bruck”hinterldsst. Diesen Effekt zeigt Abbildung
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Die an der Kante dieses ,Gipsabruckes“iibrigen Kavitdtenpunkte zeigen
nun durch ihre Farbe an, welchen Abstand der Ligand aktuell zum Protein
besitzt und ob dieser dem durch den Benuter definierten optimalen Ab-
stand entspricht.

Abbildung 41: Ligand in Kavitédten ein- und ausgeblendet

Des Weiteren kann auch das Protein selbst ausgeblendet werden, um einen
Gesamteindruck tiber alle Kavitdten zu bekommen, beziehungsweise ei-
ne uneingeschriankte Sicht auf die zu untersuchende Bindungsstelle zu be-
kommen, wie es bereits in Abbildung 40| deutlich wurde.

Weitere Informationen zu den berechneten Kavititen werden durch die
Konsole ausgegeben. Diese werden im nun folgenden Teil beschrieben.

6.6 Konsolenausgaben

Nach vollstandiger Berechnung aller Kavitidten wird in der Konsole eine
Liste tiber alle gefundenen Hohlrdume ausgegeben. Fiir jede gefundene
Kavitat wird das entsprechende Volumen angegeben, welches der Anzahl
aller zu dieser Kavitit gehorenden Punkte entspricht. Dementsprechend ist
diese Ausgabe auch von dem definierten Mindestvolumen abhéngig und
umfasst nur jene Hohlrdume, die der Mindestgrofie gerecht werden. Ab-
schliefend wird die Zahl aller detektierten Hohlrdume ausgegeben.
Neben diesen Informationen werden zudem Debuginformationen, wie An-
zahl der geladenen Atome, ausgegeben, die durch die Einbindung der ESBTL
bereitgestellt werden und zu Evaluierungszwecken genutzt werden kon-
nen.

Eine beispielhafte Konsolenausgabe kann Abbildung [42| entnommen wer-
den.
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Abbildung 42: Konsolenausgabe von CavityDetector

Das folgende Kapitel umfasst die Evaluierung der generierten Ergebnisse
und bewertet zum Einen die Berechnungszeiten auf Grundlage verschie-
dener Datensitze, sowie die Nutzbarkeit und die Sinnhaftigkeit der Visua-
lisierungsmethoden.

6.7 Evaluierung der Ergebnisse

Bei der Beurteilung von Software ist es im Allgemeinen zunichst wichtig,
klar zu definieren, welche Ziele und Kriterien ein Programm zu erfiillen
hat.

Im Falle von CavityDetector konnen sechs grundlegende Anforderungen
formuliert werden:

1. Die Visualisierung soll den Benutzer dabei unterstiitzen, die Bindungs-
situation eines Protein-Ligand-Komplexes besser erkennen zu kon-
nen.

2. Die Visualisierung soll den Benutzer dabei unterstiitzen, die Bindungs-
situation eines Protein-Ligand-Komplexes bewerten zu konnen.
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3. Das Programm soll vielseitig sein und individuelle Ergebnisse fiir
verschiedene Benutzereingaben generieren.

4. Die Berechnung der Kavitdten soll korrekt sein.

5. Die Berechnung der Kavitdten soll in einer angemessenen Zeit ge-
schehen.

6. Das Programm soll echtzeitfahig und interaktiv sein.

Um zu untersuchen, ob und in welchem Mafe die genannten Kriterien er-
fiillt werden, wird die Evaluation in zwei Abschnitte unterteilt. Zunéchst
werden Lade- und Berechnungszeiten zu verschiedenen Datensitzen ge-
geniibergestellt und bewertet. Anschlieflend wird eine Bewertung durch
pharmazeutische Experten wiedergegeben und ein abschlieffendes Fazit
getroffen.

6.7.1 Lade- und Berechnungszeiten

Im Umgang mit Software ist es wichtig, dass Berechnungs- oder Ladezei-
ten und dadurch generierte Ergebnisse in einem Verhiltnis stehen, welches
den Benutzer zufrieden stellt. In einem idealen Szenario wiirde eine Pro-
gramm in minimaler Zeit ein optimales Ergebnis erzielen.

Im Falle von CavityDetector ldsst sich der gesamte Initialisierungsprozess
in drei Stufen aufteilen: das Laden eines Proteins, die Berechnung der Kavi-
taten und die Berechnung der Volumina. Die dafiir aufgewendeten Zeiten
wurden fiir verschiedene Datensitze mit einer Hilfsfunktion gemessen und
untersucht. Dabei wurden zudem verschiedene Parameter, wie die Gro-
e des Probe-Out Radius, die Anzahl der Atome eines Proteins und die
Schrittweite zum Abtasten des Grids, variiert, um den Einfluss dieser auf
die aufgewendeten Zeiten zu untersuchen und zu bewerten.

Alle Zeiterhebungen wurden auf einer HP Z420 Workstation mit einem In-
tel Xeon Prozessor, einer NVidia Quadro 2000 Grafikkarte und 32 GB Ar-
beitsspeicher durchgefiihrt.

Probe-Out Radius Die folgende Datenerhebung wurde mit einem Myo-
globin Protein (5iks.pdb) durchgefiihrt, welchem Liganden und umliegen-
des Wasser bereits entfernt wurden. Das Protein besteht demzufolge aus
1203 Atomen. Das Grid wurde mit einer Schrittweite von 0.5 abgetastet.
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Einfluss von Probe Out Radius auf Lade- und Berechnungszeiten

Protein: 1203 Atome, Schrittweite: 0,5

== Gesamizeit

- Protein-Lade-Zeit
Cavity-Berechnungs-Zeit

== Cavity-Volumen-Zeit

Zeitin Sek
EBE8888 38

0 P——— —r _. =
3 4 5 6 7

o WP

Probe-Out Radius

Abbildung 43: Einfluss von Probe-Out Radius auf Lade- und Berechnungszeiten

In dieser Untersuchung wurden sechs verschiedene Radien getestet. Be-
trachtet man das Diagramm der verschiedenen Zeiten fallt sofort auf, dass
die Gesamtzeit im Grunde nur durch die Berechnungszeit der Kavitdten
ausgemacht wird. Die Zeit, um das Protein zu laden und die Volumina zu
berechnen, sind vom Radius der ProbeOut-Sphere kaum bis gar nicht be-
einflusst und liegen stets unter 0.1 Sekunden.

Die Berechnungszeit der Kavitdten hingegen steigt mit Zunahme des Probe-
Out Radius exponentiell an. Beispielhafte Ergebnisse fiir verschiedene Ra-
dien werden in Abbildung 4] gegentibergestellt.

45



Abbildung 44: Einfluss von Probe-Out Radius auf das Ergebnis

Die minimale Berechnungszeit bei einem Radius von 3 A betragt 15,2597
Sekunden, wihrend die maximale Gesamtzeit bei einem Radius von 8 A bei
67,455 Sekunden liegt. Dies ist dadurch zu begriinden, dass die Berechnung
durch dreifach verschachtelte for-Schleifen realisiert wird. Erfahrungsge-
miR liefert der Algorithmus bei einem Probe-Out Radius von 4 A meistens
die ,besten “und anschaulichsten Ergebnisse. Hier betrdgt die Gesamtzeit
etwa 20,468753 Sekunden.

Unter Berticksichtigung der Tatsache, dass diese Berechnung nur einmal
durchgefiihrt werden muss und anschliefiend eine echtzeitfahige Interakti-
on moglich ist, kann diese Zeit, aber auch die Zeiten fiir die tibrigen Radien,
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als schnell und zufriedenstellend bewertet werden.

Atomanzahl Fiir diese Datenerhebung wurden lediglich die Gesamtzei-
ten drei verschiedener Proteine betrachtet, da diese, wie im vorherigen Ab-
schnitt beschrieben, im Grunde den Berechnungszeiten der Kavitdten ent-
sprechen und das Laden eines Proteins in allen Fallen unter 0,15 Sekunden
passierte.

Bei den untersuchten Proteindatensédtzen handelt es sich um ein sehr klei-
nes einkettiges Protein (1crn.pdb) mit 327 Atomen, um das Myoglobin Pro-
tein mit 1203 Atomen, welches auch bei der Untersuchung des Einflusses
des ProbeOut-Radius genutzt wurde, und einem Ge, Protein, aus welchem
ebenfalls die Liganden extrahiert wurden, mit 5731 Atomen.

Einfluss von Atomanzahl auf Lade- und Berechnungszeiten

Protein 1: 327 Atome - Protein 2: 1203 Atome - Protein 3: 5731 Atome
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Abbildung 45: Einfluss von Probe-Out Radius auf Lade- und Berechnungszeiten

Abbildung[45|zeigt deutlich, dass sich die Anzahl der Atome direkt auf die
Berechnungszeit auswirkt. Bei einer fiinffachen Anzahl an Atomen muss
der Algorithmus fiinf mal ldngere Schleifen durchlaufen. Betrachtet man
wieder die Werte fiir einen Probe-Out Radius von 4, benotigt die Initiali-
sierung des grofiten Atoms schon 80,58 Sekunden, also 1 Minute und 20
Sekunden und ist damit schon deutlich langsamer als bei kleineren Protei-
nen.

Da es im Bereich der Forschung in der Regel darum geht, langfristige Er-
folge zu erzielen und bestimmte Sachverhalte griindlich und in Ruhe zu
untersuchen, ist diese Berechnungszeit sicher noch akzeptabel, was auch
durch Gesprache mit Pharmazeuten bestétigt wurde, jedoch keinesfalls als
effizient zu bezeichnen und bietet somit grofies Optimierungspotential. Durch
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IMultithreadingjund[Multiprocessing|liefse sich der zeitliche Rechenaufwand
sehr gut verkiirzen, sodass auch noch grofiere Proteine und ihre Kavitédten
in einer angemessenen Zeit geladen und berechnet werden konnten.

Schrittweite Die letzte Zeitmessung wurde ebenfalls an dem Myoglobin
Protein 5iks.pdb durchgefiihrt, wobei verschiedene Schrittweiten zur Ab-
tastung des Grids definiert wurden.

Wie fein das Grid abgetastet wird hat nicht nur unmittelbar Einfluss auf
die aufgewendete Zeit, sondern ebenso auf das visuelle Ergebnis.

Einfluss von Schrittweite auf Lade- und Berechnungszeiten

Protein: 1203 Atome
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Abbildung 46: Einfluss von Schrittweite auf Lade- und Berechnungszeiten

Abbildung {46| zeigt die Gesamtzeiten fiir Schrittweiten von 0.25, 0.5 und
1.0. Wahrend die Berechnung bei einfacher Schrittweite maximal 6 Sekun-
den benétigt, dauert die Initialisierung bei einer Schrittweite von 0.25 und
einem Probe-Out Radius von 4 schon drei mal so lang wie die Berechnung
bei dem fiinf mal grofieren Ga,-Protein bei halber Schrittweite.

Die Schrittweite hatte demzufolge einen viel grofleren Einfluss auf die Kal-
kulationszeiten.

Wie bereits erwéhnt ist es wichtig, die Berechnungszeiten stets in Verhéltnis
zu den visuellen Ergebnissen zu setzen. In diesem Fall konnte zum Einen
durch eine grobere Abtastung kein ausreichend gutes Ergebnis und zum
Anderen durch eine feinere Abtastung kein sinnvolles Ergebnis erzielt wer-
den, wie in Abbildung[47]zu sehen ist. Bei einer Schrittweite von 0.25 wer-
den keine korrekten Kavitdten gefunden, was unter Umstinden an Run-
dungsfehlern liegt. Dieses Ergebnis ist dementsprechend nicht brauchbar.
Ebenso ist das Resultat bei einer einfachen Schrittweite nicht hilfreich, da
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diese Schrittweite zu grofs ist, um Kavitdten zu finden. Die einzige sinnvol-
le Schrittweite ist also 0.5.

Abbildung 47: Einfluss von Schrittweite auf Ergebnis
(Oben: Schrittweite 0.25, Mitte: Schrittweite 0.5, Unten: Schrittweite 1.0)

Dabher ist es nicht notwendig, die langen Berechnungszeiten fiir kleinere
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Schrittweiten zu berticksichtigen oder besonders zu gewichten, da die bes-
ten Resultate mit einer halben Schrittweite generiert werden konnen und
eine tolerable Zeit benotigen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass CavityDetector keines-

falls auf einem schnellen Algorithmus basiert. Mit grofseren Datensdtzen
und grofieren Probe-In Radien steigt die gesamte Berechnungszeit, auf-
grund der vielen Gridoperationen, exponentiell an.
CavityDetector erlaubt es jedoch, wichtige Parameter, die die Berechnungs-
zeit beeinflussen, selbst zu definieren, sodass der Benutzer in der Lage ist,
diese so zu wihlen, dass er ein zufriedenstellendes Ergebnis in einer ange-
messenen Zeit erhélt. Dariiber hinaus bietet der Algorithmus viel Potenti-
al zur Optimierung, sodass der Zeitaufwand noch reduziert werden kann
und auch gut fiir sehr grofle Proteine eingesetzt werden kann.

6.7.2 Bewertung durch pharmazeutische Experten

Eines der grofiten Ziele von CavityDetector ist es, Pharmazeuten in ihrer
Forschung zu unterstiitzen und einen Mehrwert gegeniiber bereits existie-
renden Methoden zu besitzen. Um dies zu {iberpriifen wurde die Koopera-
tion zwischen der Universitdat Koblenz-Landau und pharmazeutischen Ex-
perten aus Bonn dazu genutzt, eine fachkundige Meinung tiber den Nutzen
und die Tauglichkeit des Tools zu erhalten. Dazu stellten die Pharmazeu-
ten ausgewdhlte Datensitze bereit, die in ihrer aktuellen Forschung eine
grofse Rolle spielen. Darauf aufbauend wurde ein Fragebogen entwickelt,
welcher durch die Experten beantwortet werden sollte.

Datensdtze Die Pharmazeuten baten darum, die Bindungssituation zwi-
schen einem Ga, Protein und dem Ligand YM-254890 zu untersuchen.
G-Proteine sind sehr wichtige Molekiile, die fiir vielerlei Signaltransduk-
tionen verantwortlich sind. Damit G-Proteine diese Funktionen erfiillen
konnen, miissen sie durch Rezeptoren aktiviert werden. Diese Rezeptoren
miissen ebenfalls in einem aktiven Zustand vorliegen, was erst durch die
Bindung eines Liganden und die dadurch veranlasste Konformationsande-
rung realisiert wird. Nach einer solchen Aktivierung kann der Rezeptor als
GTP-Austauschfaktor dienen und so die Funktionen des G-Proteins akti-
vieren.

Ziel aktueller Forschungsprojekte ist es, Liganden so zu synthetisieren, dass
sie in der Lage sind, die sogenannten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
und somit auch die G-Proteine zu aktivieren, um daraus moglicherweise
neue Medikamente entwickeln zu kénnen.

Ein Gesprach mit den Pharmazeuten ergab, dass besonders die Bindungs-
tasche fiir den Liganden YM-254890 interessant sei, da dieser aufgrund sei-
ner Stabilitdt und seiner chemischen Eigenschaften als , perfekter“Ligand
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bezeichnet werden konne. Aus diesem Grund sei es das Ziel, diese beson-
dere Bindung zu untersuchen und herauszufinden, wie der Ligand in sei-
ner Bindungstasche liegt und ob es moglich ist, einen Stoff herzustellen,
der genau so an den Rezeptor binden kann.

Fragebogen Um die Korrektheit und den Nutzungsfaktor von CavityDe-
tector zu tiberpriifen, wurden das Protein und der Ligand geladen und mit
Hilfe der beschriebenen Moglichkeiten visualisiert. Dazu wurde ein Frage-
bogen entwickelt, der sich aus drei Teilen zusammensetzte - einer Einlei-
tung und einem zweigeteilten Hauptteil.

Zunichst wurde eine Ubersicht iiber das Tool CavityDetector und seine
Funktionen, sowie Hinweise zum Aufbau des Fragebogens gegeben. In der
ersten Halte des Hauptteils wurde der Ligand YM-254890 in eine beliebige
Bindungstasche gelegt, die nicht seiner natiirlichen entsprach. In der zwei-
ten Halfte wiederum wurde der Ligand in seiner korrekten, natiirlichen
Bindungstasche dargestellt.

Diese Bindungssituationen wurden aus vier verschiedenen Blickwinkeln
dargestellt. Aufgabe der Pharmazeuten war es nun, zu bewerten wie gut
oder schlecht sie diese Protein-Ligand-Komplexe raumlich einschétzen kon-
nen und ob der Ligand gut in seiner Bindungstasche liegt.

Dazu wurden die Bindungen jeweils auf vier verschiedene Weisen darge-
stellt.

1. Darstellung von Protein und Ligand, beide opaque, ohne Zusatzin-
formation

2. Darstellung von Protein und Ligand, Protein opaque und Ligand trans-
parent, keine Zusatzinformation

3. Darstellung von Protein und Ligand, Protein opaque und Ligand trans-
parent, Kavitatenpunkte

4. Darstellung von Ligand, Protein ausgeblendet und Ligand transpa-
rent, Kavitatenpunkte

Die Abbildungen 48 und 9| zeigen beispielhaft beide Bindungssituationen
aus einem Blickwinkel auf die vier verschiedenen Weisen.
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Abbildung 49: Bindungssituation 2 - Ligand in seiner korrekten Bindungstasche

Zu jeder Darstellungsvariante wurden die gleichen vier Fragen gestellt.

1. Wie gut kénnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Li-
gand raumlich einschatzen?

52



2. Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt?

3. Wie gut konnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand ein-
schitzen?

4. Besitzt der der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?

Diese mussten auf einer Skala von ,sehr schlecht”bis ,sehr gut”, bezie-
hungsweise von ,Nein”, iiber ,nicht ersichtlich”, bis , Ja“beantwortet wer-
den.

14 Protein(ausgeblendet) und Ligand, Kavitétenpunkte

CavityDetector - Evaluation

4
m

Abbildung 50: Aufbau des Fragebogens

Abbildung 50| zeigt den Aufbau des Fragebogens. Der vollstindige Frage-
bogen kann im Anhang eingesehen werden. Auf die Antworten und das
Ergebnis der Umfrage wird im Folgenden eingegangen.

Auswertung Die Auswertung des Fragebogens ergab im Gesamten, dass
die Kavitdatenberechnung und -visualisierung durch CavityDetector die raum-
liche Wahrnehmung von Proteinen und Liganden gut unterstiitzen und
nur kleine Anderungen an Farbgebungen vorgenommen werden sollten.
Zum Zeitpunkt der Befragung besafs das Protein noch keine einheitliche
Farbe, sondern jedes Atom war entsprechend seiner Aminosaurenzugeho-
rigkeit gefdrbt. Dies ist aufgrund der formulierten Kritik in der aktuellen
Version nur noch iiber einen Button moglich. Die Pharmazeuten wiesen
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darauf hin, dass die Darstellung der Bindungssituationen unter Zuhilfe-
nahme der Kavitdtenpunkte zu voll und zu bunt sei und dass dies die Ana-
lyse des Bindungsabstandes erschweren wiirde. Dies spiegelt sich auch in
den Antworten auf die Frage, ob der Ligand in Bindungssituation 1 einen
optimalen Abstand zum Protein hat, wieder, die in Abbildung [51| darge-
stellt sind.

Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?

Ligand in falscher Bindungstasche - Visualisierungsvariante 3

nein nicht ersichtlich ja

Abbildung 51: Bewertung des Abstandes von Ligand zu Protein

Hier gab es trotz der Darstellung der Hohlrdume kein klares Ergebnis, da
jede Moglichkeit die gleiche Stimmenanzahl hatte. Ein moglicher Grund
fiir dieses Ergebnis ist die fehlende Erlduterung dazu, wie die Kavitaten-
punkte interpretiert werden sollten. Eine weitere Ursache ist die bereits
erwidhnte Farbgebung sowie die Anzeige von weiter weg liegenden und
uninteressanten Kavitdten, die auch durch freie Kommentaroptionen an-
gesprochen wurden.

Hintergrund blasser, Interaktion hervorheben |[...]
monocolored for protein/ ligand
Andere Kavititen ausblenden

Diese Kritikpunkte sind in der aktuellen Version von CavityDetector opti-
miert und entsprechend umgesetzt.

Besonders der Vergleich der ersten, einfachen Darstellungsvariante, bei wel-
cher lediglich Protein und Ligand ohne weitere Informationen dargestellt
wurden, und der vierten Variante, bei welcher das Protein ausgeblendet
war, zeigt jedoch deutlich, dass die Visualisierung der Kavitdtenpunkte
sehr hilfreich fiir die Einschdtzung der Bindungssituation sein kann. Ab-
bildungen 52| und [53|zeigen die entsprechenden Bilder.
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Abbildung 53: Bindungssituation 2

Auf die Frage, wie gut der Abstand zwischen Protein und Ligand einge-
schatzt werden kann, war die Antwort bei beiden Bindungssituationen fiir
die einfache Darstellung nur durchschnittlich mittelméafig, wie in Abbil-
dung[54zu sehen ist.

Wie gut kénnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?

Ligand in falscher Bindungstasche - Visualisierungsvariante 1

sehr schlecht schlecht mittelmanig gut sehr gut
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Wie gut kénnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschéatzen?

Ligand in natdrlicher Bindungstasche - Visualisierungsvariante 1

sehr schlecht schlecht mittelmarig qgut sehr gut

Abbildung 54: Bewertung der rdumlichen Einschitzung ohne Kavitdtenvisuali-
sierung

Durch die Hinzunahme der Kavitatenpunkte und das Ausblenden des Pro-
teins war eine bessere Einschitzung des Protein-Ligand-Komplexes mog-
lich und die Frage wurde mit ,gut“bis ,sehr gut“beantwortet, wie es Ab-

bildung 55| zeigt.

Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt?

Ligand in falscher Bindungstasche - Visualisierungsvariante 4

sehr schlecht schlecht mittelmafig qgut sehr gut
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Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt?

Ligand in natdrlicher Bindungstasche - Visualisierungsvariante 4

sehr schlecht schlecht mittelmanig gut sehr gut

Abbildung 55: Bewertung der raumlichen Einschitzung mit Kavitdtenvisualisie-
rung

Im Falle der zweiten Bindungssituation wurde die Frage tiber den opti-
malen Abstand zudem einheitlich mit ,Ja“beantwortet, wihrend auf die
gleiche Frage bei anderen Darstellungsmethoden geantwortet wurde, dass
der Abstand nicht ersichtlich sei. Dieses Ergebnis zeigt Abbildung 56].

Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?

Ligand in natirlicher Bindungstasche - Visualisierungsvariante 1

nein nicht ersichtlich ja
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Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?

Ligand in natdrlicher Bindungstasche - Visualisierungsvariante 4

nein nicht ersichtlich ja

Abbildung 56: Bewertung des Abstandes von Ligand zu Protein

Dartiber hinaus zeigt dies auch, dass die Visualisierung der Kavitatenpunk-
te durchaus korrekt ist, da der Ligand in dieser Situation in seiner natiir-
lichen Bindungstasche liegt und dies auch durch die Hohlrdume und ihre
griine Farbe so angezeigt wird. Abbildung

reffig:abb57 zeigt dieses Ergebnis noch einmal nach Anpassung der Farben.

In einer abschliefenden Frage wurde die Visualisierung der Kavita-
ten auf einer Skala von ,nicht hilfreich“iiber ,wenig hilfreich“und ,hilf-
reich”bis ,sehr hilfreich”“einstimmig als hilfreich fiir das Einschdtzen der
Bindungssituationen bewertet.

6.7.3 Fazit

Die technische Evaluation sowie die Bewertung durch die pharmazeuti-
schen Experten haben ergeben, dass die Idee hinter CavityDetector durch-
aus Potential hat, die Forschung von Protein-Ligand-Interaktionen zu un-
terstiitzen. Neben einer besseren Einschidtzung der Oberfldache eines Pro-
teins und der Position eines Liganden, erhilt der Benutzer Informationen
iiber noch vorhandene Hohlrdume und somit iiber Abstdnde zwischen Pro-
tein und Ligand und kann daraus weitere Erkenntnisse ableiten.

Die Berechnung der notigen Daten kann einige Zeit dauern, muss jedoch
nur einmal durchgefiihrt werden. Dartiiber hinaus ist eine Interaktion in
Echtzeit moglich, sodass ein Docking selbst simuliert werden kann. Des
Weiteren bietet der Algorithmus Potential zur Parallelisierung oder Multi-
threading, sodass auch grofie Proteine in angemessener Zeit geladen und
berechnet werden konnten.
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Abbildung 57: Ligand in korrekter Bindungstasche

Wichtig im Umgang mit CavityDetector ist zu wissen, wie die entstehen-
den Bilder korrekt interpretiert werden, um Missverstdndnisse zu vermei-
den. Des Weiteren liefern die Informationen zu Protein-Ligand-Abstdnden
nicht zwangsldufig eine Aussage dariiber, ob ein Docking erfolgreich ist
oder nicht, sondern liefern lediglich eine hilfreiche Information zur Ein-
schidtzung der Position des Liganden in seiner Bindungstasche und damit
eine Tendenz. Dies zeigt, dass CavityDetector mittels bestehender Kavitdten-
Algorithmen, Protein-Ligand-Komplexe rdumlich verstindlicher macht und
Pharmazeuten dadurch in ihrer Forschung gut unterstiitzen konnte. Den-
noch stehen weiterhin Fragen offen, die die pharmazeutischen Forscher
versuchen zu beantworten. Dazu erhoffen sie sich weiterhin Unterstiitzung
der Computergrafik, indem sie diese Problemstellungen durch Visualisie-
rungen losbar macht. Welche Probleme es aktuell zu l6sen gilt und inwie-
fern CavityDetector eine Basis fiir weitere Entwicklungen bietet, beschreibt
der folgende und letzte Abschnitt.

7 Ausblick

CavityDetector ermoglicht es einen Protein-Ligand-Komplex zu einem Zeit-
punkt zu untersuchen und hilfreiche Informationen tiber Oberfldchenstruk-
turen, sowie Abstidnde zwischen Protein und Ligand zu erhalten, um so
Hinweise darauf zu bekommen, ob ein Ligand gut in seiner Bindungsta-
sche liegt.

Proteine sind jedoch dynamische Gebilde, die ihre Konformation abhan-
gig von dufleren Einfliissen dndern konnen. Ndhert sich beispielsweise ein
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Ligand an ein Protein, so wirken Kréfte, die eine Konformationsanderung
des Proteins ausldsen kdnnen.

Genau dieses Phanomen gilt es in der pharmazeutischen Forschung zu un-
tersuchen, da erst so herausgefunden werden kann, wieso beispielsweise
Liganden, die in eine Bindungstasche zu passen schienen, nicht mehr an-
docken konnen, sobald sie sich dem Protein nidhern.

Um dieses Verhalten veranschaulichen zu konnen, miisste es moglich sein,
die Berechnung und Visualisierung von CavityDetector fiir eine Simulati-
on eines dynamischen Protein-Ligand-Dockings anzuwenden. Ein Ansatz
dazu wiére, die Berechnung fiir jeden Zeitschritt einer Simulation durchzu-
fithren und die Ergebnisse schliefSlich miteinander zu vergleichen. Dieses
Prinzip bringt jedoch einen hohen Rechenaufwand mit sich, der durch Par-
allelisierung jedoch etwas minimiert werden konnte. Des Weiteren wire es
moglich nur bestimmte Zeitschritte zu untersuchen und Zwischenergeb-
nisse zu schédtzen oder zu interpolieren.

CavityDetector liefert, neben Informationen zur Struktur eines Proteins, In-
formationen zu Abstdnden zwischen Atomen. Diese allein haben jedoch
nicht ausreichend Aussagekraft dariiber, ob ein Ligand an ein Protein an-
docken kann oder nicht. Was zahlt, sind die Atome, die sich einander anni-
hern und die vorherrschenden Wechselwirkungen, die dafiir sorgen, dass
bestimmte Reste eines Liganden starker angezogen werden als andere. Um
diese zu visualisieren, wére es moglich Kavitatenpunkte durch Glyphen
auszutauschen und Informationen iiber die Anziehungskrifte in die Be-
rechnung mit einflieffen zu lassen, so dass eine Richtung der Kréfte zwi-
schen Protein und Ligand erkennbar wird.

CavityDetector bildet somit eine gute Basis fiir ein besseres raumliches Ver-
standnis wahrend einer statischen Docking-Simulation und bietet noch viel
Potential zur Erweiterung, um dynamische Wechselwirkungen nachvoll-
ziehen zu kdnnen und so bestehende Hiirden der pharmazeutischen For-
schung 16sen zu konnen.
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CavityDetector - Evaluation

Vanessa Schiiller

CavityDetector ist ein Tool, welches im Rahmen einer Bachelorarbeit entwickelt wurde, um Hohlrdume ei-
nes Proteins zu visualisieren und zu beobachten, um Docking-Prozesse zwischen diesem und einem Liganden zu
visualisieren und besser bewerten zu kénnen.

Dazu werden die Kavitéten des Proteins mit Hilfe eines geometrischen Algorithmus berechnet und durch Punkte
visualisiert, die durch ihre Farbgebung Aufschluss iiber den Abstand zum Protein liefern. Fiir verschiedene Bin-
dungstypen gibt es jeweilige optimale Abstédnde, ab welchen eine solche Bindung zustande kommen kann. Diese
werden durch den Benutzer definiert und durch griine Punkte symbolisiert. Nicht-optimale Absténde wiederum
werden durch rote Punkte dargestellt. Ubergéinge werden durch orangene Punkte visualisiert.

Durch verschiedene Tastaturbefehle kann ein Ligand hinzugefiigt werden und beliebig verschoben werden. Be-
tritt dieser eine Kavitit, so wird der betretene Bereich ausgeschnitten.

Abbildung 1: Kavitdt vor und nach Betreten eines Liganden

Hat ein Ligand, wie in der Abbildung, nun eine Position erreicht, in welcher er iiberwiegend an griine Kavité-
tenpunkte angrenzt, so kann davon ausgegangen werden, dass ein Docking erfolgreich sein konnte.

Im Folgenden wird Thnen eine Bindungssituation aus verschiedenen Blickwinkeln auf verschiedene Weisen
gezeigt. Sie werden gebeten, diese zu bewerten und eine Aussage dariiber zu treffen, ob die dargestellte Konfor-
mation eine Bindung erméglichen kénnte oder nicht. Als optimal wurde in diesem Beispiel ein Abstand von 3.0
A mit einer Toleranz von 0.2 A angenommen, da dies ungefiihr dem Abstand zwischen Atomen entspricht, die
eine Wasserstoffbriicke bilden (2.8 - 3.2 A)L.

Durch den definierten Abstand ergibt sich folgendes Bild einer Kavitét:
Griine Punkte symbolisieren optimale Absténde
Orangene Punkte symbolisieren Abstinde nahe dem optimalen Abstand
Rote Punkte symbolisieren nicht-optimale Absténde

LGerhard Klebe - Wirkstoffdesign: Entwurf und Wirkung von Arzneistoffen
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1

1.1 Protein und Ligand, einfach

1.1.1
Wie gut kénnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand rédumlich einschitzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
1.1.2
Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
1.1.3
Wie gut konnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
1.1.4
Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?
Nein | nicht erisichtlich | Ja
1.1.5

Personliche Anmerkungen:
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1.2 Protein und Ligand, Transparenz

1.2.1
Wie gut konnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand rdumlich einschitzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
1.2.2
Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
1.2.3
Wie gut konnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
1.2.4
Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?
Nein | nicht ersichtlich | Ja
1.2.5

Personliche Anmerkungen:
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1.3 Protein und Ligand, Kavititenpunkte

1.3.1
Wie gut konnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand rdumlich einschitzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
1.3.2
Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
1.3.3
Wie gut koénnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
1.3.4
Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?
Nein | nicht ersichtlich | Ja
1.3.5

Personliche Anmerkungen:



1.4 Protein(ausgeblendet) und Ligand, Kavitdtenpunkte

1.4.1
Wie gut konnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand raumlich einschitzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
1.4.2
Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
1.4.3
Wie gut konnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
1.4.4
Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?
Nein | nicht ersichtlich | Ja
1.4.5

Personliche Anmerkungen:
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2.1 Protein und Ligand, einfach

2.1.1
Wie gut kénnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand rédumlich einschitzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
2.1.2
Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
2.1.3
Wie gut konnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
2.1.4
Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?
Nein | nicht erisichtlich | Ja
2.1.5

Personliche Anmerkungen:



2.2 Protein und Ligand, Transparenz

2.2.1
Wie gut konnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand rdumlich einschitzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
2.2.2
Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
2.2.3
Wie gut konnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
2.24
Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?
Nein | nicht ersichtlich | Ja
2.2.5

Personliche Anmerkungen:
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2.3 Protein und Ligand, Kavititenpunkte

2.3.1
Wie gut kénnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand r&dumlich einschétzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
2.3.2
Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
2.3.3
Wie gut konnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
2.3.4
Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?
Nein | nicht ersichtlich | Ja
2.3.5

Personliche Anmerkungen:



2.4 Protein(ausgeblendet) und Ligand, Kavitidtenpunkte
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2.4.1
Wie gut kénnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand rédumlich einschitzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
2.4.2
Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
2.4.3
Wie gut konnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
2.4.4
Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?
Nein | nicht ersichtlich | Ja
2.4.5

Personliche Anmerkungen:
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3

3.0.1

Wie hilfreich empfanden sie die Kavitatenvisualisierung fiir das Einschétzen der Bindungssituation?
sehr hilfreich | hilfreich | wenig hilfreich | gar nicht hilfreich

3.0.2

Option zur personlichen Stellungnahme zum Grundgedanken und der Umsetzung von CavityDetector:
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CavityDetector - Evaluation

Vanessa Schiiller

CavityDetector ist ein Tool, welches im Rahmen einer Bachelorarbeit entwickelt wurde, um Hohlrdume ei-
nes Proteins zu visualisieren und zu beobachten, um Docking-Prozesse zwischen diesem und einem Liganden zu
visualisieren und besser bewerten zu kénnen.

Dazu werden die Kavitéten des Proteins mit Hilfe eines geometrischen Algorithmus berechnet und durch Punkte
visualisiert, die durch ihre Farbgebung Aufschluss iiber den Abstand zum Protein liefern. Fiir verschiedene Bin-
dungstypen gibt es jeweilige optimale Abstédnde, ab welchen eine solche Bindung zustande kommen kann. Diese
werden durch den Benutzer definiert und durch griine Punkte symbolisiert. Nicht-optimale Absténde wiederum
werden durch rote Punkte dargestellt. Ubergéinge werden durch orangene Punkte visualisiert.

Durch verschiedene Tastaturbefehle kann ein Ligand hinzugefiigt werden und beliebig verschoben werden. Be-
tritt dieser eine Kavitit, so wird der betretene Bereich ausgeschnitten.

Abbildung 1: Kavitdt vor und nach Betreten eines Liganden

Hat ein Ligand, wie in der Abbildung, nun eine Position erreicht, in welcher er iiberwiegend an griine Kavité-
tenpunkte angrenzt, so kann davon ausgegangen werden, dass ein Docking erfolgreich sein konnte.

Im Folgenden wird Thnen eine Bindungssituation aus verschiedenen Blickwinkeln auf verschiedene Weisen
gezeigt. Sie werden gebeten, diese zu bewerten und eine Aussage dariiber zu treffen, ob die dargestellte Konfor-
mation eine Bindung erméglichen kénnte oder nicht. Als optimal wurde in diesem Beispiel ein Abstand von 3.0
A mit einer Toleranz von 0.2 A angenommen, da dies ungefiihr dem Abstand zwischen Atomen entspricht, die
eine Wasserstoffbriicke bilden (2.8 - 3.2 A)L.

Durch den definierten Abstand ergibt sich folgendes Bild einer Kavitét:
Griine Punkte symbolisieren optimale Absténde
Orangene Punkte symbolisieren Abstinde nahe dem optimalen Abstand
Rote Punkte symbolisieren nicht-optimale Absténde

LGerhard Klebe - Wirkstoffdesign: Entwurf und Wirkung von Arzneistoffen
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1.1 Protein und Ligand, einfach

1.1.1

1.1.2

1.1.3

1.1.4

1.1.5

Wie gut kénnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand rédumlich einschitzen?

sehr schlecht

schlecht

mittelmafig

gut

sehr gut

0

2

1

0

0

Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??

sehr schlecht

schlecht

mittelmalig

gut

sehr gut

0

0

3

0

0

Wie gut kénnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?

sehr schlecht

schlecht

mittelmalig

gut

sehr gut

0

0

3

0

0

Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?

Nein | nicht erisichtlich

Ja

0

3

0

Personliche Anmerkungen:

use contrasting single colour scheme for better visual impact




1.2 Protein und Ligand, Transparenz

1.2.1

1.2.2

1.2.3

1.2.4

1.2.5

Wie gut konnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand rdumlich einschitzen?

sehr schlecht

schlecht

mittelméfig

gut

sehr gut

0

0

2

1

0

Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??

sehr schlecht

schlecht

mittelmafig

gut

sehr gut

0

0

1

2

0

Wie gut konnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?

sehr schlecht

schlecht

mittelmafig

gut

sehr gut

0

0

1

2

0

Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?

Nein | nicht ersichtlich

Ja

0

3

0

Personliche Anmerkungen:




1.3 Protein und Ligand, Kavititenpunkte

1.3.1

1.3.2

1.3.3

1.3.4

1.3.5

Wie gut konnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand rdumlich einschitzen?

sehr schlecht

schlecht

mittelméfig

gut

sehr gut

0

0

1

2

0

Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??

sehr schlecht

schlecht

mittelmafig

gut

sehr gut

0

0

0

3

0

Wie gut koénnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?

sehr schlecht

schlecht

mittelmakig

gut

sehr gut

0

0

0

3

0

Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?

Nein | nicht ersichtlich

Ja

1

1

1

Personliche Anmerkungen:




1.4 Protein(ausgeblendet) und Ligand, Kavitdtenpunkte

1.4.2

1.4.3

1.4.4

1.4.5

Wie gut konnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand raumlich einschitzen?

sehr schlecht

schlecht

mittelmafig

gut

sehr gut

0

0

0

3

0

Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??

sehr schlecht

schlecht

mittelmahig

gut

sehr gut

0

0

0

2

1

Wie gut konnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?

sehr schlecht

schlecht

mittelmalig

gut

sehr gut

0

0

0

2

1

Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?

Nein | nicht ersichtlich

Ja

1

1

1

andere Kavitédten ausblenden

Personliche Anmerkungen:




2

2.1 Protein und Ligand, einfach

2.1.2

2.1.3

2.1.4

2.1.5

Wie gut kénnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand rédumlich einschitzen?

sehr schlecht

schlecht

mittelmafig

gut

sehr gut

0

0

1

2

0

Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??

sehr schlecht

schlecht

mittelmahig

gut

sehr gut

0

0

1

2

0

Wie gut konnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?

sehr schlecht

schlecht

mittelmalig

gut

sehr gut

0

0

1

2

0

Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?

Nein | nicht erisichtlich

Ja

0

2

1

Personliche Anmerkungen:
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2.2 Protein und Ligand, Transparenz

2.2.1
Wie gut kénnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand raumlich einschitzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
0 0 1 2 0
2.2.2
Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
0 0 1 2 0
2.2.3
Wie gut koénnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
0 0 1 2 0
2.2.4
Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?
Nein | nicht ersichtlich | Ja
0 2 1
2.2.5

Personliche Anmerkungen:
kritisch: optimaler Abstand zum Protein ist nicht gleich optimaler Aktivitét

mono colored for protein/ligand
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2.3 Protein und Ligand, Kavititenpunkte

2.3.1
Wie gut kénnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand r&dumlich einschétzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
0 0 1 2 0
2.3.2
Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
0 0 1 2 0
2.3.3
Wie gut konnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
0 0 1 2 0
2.3.4
Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?
Nein | nicht ersichtlich | Ja
0 2 1
2.3.5
Personliche Anmerkungen:
zu voll



2.4 Protein(ausgeblendet) und Ligand, Kavitidtenpunkte

2y
,
2 2rfal 002

7
00 FIL TSI
M
I
A

2.4.1
Wie gut kénnen Sie die Bindungssituation zwischen Protein und Ligand rédumlich einschitzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
0 0 0 1 2
2.4.2
Wie gut ist ersichtlich, ob der Ligand in der Bindungstasche liegt??
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
0 0 0 1 2
2.4.3
Wie gut konnen Sie den Abstand zwischen Protein und Ligand einschétzen?
sehr schlecht | schlecht | mittelméfig | gut | sehr gut
0 0 0 1 2
2.4.4
Besitzt der Ligand einen optimalen Abstand zum Protein?
Nein | nicht ersichtlich | Ja
0 0 3
2.4.5

Personliche Anmerkungen:

andere Kavitdten transparent, Farbgradient nicht rot-griin-rot, eher kompletter Gradient zu nah-
optimal-zuweit
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Hintergrund blasser, direkte Interaktionen hervorheben, direkter Kontakt in Vergleich zu MD-Screenshots,
Label AA in Protein

3

3.1
Wie hilfreich empfanden sie die Kavitdtenvisualisierung fiir das Einschétzen der Bindungssituation?
sehr hilfreich | hilfreich | wenig hilfreich | gar nicht hilfreich
0 3 0 0
3.2

Option zur persénlichen Stellungnahme zum Grundgedanken und der Umsetzung von CavityDetector:

Vergleich zu MD wére gut, da sonst Orientierung von Protein und Ligand nicht erkennbar

10



Glossar

A
Angstrom - Etablierte und typische Grofenordnung fiir Abstinde in
atomaren Grofienordnungen - entspricht 10 pm

Bounding Box

Box, die ein Objekt vollstandig umschliefit und dabei minimal ist

Fragment Shader
Shaderstufe, die einzelne Fragmente behandelt und Farben zuweist

Geometry Shader

Shaderstufe, die einzelne Primitive (Dreiecke, Linien, Quads) behan-
delt

Multiprocessing

Ausfithren einzelner Prozesse auf verschiedenen Prozessorkernen

Multithreading
Paralleles Abarbeiten mehrerer Threads innerhalb eines Programmes

Out-of-Range-Exceptions

Fehler, der vom Compiler geworfen wird, wenn ein Index auf einen
nicht definierten oder ungiiltigen Bereich zeigt

Render-To-Texture

Szene wird nicht in den Bildschirm, sondern in eine Textur gerendert,
sodass diese zur Weiterverarbeitung genutzt werden kann

Shader Storage Buffer Object

Buffer Objekte, um grofie Datenmengen zu speichern und an Shader
weiterzugeben - SSBOs sind beschreibbar und kénnen eine variable
Speicher Grofie haben

std-Vector

Container, der dynamische Arrays kapselt

Tiefensuche

Verfahren zur Suche von Knoten in Graphen, wobei Pfade vollstindig
in die Tiefe abgearbeitet werden, bevor ein neuer beschritten wird

Vertex Shader

Shaderstufe, die einzelne Vertices behandelt

81
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