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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Polymer-Biokonjugate

1.1.1 Einfiihrung

Durch die Optimierung und Weiterentwicklung neuer biotechnologischer Verfahren
seit der Markteinfiihrung rekombinant hergestellten Humaninsulins im Jahre 1982 [1]
haben makromolekulare Arzneistoffe in der Pharmazie stetig an Bedeutung hinzu-
gewonnen. Biopharmazeutika bzw. Biologika und die davon abgeleiteten Biosimilars
stellen Peptide, Proteine oder nukleinsdurebasierte Strukturen wie Aptamere dar und
sind vielseitig einsetzbar. Besonders monoklonale Antikérper dienen oftmals zur The-
rapie von Autoimmunerkrankungen wie Morbus Crohn oder rheumatoider Arthtritis,
konnen aber auch gegen Krebs eingesetzt werden [2]. Zur Klasse der Biologika zéh-
len ebenso Impfstoffe [3]. Acht der zehn weltweit umsatzstéarksten Medikamente des
Jahres 2019 stellten Biopharmazeutika dar [4] und es ist zu erwarten, dass dieser
Markt noch weiter wachsen wird. Aufgrund ihrer komplexen Struktur binden diese

makromolekularen Substanzen selektiv an ihr Angriffsziel [3, 5].

Die Nutzung biotechnologisch hergestellter Makromolekiile, die parenteral appliziert
werden miissen [6], ist jedoch keineswegs unproblematisch. Durch enzymatische De-
gradation und renale Filtration wird ihre Wirkung in vivo deutlich beeintréchtigt.
Auch hinsichtlich der Wirkstoffformulierung ergeben sich Fragen zur Stabilitéit, da
die Funktion dieser Arzneistoffe wesentlich von ihrer dreidimensionalen Struktur ab-
hingt, welche in der Regel sensibel auf Anderungen des pH-Werts, der Temperatur
und andere duBere Einfliisse reagiert [3, 5]. Der aufwendige und kostspielige zell-
basierte Herstellungsprozess definiert maf3geblich das Produkt, weshalb Biosimilars
auch nicht mit Generika gleichzusetzen sind [2, 3, 7]. Ergénzend zu pharmakokineti-
schen und pharmazeutisch-technologischen Problematiken besitzen diese Wirkstoffe
ein gewisses immunogenes Potenzial, wodurch es zu unerwiinschten Abwehrreaktionen

kommen kann [3, 8].
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Durch kovalente Verkniipfung biologischer Makromolekiile mit Polymeren kénnen
neuartige Hybride erhalten werden, die im Idealfall die Vorteile beider Material-
welten miteinander vereinen. Dieser Prozess wird Biokonjugation genannt und kann
die physikochemischen und pharmakokinetischen Eigenschaften von Arzneistoffen we-
sentlich verbessern [9]. Wéhrend besonders die Medizin von solchen Konjugaten pro-
fitiert hat, sollte nicht unerwahnt bleiben, dass diese Verbindungen bspw. auch in der
Lebensmittel- und Kosmetikindustrie zunehmend Anwendung finden [10]. Verbesser-
te Biopharmazeutika werden indes auch als Biobetters bezeichnet [11]. Unter smarten
Biokonjugaten versteht man gar Systeme, bei denen die Konformation des Polymers
durch duflere Stimuli wie Licht, Temperatur oder pH-Wertédnderungen kontrolliert

werden kann [12].

Die ersten Arbeiten zu Polymer-Biokonjugaten (PBK) wurden bereits in den Jahren
1952 und 1953 publiziert, bei denen Chymotrypsin und Albumin mit Polyglycinen
verkniipft wurden [13-15]. Das eigentliche medizinische Potential wurde jedoch erst
durch die 1977 von Abuchowski et al. hergestellten Konjugate deutlich [16, 17]. Zur
Biokonjugation ist in der Regel eine spezielle Linkerstruktur nétig, iiber die das Po-
lymer mit dem Protein verkniipft werden kann. In den Arbeiten von Abuchowski
et al. wurde Polyethylenglykol (PEG) unterschiedlichen Molekulargewichts, hier und
in den meisten anderen Féllen in Form von Monomethoxy-PEG (mPEG), mittels
toxischem Cyanurchlorid als Linker kovalent an Aminogruppen des bovinen Serum-
albumins und der bovinen Leberkatalase gekniipft. Erst 1990 wurde dann das erste
Konjugat von der amerikanischen Behorde fiir Lebens- und Arzneimittel (Food and
Drug Administration, FDA) zugelassen. Es handelt sich um Adagen®, eine mit 5 kDa
PEG konjugierte Adenosin-Desaminase zur Behandlung des schweren kombinierten
Immundefekts (SCID) [18]. Aktuell werden 18 von der FDA zugelassene PBK in den
USA vermarktet (Tab. 1.1, Stand: 2020), alle auf Basis von PEG [9, 19, 20]. Daneben
kénnen aber auch kleinere Molekiile mit Polymeren verkniipft werden. Ein Beispiel
hierfiir ist Movantik®, ein als Naloxegol bezeichnetes, PEGyliertes Naloxon. Die Kon-
jugation soll hier den Ubertritt iiber die Blut-Hirn-Schranke verhindern [21]. Ebenfalls
wurden bereits mit PEG beschichtete, niedermolekulare Wirkstoffe enthaltende Li-
posomen von der FDA zugelassen: Onivyde® mit Irinotecan und Doxil®/Caelyx®
mit Doxorubicin als aktive Komponenten [20, 22]. PEG kann hierbei wesentlich die
Protein-Corona des Partikels beeinflussen, d. h. das Ausmaf} der Adsorption von Pro-
teinen in vivo [23, 24]. 1993 wurde in Japan mit SMANCS/Lipiodol auch ein PBK
gegen Leberzellkarzinome zugelassen, welches nicht auf PEG basiert. Es handelt sich
um ein an jeweils zwei Aminosduren mit einem Styrol-Maleimid-Copolymer konjugier-
tes Neokarzinostatin, welches in einer lipophilen Formulierung intraarteriell appliziert
wird, um sich im Tumorgewebe anzureichern [25, 26]. Eine weiterfiihrende Liste zu ak-
tuell in der Entwicklung befindlichen PBK fiir unterschiedlichste Anwendungsgebiete
ist in [27] zu finden.
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Tabelle 1.1: Aktuell in den USA vermarktete und von der FDA zugelassene Biokonjugate
(Stand: 2020). Handelsnamen, unPEGylierte Wirkstoffe, Indikationsbeispiele und das Jahr
der Zulassung, nach dem die Substanzen geordnet sind, sind aufgefiihrt. In der dritten Spalte
ist die Art der PEGylierung niher beschrieben: einfach (E) oder mehrfach (M), sowie linear
(L) oder verzweigt (V), inklusive Angabe des Molekulargewichts der PEG-Ketten in kDa [9,
19, 20].

Handelsname Wirkstoff PEG Indikation Zulassung
Jivi® Faktor VIII E/V/60  Hamophilie A 2018
Asparlas™ L-Asparaginase M/L/5 éj;ll:z;}i]:lphOblaStiSChe 2018
Revcovi™ g::“;ﬁzse M/L/5.6 SCID 2018
Palynziq® i}rlrfrrrll}(l)lZiIZlI(l—iE;/ase M/V/20  Phenylketonurie 2018
Rebinyn® Faktor IX E/V/40  Hiamophilie B 2017
Adynovate® Faktor VIII M/V/20  Hamophilie A 2015
Plegridy® Interferon-gla E/L/20 Multiple Sklerose 2014
Sylatron™ Interferon-a2b E/L/12 Melanome 2011
Krystexxa® Uricase M/L/10  Urikopathie 2010
Cimzia® Certolizumab E/V/40  Morbus Crohn 2008
Mircera® Epoetin beta E/L/30 Renale Anédmie 2007

Aptamer gegen
Macugen® vaskuldren endothelialen E/V/40 Makuladegeneration 2004
Wachstumsfaktor (VEGF)

Somavert® Somatropin-Antagonist M/L/5 Akromegalie 2003

Granulozyten-Kolonie-
Neulasta® stimulierender E/L/20 Neutropenie 2002
Faktor (G-CSF)

Pegasys® Interferon-a2a E/V/40  Hepatitis B und C 2001
Pegintron® Interferon-a2b E/L/20 Hepatitis C 2000
Akute 1 hoblastisch
Oncaspar® L-Asparaginase M/L/5 u? 3./mp ODIAsUSERe 1994
Leukamie
Ad in-
Adagen® enosin M/L/5  SCID 1990
Desaminase

Im Prinzip stellen PBK mit ihrer direkten Modifikation des betreffenden Arznei-
stoffs eine mogliche Alternative zur Nutzung von Nanovesikeln dar, deren Bedeutung
in den letzten Jahren ebenso stieg. Beide Ansétze verfolgen im Grunde ein dhnli-
ches Ziel: das Erreichen des Zielorts schlecht bioverfiighbarer oder besonders instabiler
Substanzen zu erleichtern. Somit kann der fiir die Pharmazie relevante chemische
Raum, welcher lange Zeit lediglich durch einige wenige zentrale Dogmen gepragt war
(Induced-Fit-Theorie nach Koshland [28], Lipinski’s Rule of Five [29, 30]), mit Fo-
kus auf eine verbesserte Pharmakokinetik erweitert werden. Vor allem aber kénnen

bereits bestehende Therapien bzgl. dieser Problematiken optimiert werden. Wahrend
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Nanovesikel durch den EPR (Enhanced permeability and retention)-Effekt die Appli-
kation besonders zytotoxischer Substanzen im Zuge einer Chemotherapie erlauben,
wird durch eine Biokonjugation der Abbau sowie die Elimination der Molekiile in vivo
deutlich verlangsamt [23, 31].

In den vergangenen Jahren haben sich unterschiedliche Polymerisations- und Kon-
jugationsmethoden zur Synthese von PBK etabliert. Wéahrend frithere Konjugate
unspezifisch an verschiedenen Stellen PEGyliert waren und grofie Polydispersititen
aufwiesen, existieren heute Verfahren zur ortsspezifischen Konjugation mit mafige-
schneiderten Polymeren definierter Lénge. Diese Techniken sorgen chargeniibergrei-
fend fiir gleichméafigere Eigenschaften der Konjugate, was besonders hinsichtlich ei-
ner zu vermeidenden Variabilitdt der Bioverfiigharkeit von Vorteil sein kann [9, 18].
Gleichzeitig stédrken diese neuen Methoden zunehmend auch den Wunsch nach sys-
tematischeren Vorgehensweisen zur Synthese von Konjugaten mit bestméoglichen Ei-
genschaften. Letztere sind grundsétzlich abhingig vom Konjugationsort, der Anzahl
an verkniipften Polymerketten, der Linkerstruktur und dem Aufbau sowie der Léin-
ge der Polymere. Rationale Ansétze zur Herstellung von PBK profitieren vor allem
von computertechnischen Methoden, mit denen das Verhalten auf molekularer Ebene
ndher analysiert werden kann [32]. Die bisherigen Befunde dieses Forschungsgebiets

werden in Kap. 1.1.6.1 ndher erldutert.

PBK weisen in aller Regel eine bessere Loslichkeit, ein vermindertes Aggregations-
verhalten und eine erhohte thermische und proteolytische Stabilitdt auf und werden
durch ihren gréfleren hydrodynamischen Radius schlechter renal filtriert, sodass sie
langer im Blutkreislauf verbleiben. Ebenso wird das immunogene Potenzial des Wirk-
stoffs gesenkt [33]. Es wird vermutet, dass PEG wie ein Schutzschild fungiert und das
Protein vor proteolytischen Enzymen und Antikérpern, die an Epitope des Arznei-
stoffs binden kénnten, schiitzt. Dahingehend wird in der Literatur auch oft von einem
sogenannten Stealth-Effekt geschrieben, der im Hinblick auf Nanovesikel auch einer
moglichen Bindung von Albumin durch PEG zugeschrieben wird [23]. Zusétzlich soll
das Polymer wie eine Art Sieb wirken kénnen: Kleinere Molekiile diffundieren bis zur
Proteinoberfliche, wiahrend groflere Molekiile, wie bspw. Antikorper, bereits an der
Polymeroberflache abgeblockt werden [9]. Dieser Effekt wurde an a-Chymotrypsin,
das mit Dendrimeren verschiedener Generationen konjugiert worden war, studiert [9,
34].

Neben den genannten Vorteilen zeigen PBK jedoch zumeist eine verminderte Aktivi-
tat. Vermutlich beruht dies auf einer sterischen Abschirmung der Binderegionen des
Makromolekiils durch das Polymer [35]. Es wurde jedoch auch bereits eine durch die
Konjugation modulierte Proteindynamik fir die Aktivitdtsminderung verantwortlich
gemacht, weshalb die Nahe der Konjugationsstelle zum aktiven Zentrum nicht zwangs-
laufig der entscheidende Faktor fur die Aktivitdtsmodulation ist [36]. Ebenfalls berich-
ten einige Forscher von anti-PEG-Antikérpern. Dies kann zur beschleunigten Filtrati-

on der Wirkstoffe aus dem Blutkreislauf und zu Hypersensibilitdtsreaktionen fithren.
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Omontys®, ein PEGyliertes Erythropoeitin-Mimetikum, wurde aufgrund schwerer
Immunreaktionen vom Markt zuriickgezogen [20, 37]. Dennoch werden Biokonjuga-
te, vornehmlich aufgrund der durch die verringerte Clearance deutlich verldngerten
Halbwertszeit im Blutkreislauf, zunehmend eingesetzt. Hierdurch kann die Frequenz
der parenteralen Applikationen verringert werden, wodurch die Therapie fiir den Pa-
tienten deutlich erleichtert wird [18]. Die Vor- und Nachteile einer Konjugation sind

in Tab. 1.2 zusammengefasst.

Tabelle 1.2: Mogliche Vor- und Nachteile einer Polymer-Biokonjugation an therapeutisch
verwendete Biologika [18, 20, 33, 37].

Nachteile
Erhohte Loslichkeit Verringerte Bioaktivitét
Verminderte Immunogenitat Immunogenes Potenzial
Verminderte Aggregation Hohe Produktionskosten
Verminderte Clearance Variable Bioverfiigbarkeit
Erhohte proteolytische Stabilitdt Potenzielle Toxizitat
Thermische Stabilisierung Thermische Instabilisierung

1.1.2 Herstellungsverfahren

1.1.2.1 Grafting-Methoden

Grundsétzlich wird zwischen drei verschiedenen Ansdtzen der Biokonjugation un-
terschieden (Abb. 1.1): Die Grafting to-Methode ist die am héufigsten angewandte.
Hierbei wird das Polymer separat synthetisiert und anschlielend iiber eine geeignete
Linkerstruktur an das Protein gekniipft. Dadurch sind Polymersynthesen auch in apo-
laren Losungsmitteln moglich und die Makromolekiile konnen vor der Konjugation
charakterisiert werden, jedoch ist die Ausbeute der Konjugation in der Regel gering,
da zwei Makromolekiile miteinander reagieren miissen. Bei der Grafting from-Methode
wird ein geeigneter Initiator in das zu modifizierende Protein integriert, sodass die Po-
lymerisation direkt am Makromolekiil stattfinden kann. Sie muss daher in einem fiir
das Protein geeigneten Milieu stattfinden, die Ausbeute ist jedoch grofler als bei der
Grafting to-Methode und die Produkte kénnen leicht von den niedermolekularen Mo-
nomeren abgetrennt werden. Die letzte Variante stellt die Grafting through-Methode
dar und wird aufgrund des geringen Polymerisationsgrades nur selten genutzt. Hier-
bei werden die Proteine vor der Polymerisation mit Monomeren verkniipft. Es bilden
sich dadurch Polymerketten mit mehreren kovalent gebundenen Proteinen [9, 12, 32,
38].
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der (A) Grafting to-, (B) Grafting from- und
(C) Grafting through-Methoden [12].

1.1.2.2 Polymersynthese

Zur Synthese der Polymere werden vor allem bei der Grafting from-Methode oft
kontrolliert radikalische Polymerisationen (CRP) durchgefiihrt, welche die Bildung
duflerst komplexer makromolekularer Architekturen erlauben. Bei der Atomtrans-
ferradikalpolymerisation (ATRP) wird ein organisch gebundenes Halogenid an einen
Cul-Liganden, z. B. Tris(2-pyridylmethyl)amin (TPMA), mittels Redoxreaktion iiber-
tragen. Dadurch entsteht ein zur Polymerisation geeignetes Radikal, welches durch
Bindung des Halogenids des Cu'l-Liganden wieder deaktiviert wird. Es herrscht ein
gut kontrollierbares Gleichgewicht zwischen der aktiven und der inaktiven Polymerisa-
tion. Als eine Alternative zur ATRP kann die reversible Additions-Fragmentierungs-
Ketteniibertragungs-Polymerisation (RAFT) angesehen werden. Hierbei stellt sich
ein Gleichgewicht unter Verwendung eines Kettentransferreagenzes (CTA) ein, wo-
fiir in der Regel eine Thiocarbonylthioverbindung genutzt wird. CTAs oder ATRP-
Initiatoren kénnen z. B. mittels N-Hydroxysuccinimid (NHS)-aktivierter Carbonséau-

ren an das Makromolekiil gekniipft werden [9, 12, 32, 38].
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1.1.2.3 Konjugationsstrategien

Mithilfe verschiedener Linkerstrukturen und variabler Reaktionsbedingungen kénnen
die Polymerketten bei der Grafting to-Methode an unterschiedliche Aminosduren ei-
nes Proteins konjugiert werden. Eine Auswahl ist als Ubersicht in Tab. 1.3 dargestellt.
Besonders Aminogruppen von Lysinen dienen z. B. iiber Bildungen von Schiffschen
Basen mit Aldehyden oder NHS-vermittelte Amidierungen als Konjugationsstellen.
Die Aminogruppe des N-Terminus kann spezifisch bei pH-Werten adressiert werden,
bei denen Lysine noch protoniert vorliegen. Cysteine stellen gute Nukleophile und,
aufgrund ihres relativ seltenen Vorkommens in freier Form, zumeist auch spezifische
Konjugationsorte in Proteinen dar, die iiber die Bildung eines Thioethers bspw. mit
Maleimiden oder Vinylsulfonen reagieren kénnen. Alternativ kénnen auch Disulfid-
briicken spezifisch angegriffen werden und zu iberbriickten PEGylierungen fiihren.
Moglich sind ebenfalls Konjugationen iiber Histidine, die in manchen Féllen auch zu
einer Art Prodrug fithren koénnen, da instabile Acyl-Histidin-Bindungen in vivo in
einer allméhlichen Freisetzung des unkonjugierten Wirkstoffs resultieren (wie bspw.
bei Pegintron®). Zu erwihnen sind schliellich auch komplexere Linkerstrukturen, die
es ermdglichen, verzweigte PEG-Ketten mit groferem Stealth-Effekt zu konjugieren
[12, 18, 19, 39].

Auch wenn die 20 natiirlich vorkommenden Aminosiduren bereits eine breite Palette
an moglichen Konjugationen erlauben, kann eine ortsspezifische Verkniipfung leich-
ter iiber nicht-natiirliche Aminoséduren erreicht werden. Diese kdnnen mittels gene-
tischer Modifizierung iiber ein Amber-Codon wéhrend der Translation an der ge-
wiinschten Position in die Aminosduresequenz eingebaut werden [40]. Alternativ exis-
tieren fir kleinere Peptide auch Einbaumdglichkeiten iiber Festphasenpeptidsynthe-
sen. Nicht-natiirliche Aminosduren erméglichen den Einsatz eleganter und selektiver
Click-Chemie-Verfahren [12, 41]. Ein Beispiel stellt N.-[(2-Azidoethoxy)carbonyl]-L-
lysin (AZK, auch NAEK genannt) dar, welches iiber seine Azidfunktion mittels 1,3-
dipolarer Huisgen-Cycloaddition an Alkingruppen gekniipft werden kann. In umge-
kehrter Weise kann auch N.-[(Allyloxy)carbonyl]-L-lysin verwendet werden [40, 42,
43]. Alternativ zur zumeist kupferkatalysiert durchgefithrten Addition kommen Cy-
clooctinderivate ohne toxikologisch bedenkliche Metallkatalysatoren aus, indem bio-
orthogonale, ringspannungsgeforderte Azid-Alkin-Cycloadditionen (Strain-promoted
azide-alkyne click chemistry reaction, SPAAC) durchgefithrt werden [41]. Beispie-
le fiir solche Derivate sind der Dibenzocyclooctin (DBCO)- und der Bicyclononin
(BCN)-Linker (Abb. 1.2) [12]. Erst kiirzlich wurden als Alternative zu bereits etablier-
ten ringspannungsgeférderten Cycloadditionen auch Konjugationen mittels trans-

Cyclohepten tiber inverse Elektronenbedarfs-Diels-Alder-Reaktionen beschrieben [44].
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Tabelle 1.3: Beispiele moglicher Kupplungsreagenzien und daraus entstehende Produkte fiir
verschiedene Aminoséuren. R stellt dabei den Polymerrest dar [12, 19].
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Abbildung 1.2: Kupplungsreaktionen fiir PEGylierte DBCO- und BCN-Linker mit AZK.

Neben kovalenten Verkniipfungen von Polymeren an Makromolekiile kann eine orts-
spezifische Bindung auch nichtkovalent iiber Biotin-Streptavidin- oder HisTag-Ni**-
Nitrilotriessigsaure-Wechselwirkungen erfolgen [12]. Schliefllich kénnen auch enzyma-
tische Kupplungsreaktionen verwendet werden, die aufgrund ihrer Sequenzabhéngig-
keit zur ortsspezifischen Konjugation geeignet sind. Hierfiir werden bspw. Transglut-
aminasen oder auch Tyrosinasen genutzt [18, 41, 59]. Berticksichtigt man auch kova-
lente Konjugationen peptidischer Elemente an Proteine, so sollte schliellich auch die
SpyTag/SpyCatcher-Methode erwdhnt werden, bei der eine Isopeptidbindung zwi-
schen einer Asparaginsidure des kleinen SpyTag-Peptids und einer Lysinseitenkette
des SpyCatcher-Proteins gebildet wird. Diese Technologie wird z. B. zur Herstellung
von Vakzinen und Protein-Hydrogelen genutzt [60].

1.1.3 Polymerarten

Die Welt der Polymere bietet schier unendliche Kombinationen moglicher biokom-
patibler Strukturen, die zur Konjugation verwendet werden kénnen. Im Folgenden

sollen nur einige kurz erwdhnt werden.

1.1.3.1 Polyethylenglykol

PEG ist das fiir Biokonjugationen am haufigsten genutzte Polymer. Es handelt sich
um ein, je nach Molekulargewicht, in der Regel gut wasserlosliches Makromolekiil mit
simpler, linearer Struktur, welches in der Pharmagzie schon seit langer Zeit eine breite

Anwendung findet. Es kann unter anderem als Cosolvens, Bindemittel, Gelbildner
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oder auch Wirkstoff gegen Obstipation verwendet werden [61]. Aufgrund der bereits
langen Nutzung wird es von der FDA allgemein als biokompatibel, nicht toxisch
und Goldstandard zur Biokonjugation angesehen. Die Etherstrukturen resultieren in
einer starken Hydratation und damit in einem gréfleren hydrodynamischen Radius,
wodurch die in Kap. 1.1.1 schon erwdhnten Vorteile entsprechender PBK realisiert
werden. Der amphiphile Charakter des Polymers ermdglicht es ebenfalls, Konjugate
fiir apolare Losungsmittel zur Durchfithrung organischer Synthesen herzustellen [26,
62, 63].

Durch die intensive Anwendung dieses Polymers sind jedoch auch die Nachteile dieses
Strukturtyps hinlénglich bekannt. In Patienten nachgewiesene anti-PEG-Antikdrper
vom Typ IgG und IgM kénnen bei wiederholten Gaben zur schnelleren Clearance
des Wirkstoffs (Accelerated blood clearance, ABC-Phanomen) und schweren Immun-
reaktionen fithren [20, 26, 37]. Eine kiirzlich publizierte Kristallstruktur illustriert
die Bindung des flexiblen Polymers an einen Antikérper [64]. Anaphylaktische Re-
aktionen aufgrund einer PEG-Allergie wurden auch bei Arzneimitteln beobachtet,
in denen das Polymer als Hilfsstoff, z. B. zur Stabilisation von Lipidnanopartikeln,
eingesetzt wird, so auch im Falle des gegen das Coronavirus SARS-CoV-2 verwende-
ten mRNA-Vakzins Tozinameran. Auch handelsiibliche Pflegeprodukte wie Shampoos
enthalten oft PEG [65]. Eine Prophylaxe durch Gabe von freien PEG-Ketten kénnte
den Titer an Antikérpern jedoch fiir eine gewisse Zeit verringern [66]. Ebenso sind
die zur Biokonjugation genutzten PEG-Ketten nicht biologisch abbaubar, wodurch
sich Polymerriickstdnde in Leber-, Nieren- und Milzzellen ansammeln und Vakuolen
bilden kénnen [26]. Aufgrund dieser Nachteile wurden bereits verschiedene biokom-
patible PEG-Alternativen fiir die Konjugation in Betracht gezogen. Sie lassen sich in
biologisch nicht abbaubare und natiirlich abbaubare Polymere einteilen. Ausgewéhl-
te Strukturen sind in Abb. 1.3 gezeigt. Bisher existieren zu diesen jedoch deutlich

weniger in vivo-Studien.

1.1.3.2 Polyvinylpyrrolidon

Polyvinylpyrrolidon (PVP) stellt eine hydrophile, nicht toxische Alternative zu PEG
dar. Es kann durch eine RAFT-Polymerisation synthetisiert werden. Ein Vergleich
der Biodistributionen konjugierter Tumornekrosefaktoren mit unterschiedlichen Po-
lymerarten ergab fiir das PVP-Konjugat eine im Vergleich zur PEG-Variante erhohte
Halbwertszeit im Blutkreislauf [63, 67]. Allerdings zeigte PVP bei der Untersuchung

konjugierter Uricasen auch eine im Vergleich zu PEG erhohte Immunogenitét [68, 69].

1.1.3.3 Polyglycerole

Polyglycerol (PG) ist ein hydrophiles PEG-Derivat mit zusitzlichen Hydroxymethyl-
seitenketten, das in Studien eine sehr gute Zell- und Hamokompatibilitdt und eine
erhohte Halbwertszeit im Vergleich zu PEG zeigte [63, 70, 71]. Bisher wurde auch in

vivo keine nennenswerte Toxizitdt beobachtet [72]. Ein weiterer Vorteil zu PEG liegt
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in der geringeren Viskositét [73]. PG kann mittels Glycidol iiber eine Ringoffnungspo-
lymerisation erhalten werden. Durch die freie Hydroxymethylseitenkette des linearen
Polyglycerols (LPG) kénnen im Gegensatz zu PEG auch weitere Derivatisierungen
erfolgen [70]. Hyperverzweigte Polyglycerole stellen kompakte, dulerst komplexe Ar-
chitekturen dar und zeigen eine lingere Halbwertszeit im Blutkreislauf als LPG [71].
Allerdings sind auch PG-Ketten nicht bioabbaubar und kénnen sich in der Leber und
der Milz anreichern [63, 72].

1.1.3.4 Polyoxazoline

Ebenfalls nicht bioabbaubar sind Poly(2-alkyl-2-oxazoline) (POx), welche durch ei-
ne kationische Ringé6ffnungspolymerisation (CROP) erhalten werden kénnen [74]. Sie
sind schon seit iiber 50 Jahren bekannt, ihre Bedeutung im Bereich der Biowissen-
schaften nahm jedoch erst im letzten Jahrzehnt deutlich zu [75]. Wie bei PG ergibt
sich hier durch die Derivatisierung der Oxazolinseitenkette eine grofie strukturelle
Vielfalt. Es kénnen bspw. Poly(2-methyl-2-oxazolin) (PMeOx) und Poly(2-ethyl-2-
oxazolin) (PEtOx) synthetisiert werden und mittels dieser Variation der Seitenket-
tenldange die Polaritdt des Polymers beeinflusst werden [76]. POx wird ein &hnli-
cher Stealth-Effekt wie PEG zugerechnet, und stark verldngerte Halbwertszeiten im
Blutkreislauf wurden bereits fiir POxylierte G-CSF-Konjugate beschrieben [26, 63].
Auch wenn das Polymer nicht bioabbaubar ist, so wurde bereits von einer kompletten
Ausscheidung eines radionuklidmarkierten Polymers berichtet [77], und es wurden in
Hasen eine geringere Immunogenitét als PEG und keine histopathologischen Verénde-
rungen von Geweben festgestellt [78]. PEtOx-Ketten konnen eine geringere Viskositét
als PEG aufweisen und sind in verschiedensten Medien 16slich. Aufgrund der Vortei-
le wurden bereits eine Reihe von Biokonjugaten auf Basis von POx hergestellt [76].
PMeOx gilt als etwas hydrophiler, PEtOx hingegen als etwas lipophiler als PEG.
Entsprechende Strukturen wurden vor einigen Jahren erstmals auf atomarer Ebene

mittels Molekulardynamik-Simulationen untersucht [79].

1.1.3.5 Weitere Polymere

Ein Beispiel fiir ein synthetisches, bioabbaubares PEG-Derivat stellt das Pfropfcopo-
lymer Poly(oligo(ethylenglykol)methacrylat) (POEGMA) dar, dessen PEG-Ketten in
vivo aufgrund der Esterbindung an die Hauptkette abgebaut werden kénnen. Kon-
jugate dieses Polymers zeigen eine stark verldngerte Halbwertszeit im Blutkreislauf
und eine geringfigig verminderte Aktivitdt [26, 63]. Auch die Immunogenitit der

PEG-Strukturen kann bei diesem Strukturtyp vermindert sein [80].

SchlieBlich ist auch zu erwdhnen, dass, so wie auch Glykosylierungen von Proteinen in
Zellen stattfinden, viele zuckerbasierte Konjugationsmoglichkeiten existieren. Bspw.
wurden bereits Konjugate von Erythropoeitin, G-CSF und Interferon-a mit Hydro-
xyethylstirke (HES) hergestellt. Diese zeigten verbesserte pharmakokinetische Ei-

genschaften. HES kann als Plasmaexpander genutzt und durch a-Amylase abgebaut
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werden. Allerdings mehren sich Berichte zu toxischen Akkumulationen von HES in
Leber und Nieren [81]. Eine Alternative zu dieser Struktur stellt bspw. Dextrin dar,
welches bereits mit endothelialen Wachstumsfaktoren konjugiert wurde. Aber auch

Polysialinsduren sind als mogliche Alternativen zu nennen [26].

Oy AN N

PEG PVP LPG

N N
é_/_ >=o é—/_ o o]
PMeOx PEtOx POEGMA

HO

HES

Abbildung 1.3: Strukturformeln ausgewéhlter Polymere (Bezeichnungen geméifl Text).

1.1.4 Therapeutische Beispiele

Im Folgenden sollen einige der in Tab. 1.1 aufgefiihrten PBK kurz beschrieben werden.

1.1.4.1 Adagen®

Wie in Kap. 1.1.1 erwéhnt stellt Adagen® das erste vermarktete PBK dar. Mutatio-
nen des fiir den Purinmetabolismus wichtigen Proteins Adenosin-Desaminase kénnen
zu einem SCID fiithren. Eine mit 5 kDa PEG konjugierte bovine Variante des Prote-
ins dient zur Therapie. In Adagen® sind zwischen 11 und 17 Polymere, die zuvor mit

einer Succinimidylsuccinatgruppe fiir die Konjugation aktiviert wurden, unspezifisch
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an Lysinseitenketten gekniipft. Durch die deutlich erhéhte Halbwertszeit sind mehr-
malige Bluttransfusionen nicht mehr notwendig und das Biokonjugat muss lediglich

einmal wochentlich appliziert werden [18, 19].

1.1.4.2 Neulasta®

Neulasta® stellt das erste vermarktete Konjugat dar, welches ortsspezifisch konjugiert
ist. Es handelt sich um PEGyliertes, rekombinant hergestelltes, humanes G-CSF, das
bei Neutropenie eingesetzt wird. Zur Synthese wird 20 kDa PEG mit einer terminalen
Aldehydfunktion selektiv an die N-terminale Aminogruppe von Methionin {iber eine
reduktive Aminierung unter sauren Bedingungen gekniipft. Auch hier ergeben sich
durch die PEGylierung verbesserte pharmakokinetische Eigenschaften und damit eine
erleichterte Therapie: Das Arzneimittel muss im Gegensatz zur unPEGylierten Form

nur einmalig subkutan appliziert werden [18, 19].

1.1.4.3 Pegasys®

Pegasys® ist ein Beispiel fiir ein Konjugat mit verzweigter PEG-Kette. Es handelt
sich um Interferon-a2a, das gegen Hepatitis B und C eingesetzt wird und an sei-
nen solvenszugénglichen Lysinseitenketten (K31, K121, K131 und K134, selten auch
an K70 und K83) mit der in Tab. 1.3 am Ende aufgefiihrten PEGo-NHS-Struktur,
die aus einem an beiden Aminogruppen verkniipften Lysin besteht, konjugiert ist.
Die Konjugate an den Positionen K31 und K134 zeigen die grofite Aktivitat, die fiir
Pegasys® insgesamt dennoch nur 7 % betriagt (bezogen auf die unPEGylierte Vari-
ante). Trotzdem ist der antivirale Effekt durch eine einmal wochentliche Applikation
aufgrund der langeren Halbwertszeit starker ausgepriagt als bei dem unkonjugierten
Protein, welches dreimal wochentlich appliziert werden muss. Die Clearance der un-
PEGylierten Variante betrédgt 6000 ml/h, jene von Pegasys® 60 bis 100 ml/h [18,
19].

1.1.4.4 Macugen®

Zuletzt soll noch das intravitreal applizierte Macugen® erwihnt werden. Es han-
delt sich hierbei um ein Anti-VEGF-Aptamer aus 28 Nukleotiden, das gegen eine
Makuladegeneration eingesetzt werden kann. Es stellt somit das bisher einzige nukle-
insdurebasierte, in den USA zugelassene Biokonjugat dar. Aptamere kénnen in vivo
schnell von Nukleasen abgebaut werden. Auch hier wird die Halbwertszeit durch die
PEGylierung mit einer verzweigten 40 kDa PEG-Struktur deutlich erhéht. Die beiden
linearen PEG-Ketten sind, wie im Falle von Pegasys®, zunéchst an die Aminogrup-
pen eines Lysins gekniipft. Dieses bildet hier jedoch kein Amid mit der Seitenkette
eines weiteren Lysins, sondern ist {iber eine kurze Alkylkette mit der Phosphatgruppe
des 5’-Ende des Aptamers verkniipft [18, 19].
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1.1.5 Thermodynamische Charakterisierung

Wie in Kap. 1.1.1 angemerkt ist die Funktion eines biologischen Makromolekiils maf}-
geblich von dessen dreidimensionaler Struktur abhéngig. Insofern ist die thermody-
namische Stabilitdt von besonderer Bedeutung fiir therapeutisch genutzte Biologika
und sollte einen wichtigen Aspekt in der Entwicklung neuer Biokonjugate darstellen.
Zumeist wird eine simple Zwei-Phasen-Kinetik angenommen, bei der das ungefaltete
bzw. denaturierte Protein beim Faltungsprozess einen Ubergangszustand hin zur en-
ergetisch stabileren, gefalteten bzw. nativen Konformation durchlduft (Abb. 1.4). In
der Realitiit kann das Energiediagramm durch viele verschiedene Ubergangszustinde

oder auch metastabile Konformationen eine deutlich gréflere Komplexitéit aufweisen.

Die thermodynamische Stabilitdt kann durch die Differenz der Gibbs-Energie zwi-
schen beiden Endzustédnden beschrieben werden. Sie steht in unmittelbarem Zusam-
menhang mit der Equilibriumskonstanten K, sowie den dazugehorigen kinetischen
(Ent-)faltungskonstanten &y und k,, (Glg. 1.1). Schon geringe Anderungen in der Pro-
teinsequenz kénnen die Stabilitdat des Wildtyps verdndern und dadurch entscheidende
biologische und physikochemische Eigenschaften beeinflussen. So basiert das Vorkom-
men verschiedener Krankheiten bspw. auf Punktmutationen in Proteinen. Gleichzeitig
erlauben Modifikationen, die die thermodynamische Stabilitéit von Proteinen optimie-
ren, das Vorkommen thermophiler Bakterien bei erhohten Temperaturen. Zur Cha-
rakterisierung dieser Stabilitdt existieren verschiedenste experimentelle Methoden,

von denen zwei im Folgenden kurz vorgestellt werden sollen [82-85].

k
AG® = —RT InK = —RT zn(kff) (1.1)

u

1.1.5.1 Temperaturabhingige CD-Spektroskopie

Eine temperaturabhéngige Circulardichroismus (CD)-Spektropolarimetrie kann zum
Studium des Effekts der Konjugation auf die thermodynamische Stabilitdt des Prote-
ins herangezogen werden. Zur Untersuchung der Sekundérstrukturen von Proteinen
wird hierbei zirkular polarisiertes Licht unterschiedlicher Wellenlédngen, welches aus
einer links- und einer rechtsdrehenden Komponente besteht, durch eine Losung des
Makromolekiils gestrahlt. Optisch aktive Strukturen absorbieren beide Komponen-
ten in unterschiedlichem Mafle. Dies kann durch chirale Molekiile, aber auch durch
asymmetrische Sekundéarstrukturen wie a-Helices und S-Faltblatter verursacht wer-
den [86]. Die Differenz AA zwischen den Absorptionen der links- und rechtsdrehen-
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des Faltungsprozesses von Proteinen auf Basis
einer Zwei-Phasen-Kinetik.

(A, — AR) = (e, —eg) m 1 (1.2)

Die Elliptizitét [0]) der Wellenldnge A (gleiche Einheit wie [), angegeben in Radianten,
kann wiederum unter Nutzung der entsprechenden Absorptionsindizes n’L /R AUS dem
Verhéltnis der Achsenléngen der aus der unterschiedlichen Absorption resultierenden
Ellipse des polarisierten Lichts berechnet werden. Angegeben in Grad mithilfe der
Absorptionen Ay g ergibt sich schlielich ein Umrechnungsfaktor von 32.98 [87].
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= 32.98 (A — Ap) (1.7)

= 32.98 AA (1.8)

Dabei stellt b die kiirzere und a die lingere Achse der Ellipse dar. Die durchschnittli-

deg cm?

dmol res )

che Elliptizitat pro Aminoséure [0}, \ (Mean residue ellipticity, Angabe in

deg cm?
dmol

und die molare Elliptizitét [0],,010r 1 (Angabe in ) konnen durch folgende Um-

rechnungen erhalten werden:
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_[OWMRW Oy
Olmrwx = 10/C  10iC (1.9)
100 [6
[e]molar,)\ = m[l])\ (1.10)

Dabei sind M das Molekulargewicht in g/mol, N die Anzahl an Aminoséuren, N — 1

M
» N—1

wicht (Mean residue weight, MRW), [ die Kiivettenlange in cm, C' die Konzentration

die Anzahl an Peptidbindungen das davon abgeleitete mittlere Aminosdurege-
in g/ml und m die molare Konzentration in mol/l.! Typische Sekundérstrukturen
ergeben im Bereich von etwa 190 bis 240 nm charakteristische Banden in einem CD-
Spektrum, welches zur schnellen Uberpriifung der Proteinstabilitéit oder einer ersten
Information im Rahmen einer Strukturaufklarung dienen kann. Fiir die Absorption
unter 240 nm sind vor allem n — 7* (220 nm)- und 7 — 7* (190 nm)-Ubergiinge der
Peptidbindungen verantwortlich [86, 88].

Da die Elliptizitdt mafigeblich durch die Sekundérstrukturen bestimmt wird, kann
die Proteinentfaltung mit einer temperaturabhingigen CD-Spektroskopie untersucht
werden. Hierzu werden [0],,,,x 0der [0] 010 flir eine festgelegte Wellenlénge (fiir a-
helikale Strukturen normalerweise bei 222 nm, fiir S-faltblattstrukturreiche Proteine
bei 218 nm) gegen die Temperatur aufgetragen. Die Messungen werden jeweils nach
einer Equilibrierungszeit von bspw. 2 Minuten fiir jeden Temperaturwert in einem fest-
gelegten Intervall (z. B. von 1 bis 95 °C, mit 2 °C-Spriingen) durchgefiihrt. Erhalten
wird eine Entfaltungskurve, mit deren Wendepunkt die Schmelz- bzw. Entfaltungs-
temperatur 7}, des Makromolekiils bestimmt werden kann. Uber eine Van-’t-Hoff-
Analyse kénnen daraus wichtige thermodynamische Parameter abgeleitet werden, so
z. B. die freie Faltungsenergie AG(}. Weitere Details zu den hierfiir notwendigen Aus-

gleichungsrechnungen sind in Anhang A aufgefiihrt.

1.1.5.2 Thermal Shift Assay

Eine Alternative zur temperaturabhéngigen CD-Spektroskopie stellt ein fluoreszenz-
basierter Thermal Shift Assay (TSA) bzw. die Differential Scanning Fluorimetry-
Methode (DSF) dar. Hierbei wird die Temperatur einer Losung des Proteins ebenfalls
sukzessive erhoht und wéhrenddessen die allméahlich ansteigende Fluoreszenzintensi-
tét, die aus einem geeigneten proteinbindenden Farbstoff wie bspw. SYPRO™ Orange
resultiert, detektiert. Uber den Wendepunkt, der iiber die erste Ableitung ermittelt
werden kann, wird die Schmelztemperatur erhalten. Alternativ kann hierzu die Ei-

genfluoreszenz von Tryptophanen oder Tyrosinen genutzt werden [89-91].

'Tn diesem Abschnitt wurden die Bezeichnungen aus [86] und [87] verwendet. Ublicherweise wird
die Stoffmengenkonzentration mit ¢ gekennzeichnet, die Massenkonzentration hingegen mit 8. Gemaf
der angegebenen Literatur ist die Angabe der SI-Einheit mol in Form von Dezimol (dmol) und die
Verwendung von Klammern fir die Grofien [6]x, [0]mrw,x und [0]moiar,x in der CD-Spektroskopie
iiblich.
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1.1.6 Stabilisierungsmechanismen

1.1.6.1 Bisherige Hypothesen

Eine Vielzahl an publizierten Arbeiten beschiftigt sich mit der Frage, wie es zur Er-
héhung der thermischen bzw. konformativen Stabilitét eines Proteins durch die Kon-
jugation mit PEG kommen kann. 2008 bestétigten Rodriguez-Martinez et al. mithil-
fe von Wasserstoff-Deuterium (H/D)-Austauschexperimenten unter Verwendung von
Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie an konjugiertem a-Chymotrypsin die bereits
bestehende Hypothese, dass eine PEGylierung mit einer Reduktion der Proteindyna-
mik einhergehen kann. Ebenfalls wurde beobachtet, dass der Stabilisierungseffekt ein
Plateau ab vier Monomeren erreicht und bei léngeren Polymerketten stagniert [92].
Molekulardynamik (MD)-Simulationen aus dem Jahre 2011 von Yang et al. mit kon-
jugiertem Insulin zeigten eine stabilere Sekundarstuktur und eine bei erhéhten Tem-
peraturen niedrigere mittlere Abweichung (RMSD) von der nativen Proteinstruktur,
sowie einen Riickgang an solvenszugénglicher Oberfliche (SASA) des Proteins. In
diesen Simulationen interagierte das Polymer hauptséchlich iiber hydrophobe Wech-
selwirkungen mit dem Protein, wiahrend es eine Vielzahl an Wasserstoffbriickenbin-
dungen (HB) zum Solvens ausbildete [93]. Eine Reduktion der SASA ist zu erwarten
und wurde auch in anderen Publikationen beschrieben. Ein solcher Effekt konnte die
Proteinriickgrat-HB durch Abschirmung des Solvens verstéirken [94]. Weng et al. stu-
dierten 2012 die Stabilitdt PEGylierter SH3-Doménen mithilfe von Guanidiumchlorid
als Denaturierungsreagenz und leiteten hiervon ein physikalisches Modell zur Erkla-
rung der Stabilisierung ab. Dieses Modell beschéftigt sich mit dem Verhéltnis zwischen
proteinoberflichennahen Polymer- und Wasseratomen und basiert auf der Annahme,
dass die PEGylierung die SASA der entfalteten und der nativen Proteinstruktur mo-
duliert. Da das fiir das Solvens zugéngliche Volumen in unmittelbarer Umgebung des
Proteins bei der Entfaltung steigt (Fzcluded volume-Effekt bei Faltungsvorgéngen),
das eingenommene Volumen der Polymerkette jedoch gleich bleibt, wird die SASA
des Proteins im gefalteten Zustand durch die PEG-Kette stirker beeinflusst als im
denaturierten. Die Autoren schlussfolgerten, nach Analyse des sogenannten m-Werts,
der die Faltungskooperativitét des Proteins beschreibt und mit der SASA-Modulation
korreliert, dass die Stabilisierung mafigeblich aus einer Senkung der Entfaltungsge-
schwindigkeit (ausgedriickt durch die kinetische Konstante k) resultiert. Auch diese
Arbeit zeigte auf, dass der Stabilisierungseffekt vom Molekulargewicht der grofleren
PEG-Ketten unbeeinflusst blieb, jedoch Konjugationen an mehreren Stellen gleich-
zeitig diesen erhohten [95]. Eine weitere Studie zum Verhalten von Biokonjugaten
mit PEG-Alternativen bei verschiedenen pH-Werten stellte vor kurzer Zeit die Hy-
pothese auf, dass Polymere in dhnlicher Weise wie Chaperone in der Lage seien, die

Riickfaltung partiell ungefalteter Proteine zu begiinstigen [96].
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1.1.6.2 Arbeiten von Joshua L. Price

Weitere Befunde auf diesem Forschungsgebiet sind vor allem den Arbeiten von Jo-
shua L. Price (Bringham Young University, Utah) zu verdanken. Auf Basis zahlreicher
systematischer Untersuchungen zu kleinen Oligomer-Konjugaten der WW-Doméne
der 34 Aminosduren langen, S-faltblattstrukturreichen, humanen Peptidyl-Prolyl-cis-
trans-Isomerase Pin 1 wurden verschiedene Hypothesen aufgestellt, wobei sich auch
hier zeigte, dass PEG-Tetramere die ideale Linge zur Stabilisierung besitzen [97].
PEG fiihrte bei verschiedenen Mutationen in Konjugationsndhe im Gegensatz zur
N-Glykosylierung zur Stabilisierung [98]. Wéhrend zunéchst Sekundarstrukturinde-
rungen und PEG-Wechselwirkungen mit spezifischen Aminoséuren fiir die Stabilisie-
rung verantwortlich gemacht worden waren [99], zeigten weiterfithrende Simulationen
und CD-basierte Stabilitdtsmessungen, auch unter Nutzung von Deuteriumoxid als
Solvens, dass die Desolvatation von in der Néhe der Konjugationsstelle befindlichen
Hydroxylseitenketten (von Serin, Threonin oder Tyrosin) zu einem entscheidenden
entropischen Gewinn fiihren kénnte. Faltungskinetiken, die durch DSF-Messungen
mithilfe der Fluoreszenz von Tryptophan ermittelt wurden, deuteten bei stabilisierten
Varianten, wie zuvor auch schon in [97], auf eine Erniedrigung der Entfaltungskon-
stante k, ohne Beeintrichtigung der Faltungskonstante £y hin. Auch wurde die kon-
formative Stabilitdt in dieser Arbeit erfolgreich mit der Proteolysestabilitidt und da-
mit mit verbesserten pharmakokinetischen Eigenschaften korreliert. Aufgrund dieser
Beobachtungen definierten Price et al. einen kristallstrukturbasierten Winkel 6 Price-2
Dieser wird zwischen zwei Vektoren a und b gemessen. Ersterer verlduft vom C,-Atom
der zu konjugierenden Aminoséure durch deren Seitenkettenmassenschwerpunkt. Der
zweite wird von diesem Massenschwerpunkt aus zum néchstgelegenen Sauerstoffatom
einer Hydroxylseitenkette gezogen (Abb. 1.5). Kleinere Werte fiir 6py . verdeutli-
chen die Orientierung der Konjugationsstelle zur Hydroxylgruppe und korrelierten
mit einer Stabilisierung bzw. negativeren AAG?C—Werten (Differenz freier Faltungs-
energien zwischen PEGylierter und unPEGylierter Variante, siehe Kap. 1.1.5.1 und
Anhang A). Getestet wurde dieses kristallstrukturbasierte Vorhersagemodell an einer
PEGylierten SH3-Doméne, welche korrekt als stabilisiert klassifiziert wurde [100].

Abbildung 1.5: Illustration des von Price et al. definierten Winkels 0p,.;.. am Beispiel der
zu konjugierenden Aminosiure S19 der WW-Doméne von Pin 1 [100].

2Zur Vermeidung von Verwechslungen mit der zuvor beschriebenen Elliptizitit wurde hier die
Bezeichnung Price ergéanzt.
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Zusatzliche Studien von Price et al. deuten daraufhin, dass rigide, planare Linker-
strukturen mit einer ganz bestimmten Lénge am besten geeignet sind, um den Desol-
vatationseffekt zu maximieren [101]. Die Desolvatation kann jedoch nicht nur in der
Néhe von Hydroxylseitenketten zum Stabilitdtsgewinn fithren. Ebenso scheint PEG
durch eine Abschirmung des Solvens intramolekulare Salzbriicken zwischen verschie-
den geladenen Aminosauren verstarken zu kénnen (getestet an der WW-Doméne von
Pin 1 und den Homo-(Di-/Tri-)meren 1CW und GCN4, siehe auch Kap. 1.5) [102].
Auch ist es in der Lage, vornehmlich exponierte, hydrophobe Areale zu bedecken [103]
und NH-7-Wechselwirkungen zwischen Aminosduren zu verstiarken [104]. Arbeiten zu
einem a-helikalen Trimer deuten zudem darauf hin, dass PEG-Konjugationen mittels
eines Cys-Maleimid-Linkers an der Position ¢ zu benachbarten Lysinen an den Stellen
i+ 3 und i +4 am besten geeignet sind, um eine Stabilisierung a-helikaler Strukturen
zu erreichen (Abb. 1.6). Wahrend MD-Simulationen generell auf Interaktionen der
PEG-Ketten mit Lysinen hindeuten [105-107], wird eine Stabilisierung nach Price et
al. in einer solchen Position vermutlich durch Interaktionen des Maleimids mit den
Lysinen erreicht. Konjugierte PEG-Ketten fiithren dagegen zu einer Destabilisierung
dieser Wechselwirkungen, wobei eine Stabilisierung in Relation zur reinen Cystein-
Mutante dennoch erreicht wird [108].

Abbildung 1.6: Potentielle Konjugationsstelle A46 in der Struktur des Her2-Affibodys. K49
und K50 sind an den Positionen i+3 und i+4 in der Helix lokalisiert.

1.1.6.3 Zusammenfassende Ubersicht

Insgesamt scheint die PEG-basierte Erhohung der konformativen Stabilitédt also aus
mehreren Effekten zu resultieren. Da in der Vergangenheit von sich im Gleichge-
wicht befindenden proteinnahen und solvensexponierten PEG-Konformationen be-
richtet wurde, besteht vermutlich eine feine Balance zwischen enthalpisch giinstigen
Wirkungen (spezifische Protein-PEG-Interaktionen und Verstérkung intramolekula-
rer Salzbriicken) und einem entropischen Gewinn, der anscheinend eine noch bedeu-
tendere Rolle spielt (Verdréngung schwach koordinierten Wassers um Hydroxylgrup-
pen und um solvensexponierte, apolare Oberflichen). Diese Effekte sind umgebungs-
abhéngig und kénnen durch einzelne Mutationen beeinflusst werden [99]. Eine noch
weiterfiihrende, zusammenfassende Ubersicht moglicher Stabilisierungsmechanismen

bzw. Beobachtungen aus der Literatur zu verschiedenen PBK ist in Tab. 1.4 gezeigt.
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Tabelle 1.4: Mechanismen zur thermischen / chemischen PBK-Stabilisierung (Reproduzie-
rung mit Genehmigung aus [96], Copyright 2018 American Chemical Society).?

Protein Polymer Stabilisierungsmechanismus / Beobachtung Ref.
Abschirmung von Riickgrat-HB,
1CW / GCN4 PEG Abschirmung von intramolekularen Salzbriicken, [94, 102]
Interaktionen mit Lysin an Positionen 43, i+4
Cellul Am, DMAm,DMAm-AAm, o Verb thermischer / chemischer Stabilitit  [109]
ellulase
DMAmM-DMAEMA eine Verbesserung thermischer / chemischer Stabilita
Chymotrypsin PEG Bindu.ng h}fd.rf')p”hober Regionen, reduzierte [92]
Proteinflexibilitéit
Chymotrypsin Spermidin Hydrophobe Wechselwirkungen und HB [110]
. PCBAm, POEGMA, Begtinstigte Riickfaltung durch
Chymotrypsin . K . [96]
PDMAEMA, PAM, PSMA  Stabilisierung partiell entfalteter Proteine
. PCBAm, PQA, Saurestabil durch Reduktion elektrostatischer
Chymotrypsin . . [111]
PSMA, POEGMA Interaktionen, Strecken des Polymers ins Solvens
Cytochrom C PEG Thermisc'h insta'Lbil7 e?ber Erhalt eine.r [12]
metastabilen, bioaktiven Konformation
Faktor VIIa GlycoPEG PEG verlangsamt Aggregation [113]
Insulin PEG Hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserverdrangung [93]
Wechselwirk iber HB
Lysozym PEG ec se.wn' g uber . - [114, 115]
oder keine Verbesserung thermischer Stabilitét
Am, DMAm, OEOA, Thermisch instabil durch Entropieanderung
Lysozym Am/PCMA, Am/AA, beim Faltungsprozess, chemisch stabile [116]
Am/DMAEMA, AGA ionische Polymere interagieren mit Protein
Methionyl-G-CSF PEG Reduktion der Aggregation [117]
Entropisch giinstige Desolvatation, Stabilisierung
des Ubergangs- und nativen Zustands
Pin 1 WW-Doméne PEG wéhrend (Ent)faltung durch Wechselwirkungen, (33, 97, 99-101]
verringerte Entfaltungskonstante und Proteinflexibilitdat, [102-104, 118§]
Abschirmung hydrophober Fliachen,
intramolekularer Salzbriicken und NH-7-Interaktionen
Polymer sollte langer als Distanz
Pyrophosphatase POEGMA, zwischen K?njugations—"und Bindestelle seir.l, (119, 120]
PNIPAAm um durch eine Hydrathiille nahe letzterer die
Aggregation des Proteins zu senken
Flexibles Pol bildet Hydrathull
Staphylokinase PEG ext e.s orymer 1. ¢ Hydrathute [121]
zur sterischen Abschirmung
Erniedrigte Entfalt konstante k
Src SH3-Doméne PEG redrgte B . & un"gs On.s an é f [95]
SASA-Modulation starker in nativer Struktur
Trypsin PEG Wechselwirkung iiber HB [122]
Thermische Stabilitat und Schut Autol
Trypsin Dextrin, ST-HPMA ermische Stabilitat und Schutz gegen Autolyse 23]

durch sterische Abschirmung und HB

3AA: Acrylsiaure, AGA: N-Acryloyl-D-glucosamin, Am: Acrylamid, DMAEMA: Dimethylami-
noethoxymethacrylat, DMAm: Dimethylacrylamid, OEOA: Oligo(ethylenoxid)methyletheracrylat,
PAM: Poly(ammoniummethacrylat), PCBAm: Poly(carboxybetainacrylamid), PCMA: Phosphoryl-
cholinmethacrylat, PEG: Poly(ethylenglykol), PNIPAAm: Poly(N-isopropylacrylamid), POEGMA:
Poly(oligo(ethylenglykol)methacrylat), PSMA: Poly(sulfonatmethacrylat), ST-HPMA: semiteleche-
lisches Poly[N-(2-hydroxypropyl)-methacrylamid.
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1.2 Molekulardynamik-Simulationen

1.2.1 Grundlagen

Zum grundlegenden Verstdndnis des Verhaltens inhérent flexibler und dynamischer
Biomolekiile auf atomarer Ebene stellt die in den 1950er- entwickelte und in den
1970er-Jahren erstmals auf Proteine angewandte Technik der MD-Simulationen ein
wichtiges Werkzeug der pharmazeutischen Forschung dar [124-127], dessen Hinter-

grund im Folgenden beschrieben werden soll.

1.2.1.1 Abbildung atomarer Wechselwirkungen

Da es sich bei Makromolekiilen in kondensierten Phasen zumeist um Systeme mit
tausenden Atomen handelt und somit quantenmechanische (QM) Methoden mit ex-
pliziter Beriicksichtigung elektronischer Wellenfunktionen durch unterschiedliche Ba-
sissdtze duflerst zeit- und ressourcenintensive Berechnungen darstellen, werden fiir
solche Simulationen klassische molekularmechanische Anséitze verfolgt. Ganze Atome
werden hierbei durch einzelne, in der Regel nicht polarisierbare Partikel mit definierter
Masse und Ladung in einer Simulationsbox, die das Makromolekiil und das unmit-
telbar umgebene Solvens beinhaltet, repréasentiert. Sowohl intra- als auch intermole-
kulare Wechselwirkungen der Partikel werden iiber einen Satz verschiedener Terme
beschrieben, der in seiner Summe als Kraftfeld bezeichnet wird und die Gesamtener-
gie Fioqr des Systems definiert. Dieses umfasst Konstanten zu jedem darin definierten
Atomtyp und basiert in aller Regel auf einer Vielzahl festgelegter empirischer Para-
meter, die zuvor durch experimentelle oder quantenmechanische Verfahren ermittelt
wurden. Ublicherweise werden zur Beschreibung von intramolekularen Bindungen und
Winkeln harmonische Potentiale und fiir Diederwinkel periodische Kosinusfunktionen
genutzt. Elektrostatische Wechselwirkungen werden durch das Coulombsche Gesetz
und Van-der-Waals (VAW)-Interaktionen mithilfe des Lennard-Jones-Potentials be-
rechnet (Abb. 1.7). Zusétzliche Terme, z. B. fiir Out-of-Plane-Schwingungen, kénnen
ebenfalls im Kraftfeld integriert sein [128-130]. Kraftfelder fiir biologische Systeme
sind bspw. AMBER, CHARMM, GROMOS und OPLS [131]. Sie kénnen mit Pro-
grammen wie AMBER, GROMACS und NAMD genutzt werden [132].

1.2.1.2 Bewegungsgleichungen

Mithilfe des verwendeten Kraftfelds kann die Kraft F;(t), die auf das Atom 4 mit der
Masse m; und der Position z;(¢) im euklidischen Raum in einer bestimmten Konfigu-
ration des Systems zur Zeit ¢ wirkt, bestimmt werden. F;(t) stellt die Vektorsumme
der Interaktionen mit anderen Partikeln im System dar. U(z(t)) ist die gesamte po-
tentielle Energie, die wiederum eine Funktion der Positionen x(t) der Atome ist:

oU (z(t)) xi(t) Ov(t)

E t) = = my = my
(t) ar:(t) ez Mot

=1m; ai(t) (111)
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Abbildung 1.7: Tllustration exemplarischer Kraftfeld-Terme (am Beispiel von AMBER [133])
zur Beschreibung inter- und intramolekularer Wechselwirkungen und damit der Gesamtener-
gie Fiotq; des Systems. Bindungsléngen werden mit einem harmonischen Potential unter Ver-
wendung einer Konstanten K, beschrieben. Hierflr ist die Abweichung der aktuellen Bin-
dungsldnge r von der Equilibriumsbindungslénge r., entscheidend. In analoger Weise werden
die Winkel 6 zwischen drei benachbarten Atomen beschrieben. Eine Torsion wird iiber eine
periodische Kosinusfunktion definiert, mit der energetischen Barriere V,,, der Periodizitit n
und der Phase . Nichtkovalente Wechselwirkungen werden {iber das Lennard-Jones-Potential
mit den Konstanten A;; und B;;, sowie elektrostatische Interaktionen mittels des coulomb-
schen Gesetzes (Ladungen ¢; und ¢; und Dielektrizitdtskonstante €) beschrieben [129].

Durch die Kraft Fj(t) konnen tiber das zweite Newtonsche Gesetz die Beschleunigung
a;(t) und, in Kombination dieser mit der Position z;(¢) und der Geschwindigkeit v;(¢)
des Partikels zur Zeit ¢, auch die Position und Geschwindigkeit zur Zeit £+ 0t ermittelt
werden. Zur Integration der Bewegungsgleichungen dienen verschiedene Methoden
auf Basis von Taylorreihen, wie z. B. der Verlet-Algorithmus, der die Position im

vorangegangenen Zeitschritt ¢ — §¢ zur Berechnung nutzt:

zi(t + 0t) = 2 2;(t) — z5(t — 6t) + 0% a;(t) (1.12)
o Sﬂi(t + 5t) - l‘i(t — 5t)
vi(t) = 551 (1.13)

Geméf Glg. 1.13 werden Geschwindigkeiten bei diesem Ansatz nach Erhalt der Posi-
tionen des néchsten Zeitschritts berechnet. Alternativ kann das Leapfrog-Verfahren
genutzt werden, welches die Geschwindigkeiten und Positionen asynchron ermittelt.
Das Programm NAMD nutzt als Integrator eine Form der Velocity-Verlet-Methode,
bei der zunédchst die neuen Positionen zum Zeitpunkt ¢ + 6t, im Anschluss daran
die Geschwindigkeiten zum Zeitpunkt ¢ + %575, danach tber die Kraft F;(t + o0t) die
Beschleunigung a;(t + dt) und schlieflich die Geschwindigkeit zum Zeitpunkt ¢ + ot

kalkuliert werden:
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z;(t 4 6t) = x;(t) + 5t vi(t) + % 5t2 a;(t) (1.14)
vt + %&) — ot + % 5t as(t) (1.15)
ai(t + 8t) = F(’g‘m (1.16)
vit+ 6t) = vt + %&s) + % 5t alt + ot) (1.17)

Initiale Momente p;(0) und damit Geschwindigkeiten v;(0) aller Partikel werden in der
Regel zu Beginn auf Basis der Maxwell-Boltzmann-Verteilung zuféllig entsprechend

der gewtinschten Temperatur T'(t) generiert:

N ) 2
() = 5y _1n) - Z; |pl7§f) (1.18)

wobei N die Anzahl an Atomen im System, kp die Boltzmann-Konstante und n die
Menge an eingeschrankten Freiheitsgraden (z. B. durch den unten erwahnten SHAKE-
Algorithmus) darstellen [134-136].

1.2.1.3 Wahl des Zeitschritts

Durch die Berechnungen mit dem vorher definierten Schritt ¢ kann somit eine Trajek-
torie erhalten werden, die die Momente und Positionen aller Partikel der Simulations-
box iiber die Zeit hinweg beschreibt. Um jedoch ein stabiles System zeiteffizient simu-
lieren zu konnen, ist die Wahl des Zeitschritts entscheidend. Dieser sollte nicht grofer
als die hochste Frequenz sein, welche den Schwingungen der Schweratom-Wasserstoff-
Bindungen zuzuordnen ist (etwa 0.1 fs). Daher werden die Schweratom-Wasserstoff-
Bindungsliangen in der Regel fixiert, zumeist mit dem sogenannten SHAKE- [137]
oder auch, im Falle von NAMD, mit dem davon abgeleiteten RATTLE-Algorithmus
[138]. Auf Basis dieser Eliminierung hochfrequenter Schwingungen wird der tibliche

Zeitschritt fiir Simulationen biomolekularer Systeme auf 2 fs gesetzt [134, 136].

1.2.1.4 Strukturaufbereitung und Equilibrierung

Startkoordinaten des zu untersuchenden Proteins werden fiir eine MD-Simulation zu-
meist auf Basis von Kristall- oder Nuklearmagnetresonanz (NMR)-Strukturen aus der
Proteindatenbank (PDB) [139] aufbereitet. Das System wird zunéchst in einem ge-
eigneten Protonierungszustand solvatisiert und fiir einige Schritte energieminimiert.
Dies bedeutet, dass die Struktur auf Basis des verwendeten Kraftfelds in das, je
nach eingestelltem Gradienten, néchstgelegene Energieminimum des hochdimensio-
nalen Konformationsraums gelangt. In einer dem eigentlichen Produktionslauf voran-
gestellten Equilibrierung wird sichergestellt, dass zentrale physikalische Kenngréfien
(v. a. die kinetische und potentielle Energie, sowie Temperatur, Volumen und Druck)
und Eigenschaften des Systems, welche relevant fiir die zu untersuchende Fragestel-

lung sind, einen stabilen Fluktuationsbereich erreichen, bevor es zur Probennahme
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(dem sogenannten Sampling) fur die Analyse kommt. Hierfiir wird das System im
mikrokanonischen Ensemble (NVT), d. h. bei konstanter Anzahl an Partikeln (N),
sowie bei konstantem Volumen (V) und einer an ein externes Warmebad gekoppelten,
konstanten Temperatur (T) simuliert. Da es sich meistens um Kristallstrukturen han-
delt, die unter Kryobedingungen aufgenommen wurden, wird die Temperatur anfangs
sukzessive von 100 K auf den gewiinschten Wert erhoht (meistens 300 K). Nachdem
sich ein stabiler Energiewert Fy.; und eine konstante Temperatur im NVT-Ensemble
eingestellt haben, wird fiir kurze Zeit eine Equilibrierung im isothermal-isobarischen
NPT-Ensemble zum Erreichen der gewiinschten Dichte durchgefiihrt. Hierbei werden
die Partikelanzahl, der Druck (P) und die Temperatur konstant gehalten. Der Druck
kann iiber ein Barostat kontrolliert werden. Anschliefend wird der Produktionslauf
im NPT-Ensemble gestartet, wobei Momentaufnahmen des Systems in regelméfigen
Schritten herausgeschrieben werden (iiblicherweise jede Pikosekunde). Je nach zu un-
tersuchendem System bieten sich verschiedene Warmebédder zum Erhalt einer stabilen
Temperatur an, so z. B. das Andersen-, das Langevin-, das Nosé-Hoover- oder das
Berendsen-Thermostat. Analog hierzu kénnen das Andersen-, das Parrinello-Rahman-
oder auch das Martyna-Tuckerman-Tobias-Klein-Barostat zur Einstellung eines kon-
stanten Drucks dienen [129, 130].

1.2.1.5 Periodische Randbedingungen

Zur Verhinderung von Artefakten an der Oberfliche der Simulationsbox und zur
generellen Minimierung von Effekten, die aus der Analyse eines endlichen Systems
resultieren, werden Simulationen biomolekularer Strukturen iiblicherweise unter pe-
riodischen Randbedingungen (Periodic boundary conditions, PBC) durchgefiihrt, die
eine Anndherung an Bulk-Bedingungen darstellen. Dies bedeutet, dass das System
von Abbildern seinesgleichen umgeben ist. Um intermolekulare Wechselwirkungen
mit dem selben Partikel aus einer Nachbarbox zu unterbinden, werden bestimmte Li-
mitierungen (Cut-off-Werte) gesetzt, die nicht grofler sein sollten als die halbe Lange
der Box. Im Falle von Van-der-Waals-Interaktionen und Coulomb-Wechselwirkungen
auf kurzer Distanz wird iblicherweise eine Switching-Funktion ab einer Reichwei-
te von 10 A eingesetzt, mit der die Wechselwirkungen bis 12 A graduell auf Null
abfallen. Da es im Falle von elektrostatischen Interaktionen aber zu grofien Arte-
fakten durch eine vollstindige Annullierung ab einer bestimmten Reichweite kdme
(diese fallen nur mit einem Faktor von 7~! ab, das Lennard-Jones-Potential mit ei-
nem Faktor von r~°), werden solche Wechselwirkungen iiber weite Distanzen hin
(Long-Range-Interaktionen) mithilfe recheneffizienter, gitterbasierter Methoden ange-
néhert. Hierfiir werden vor allem die Particle-Mesh-Ewald-Methode [140], bei der eine
schnelle Fourier-Transformation zum Einsatz kommt, oder entsprechende Abwand-
lungen hiervon genutzt (Particle-Particle-Mesh- oder Smooth-Particle-Mesh-Ewald-
Methode) [130].
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1.2.2 Biokonjugat-Simulationen

Seit der ersten MD-Simulation eines PEG-Protein-Konjugats auf atomarer Ebene
[141] steigt die Menge pro Jahr publizierter Studien, die Simulationen PEGylierter
Proteine beschreiben. Dagegen verbleibt die Anzahl an Publikationen, die sich mit
der Entwicklung bzw. Optimierung geeigneter Kraftfelder beschéiftigen, auf einem
relativ niedrigen Niveau [142]. Die Simulation eines Biokonjugats stellt insofern ei-
ne besondere Herausforderung dar. Kraftfelder werden weiterhin nur mit Fokus auf
bestimmte Molekiilarten entwickelt. AMBERI14ffSB [133] basiert bspw. auf quanten-
mechanischen Berechnungen mit dem Hartree-Fock (HF)-6-31G*-Basissatz und ei-
ner Ladungsverteilung mittels der RESP (Restrained electrostatic potential)-Methode
[143] und ist speziell fir Proteine konzipiert. Daneben existieren auch Kraftfelder fiir
DNA (OL15 [144]), Kohlenhydrate (GLYCAM_06j [145]), Lipide (LIPID14 [146])
oder kleinere organische Molekiile (GAFF2 [147]). Erste Parameter fiir PEG-Ketten
wurden in den frithen 1990er Jahren entwickelt [148]. Fiir Hybrid-Molekiile mit kova-
lent gebundenen Polymeren gibt es jedoch noch keine weitreichend etablierten Para-
meter. Fiir PEG-Protein-Konjugate wird oft das CHARMM-Kraftfeld C35r [149] fiir
Etherstrukturen genutzt, welches mit Experimenten iibereinstimmende Werte bzgl.
hydrodynamischer Radien und Persistenzldngen zeigte [32]. Alternativen stellen auch
das TraPPE-UA- und eine modifizierte Version des GAFF-Kraftfelds dar [150-152].
Doch auch andere Kraftfelder wurden in der Vergangenheit fiir Simulationen von
PEG-Konjugaten genutzt (z. B. AMBER99SB-ILDN [153] fiir die WW-Doméne von
Pin 1 [100] oder das United-Atom (UA)-Kraftfeld GROMOS96 43al [154] fir Insulin
[93]).

Weiterhin stellt die Gréfle der Biokonjugate ein Problem dar. Da in der Regel Polyme-
re mit einem Molekulargewicht von 5 bis 40 kDa konjugiert werden, stellen Simulatio-
nen dieser Strukturen auf atomarer Ebene auch heute noch einen immensen Zeitauf-
wand dar. Diese Konjugate repriasentieren Systeme mit zahlreichen Freiheitsgraden
und ein ausreichendes Sampling ist dadurch nur bedingt zu erreichen. Um dieses
Problem zu 16sen, werden entweder erweiterte Sampling-Verfahren (z. B. gesteuerte
[155] oder beschleunigte [156] MD-Simulationen) oder aber, sehr viel 6fter, vergrober-
te (Coarse-grained, CG) Kraftfelder eingesetzt [32]. Bei letzterer Methode wird der
Detailgrad der atomaren Struktur durch einen Zusammenschluss mehrerer Atome zu
einzelnen Partikeln bzw. Kugeln (Beads) drastisch gesenkt. Bei UA-Kraftfeldern, wie
dem oben genannten GROMOS96 43al, werden Wasserstoff-Atome mit den jewei-
ligen Schweratomen zusammengefiihrt. Deutlich grober ist das MARTINI-Kraftfeld
[157]. Das zunéachst fiir Lipide entwickelte CG-Kraftfeld wurde auf Proteine [158],
Kohlenhydrate [159] und Nukleinsduren [160, 161] erweitert und vereint in der Re-
gel vier Atome zu einem von 20 moglichen Partikeltypen (je nach Polaritéat, Ladung
und Grofle). Durch CG-Ansétze wird die Anzahl an Dimensionen des Konformati-

onsraums verringert und Simulationen groflier Konjugate werden so in annehmbarer
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Zeit durchfiihrbar (Abb. 1.8). Dies fithrt jedoch auch zu einem deutlichen Detailver-
lust. Zusétzlich miissen CG-Methoden fiir neue Molekiile (bspw. Polymere) je nach
zu analysierender Eigenschaft auf Basis experimenteller Messungen (z. B. iiber Gyra-
tionsradien) neu definiert und iterativ iiber einen Vergleich mit ausreichend langen,
klassischen MDs mit atomarem Detail optimiert werden [162]. Fir PBK existieren
noch keine allgemein etablierten CG-Ansétze [32], wobei erst kiirzlich ein Simulati-
onsprotokoll fiir das MARTINI 3-Kraftfeld veroffentlicht wurde [163].
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Abbildung 1.8: Geeignete Simulationsansitze und iiblicher Zeitraum zur Beobachtung be-
stimmter Dynamiken in Systemen unterschiedlicher Grofie. Rechenintensive QM-Methoden
eignen sich fiir Atome bis hin zu einzelnen Molekiilen. Klassische MD-Simulationen auf ato-
marer Ebene konnen lokale Bewegungen von Proteinen registrieren. Vergroberte Kraftfelder
reduzieren die Anzahl moéglicher Freiheitsgrade und ermoglichen grofiere Konformationsande-
rungen. Angelehnt an Abb. 1 aus [162].

1.2.3 Konvergenzkriterien

Fin ausreichendes Sampling der MD-Simulationen ist nétig, um zuverlédssige Analysen
der Trajektorien durchfiihren zu kénnen. Klare Richtlinien fiir minimale Simulations-
zeiten molekularer Systeme existieren jedoch nicht. Eine Simulation gilt tiblicher-
weise als konvergiert, wenn aus dem moglichen Konformations- bzw. Phasenraum
(Phase space) ausreichende Probennahmen gezogen wurden, die einer Boltzmann-
Gewichtung entsprechen. Nur dann ist geméfl der Ergodenhypothese garantiert, dass
die Eigenschaften iiber die Zeit hinweg mit jenen eines makroskopischen Systems
gleichzusetzen sind [136, 164]. Es gilt also, fernab von Nichtgleichgewichtssystemen,

die Annahme:
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(G)eq = Jim (G, (1.19)

t—o0

wobei (G)¢q den Wert der betreffenden Eigenschaft im Equilibrium beschreibt und
(G)¢ das entsprechende Ensemblemittel. Diese Annahme ist generell kritisch zu sehen,
da sie streng genommen nur fiir unendlich lange Simulationen gegeben ist. Alternativ
kénnen ausreichend viele Replika zur Berechnung der gesuchten makroskopischen
Eigenschaften durchgefithrt werden (Ensemble averages) [164]. Eine Konvergenz ist
ultimativ nicht beweisbar, da, egal nach welcher Simulationszeit, nie eruiert werden

kann, ob es noch weitere, unbesuchte Konformationen im Phasenraum gibt.

1.2.3.1 Self-consistency checks

Auch wenn ein ausreichendes Sampling nicht klar bestimmbar ist, so existieren den-
noch Methoden, um zu iiberpriifen, ob zumindest der bisher besuchte Konformati-
onsraum ein in sich konsistentes System abbildet (sogenannte Self-consistency checks,
SCC). Zur Evaluation einzelner Variablen aus Simulationen ist eine Berticksichtigung
der Korrelation zeitlich aufeinanderfolgender Momentaufnahmen von Bedeutung. Der
Standardfehler (Standard error, SE) des Mittelwerts kann folgendermaflen berechnet

werden:

SE=—2— n~n |- (1.20)
Nid tsim

wobei o die Standardabweichung, N;,q die Anzahl an unabhéngigen Messungen, 7 die
aus der Autokorrelationsfunktion berechenbare Korrelationszeit und tg;,, die gesam-
te Simulationszeit darstellen [136, 165, 166]. Im Folgenden sollen drei SCC-Kriterien
beschrieben werden, die eine allgemeine, strukturelle Konvergenz signalisieren [167].
Beim SDVG-Kriterium (benannt nach den Autoren Smith, Daura und van Gunste-
ren [168]) wird ein Clustering durchgefiihrt, z. B. auf Basis des RMSD-Werts der
Ca-Atome. Die Anzahl an gefundenen Clustern sollte sich hierbei gegen Ende der
Simulation hin nicht mehr verdndern. Dies deutet darauf hin, dass keine neuen Berei-
che des moglichen Konformationsraums mehr erreicht werden. Dieses Kriterium kann
jedoch nicht detektieren, ob die Struktur in einem metastabilen Zustand gefangen
ist. Als ergénzende Analyse kann daher die Clusterentropiekonstanz (Constancy of

cluster entropy, CCE) dienen, definiert nach:

CCFE = Zpi log(p;) (1.21)

Sie beschreibt die Wahrscheinlichkeit p;, die Struktur zu gegebener Zeit in einem
der bereits gefundenen Cluster i wiederzufinden. Im Falle einer in einem Zustand
gefangenen Struktur sinkt die CCE stetig. Fiir eine ausreichende Konvergenz sollte
sich dieser Wert gegen Simulationsende hin daher nicht mehr stark dndern [167].
Ein drittes Kriterium stellt die BBCOM/BCOM-Methode von Romo und Grossfield

dar (Bootstrapped block covariance overlap/block covariance overlap) [169]. Hierbei
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werden Hauptkomponentenanalysen (Principal component analysis, PCA), bspw. auf
Basis der C,-Atome, durchgefiihrt, um deren Kovarianz zu bestimmen. Fiir eine PCA

wird fiir N Atome im System eine 3N x 3N-Korrelationsmatrix erstellt:
Cz‘j = <.’L‘Z — TZ><{L'j — fj> (1.22)

wobei x; die x, y oder z-Koordinate des Atoms ¢ darstellt und Z; den Wert der
durchschnittlichen Struktur reprisentiert. Uber eine Diagonalisierung der erhaltenen
Matrix werden Eigenvektoren erhalten, die die zentralen Bewegungsrichtungen der
Struktur im Raum beschreiben, sowie Eigenwerte, die die durchschnittliche Fluk-
tuation entlang dieser Vektoren beschreiben [168]. AnschlieBend wird das Verhéltnis
zwischen der Kovarianziibereinstimmung von Simulationsblécken ansteigender Grofie
mit der gesamten Trajektorie und der Kovarianziibereinstimmung von Simulations-
blocken, die zunidchst einem Bootstrapping-Verfahren unterzogen wurden, mit der
gesamten Trajektorie berechnet. Im Idealfall sollte das Verhéltnis einen Wert von 1
erreichen. Beim Bootstrapping-Verfahren werden zuféllige Momentaufnahmen aus der
Trajektorie ausgewéhlt, wodurch vermieden wird, dass ausschliefSlich Strukturen mit
hoher Korrelation zueinander selektiert werden. Die Kovarianziibereinstimmung zwi-
schen zwei Hauptkomponenten mit den Eigenwerten A; und A; und den Eigenvektoren
7; und ¥; der Ensembles A und B ist definiert nach [169]:

sz_vlvfodi()\f + )\?) _9 EZNModi Z;VModi /)\24)\;9(724 . 7113)2
ZNIWOdi()\A + /\B)

Qap=1- (1.23)

1.2.3.2 Weitere Konvergenztests

Fiir Markow-Chain-Monte-Carlo (MCMC)-Verfahren existieren weiterhin verschiede-
ne Tests, um eine stationédre Verteilung einzelner Parameter zu evaluieren. Hierbei
wird gepriift, ob die Probennahmen aus einer sich nicht mehr &ndernden und damit
zeitinvarianten Verteilung stammen. Dies bedeutet also, dass die Ubergangsmatrix
der Markow-Kette iiber die Zeit hinweg unveréndert bleibt [170, 171]. Wéahrend es
sich bei diesen Monte-Carlo-Verfahren um Prozesse handelt, bei denen im Gegen-
satz zu molekulardynamischen Ansédtzen zuféllige Stichproben ohne zeitliche Abfolge
generiert werden, so sollte mit diesen Tests analog auch eine Stationaritit einzel-
ner Variablen, die aus einer Zeitreihe wie einer MD-Simulation gewonnen wurden,

iberprifbar sein.

Zwei dieser Konvergenztests wurden in dieser Arbeit getestet: Beim Heidelberger-
Welch-Test wird die Stationaritiat mit einem Cramér-von-Mises-Test iiber die gesamte
Trajektorie gepriift. Wird dieser Test nicht erfiillt, werden die ersten 10 % der Zeitrei-
he verworfen und die Konvergenz erneut gepriift. Dies wird so lange durchgefiihrt, bis

die Stationaritiat entweder erfiillt wird oder aber 50 % der Zeitreihe verworfen wurden,
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wobei die Nullhypothese, dass es sich um eine stationére Verteilung handelt, in letz-
terem Fall nicht erfillt wurde. Wurde dieser erste Teil des Heidelberger-Welch-Tests
erfillt, so wird in einem zweiten Verfahren gepriift, ob das 95%-Konfidenzintervall
des Mittelwerts der nicht verworfenen Zeitreihe kleiner ist als 10 % dieses Mittel-
werts [172-174]. Beim Geweke-Test werden hingegen die Mittelwerte der ersten und
der zweiten Hélfte der Zeitreihe miteinander verglichen, um einen Z-Wert fiir deren
Ubereinstimmung zu erhalten. Eine Stationaritét ist wahrscheinlicher, je niher dieser
Wert bei 0 liegt (idealerweise unter 2) [174, 175].

1.2.4 Gauflbeschleunigte Molekulardynamik-Simulationen

Eine Methode des erweiterten Samplings stellen gaufibeschleunigte MD-Simulationen
dar (Gaussian accelerated MDs, GaMDs), eine Weiterentwicklung der beschleunig-
ten MD-Simulationen (Accelerated MDs, aMDs) [176, 177]. Bei dieser Methode wird
ein harmonisches Zusatzpotential AV(7) zum zugrundeliegenden Potential V (7)
addiert, welches die energetischen Barrieren aller Konformationsénderungen verrin-
gert. Somit wird eine modifizierte Energielandschaft mit dem Potential V*(7) =
V(7)+AV(7) erhalten. Nur selten beobachtbare Ubergéinge in herkémmlichen MD-
Simulationen (Conventional MDs, cMDs) werden so schneller realisiert. Im Gegensatz
zum aMD-Ansatz folgt dieses Zusatzpotential jedoch einer Gau$3-Verteilung, wodurch
eine verbesserte energetische Neugewichtung mithilfe einer Kumulanten zweiter Ord-
nung ermoglicht wird. Neugewichtungen mit geringen Fehlern kénnen so auch fiir gro-
Bere Systeme durchgefiihrt werden, im Falle von aMD-Simulationen liegt die Grenze
fiir eine mogliche Neugewichtung typischerweise bei Proteinen mit 40 Aminosduren.
Das Potential AV(7) wird nur addiert, sofern das Grundpotential geringer als die

Referenzenergie F ist:
(1.24)

Vinae und Vi, stellen die Maxima und Minima des Potentials dar und kg ist eine
Kraftkonstante zwischen 0 und 1, wobei gréflere Werte eine stérkere Modifizierung der
Energielandschaft bedeuten. Die Referenzenergie F kann Werte zwischen V4, und
Vinin + % annehmen, wobei die eigentliche Kraftkonstante k {iber folgende Gleichung

definiert ist:

ko

h=— "0
Vma:p - szn

(1.25)
StandardmafBig ist E jedoch als V. festgesetzt. Die Kraftkonstanten und die Re-
ferenzenergie werden somit automatisch bestimmt. Lediglich das obere Limit der
Standardabweichung des Potentials o¢ wird vor der Simulation durch den Nutzer

eingestellt. Es steht mit den Parametern k und F in folgendem Zusammenhang:

oav = k(E — Vyy)oy < oy (1.26)
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Dabei stellen oay die Standardabweichung des Zusatzpotentials, oy jene des Poten-
tials und V,, das durchschnittliche Potential dar. Mit E = V4, gilt, dass kg einen
Maximalwert von 1 erreichen kann [176, 177]:

00 Vimaz — Vinin

ko = min(1.0, ) (1.27)

ov Vinaz = Vau
Ein Zusatzpotential kann iiber den GaMD-Ansatz zum Diederpotential im System,
zum gesamten Potential, sowie zu beiden Elementen gleichzeitig addiert werden (Du-
al Boost-Schema). Die Ubereinstimmung von AV mit einer tatsichlichen GauBschen
Verteilung kann an der Anharmonizitét v der Verteilung des Zusatzpotentials bemes-
sen werden, welche bei grofleren Werten keine genaue Neugewichtung erlaubt. Hierzu
wird die Entropie Say von AV von der jeweiligen maximalen Entropie Sy,q, einer
idealen Gauf-Verteilung subtrahiert [178, 179]:

¥ = Smaz — Sav = % In(2meoiy) +/ p(AV) In(p(AV)) dAV (1.28)
0

Der Parameter p(AV) stellt die normierte Wahrscheinlichkeitsverteilung von AV fiir
die Momentaufnahmen in einer der Klassen (Bins) der zur Neugewichtung gewéahl-
ten Reaktionskoordinate(n) dar, e ist die Eulersche Zahl. Zur Simulation wird tbli-
cherweise eine kurze Phase einer cMD-Simulation vorangeschaltet. Nachdem sich das
System in dieser iiber einige Zeitschritte hinweg stabilisiert hat, werden Werte fiir
die Parameter Va2, Vinin, Vavg und oy gesammelt. Am Ende dieser Phase werden
ebenfalls F und kg ermittelt. In einer nachgeschalteten, kurzen Phase der GaMD-
Equilibrierung wird das Zusatzpotential dann entsprechend dieser Parameter zum
Grundpotential addiert. Nach dieser Equilibrierung werden E und k¢ dann im eigent-
lichen Produktionslauf geméfl eines vordefinierten Zeitintervalls regelméfig aktua-
lisiert. Nach abgeschlossener Simulation kénnen mithilfe des PyReweighting-Skripts
Neugewichtungen auf Basis von Kumulanten, einer Maclaurin-Serie oder des expo-
nentiellen Durchschnitts erfolgen [178]. Durch die, im Gegensatz zu Metadynamik-
Simulationen (vide infra), ungerichtete Beschleunigung bei einer GaMD-Simulation,
kénnen ohne Vorwissen geeigneter Kollektivvariablen das Sampling generell verbessert
und anspruchsvolle Konformationsdnderungen wie bspw. Protein(ent-)faltungen oder
Ligand-Protein-Bindungsprozesse beobachtet werden [176, 177]. Auch eine Modifika-
tion des Algorithmus zur Berechnung von Ligand-Bindungskinetiken wurde kiirzlich
publiziert [180].

1.2.5 Wohltemperierte Metadynamik-Simulationen

Erweitertes Sampling kann auch gerichtet iiber vorher definierte Kollektivvariablen
(Collective variables, CV), bspw. bestimmte Distanzen oder Winkel im System, er-
folgen. Dies eignet sich besonders im Falle von im Vorfeld bekannten Konformati-
onsdnderungen, die mit der Simulation beobachtet werden sollen und bei denen die

Variablen, die zu einem Ubergang fithren, bekannt sind. Eine Methode, die diesen
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Ansatz verfolgt, ist jene der wohltemperierten Metadynamik-Simulationen mit mul-
tiplen ,Walkern“ (Multiple walkers well-tempered metadynamics simulations, MW-
wtMetaMDs). Bei MetaMDs wird ein kontextabhéngiges Zusatzpotential entlang der
CV zum Grundpotential des Systems addiert. Dies bedeutet, dass zunéchst v. a.
die Minima der Energielandschaft mit einem Zusatzpotential ,aufgefiillt“ werden, in
welcher sich die Struktur anfangs befindet. Durch das Zusatzpotential werden ener-
getische Barrieren iiberwunden und alle Minima im Hinblick auf die definierten CV

sukzessive erreicht [181-183]. Das Potential des Systems ist hier definiert nach:

—(s(t)—s(t"))?
Va(s,t) =w Z e 202 (1.29)

t'=1G,27G,...(t' <t)

Dabei ist s(t) der Wert der Kollektivvariablen s zur Zeit ¢. Die Gaufische Hohe w re-
prasentiert die Grofle des hinzugefiigten Potentials, welches alle 7o Zeitschritte zum
Potential addiert wird. Zusétzlich wird die Breite der Gau3-Kurve entlang der be-
trachteten Variable mit dem Parameter o definiert. Im Falle mehrerer CV (Anzahl

d) ergibt sich folgende modifzierte Gleichung:

_yd  (sa(®)=sa(t')?
Vals,t) =w > ¢ Ze=t T ad (1.30)

t'=1qg,21G,...('<t)

Durch ein ausreichendes Sampling kann vom modifizierten Potential auf die zugrunde-

liegende freie Energie F'(s) der unmodifizierten Energielandschaft geschlossen werden:
lim Vi(s,t) ~ —F(s) (1.31)
t—00

Das Sampling entlang der CV wird mafigeblich durch héhere Werte von w, ¢ und
niedrigere 7g-Werte begiinstigt. Allerdings sollten diese Werte mit Vorsicht justiert
werden, da geringere Energiebarrieren durch grofie repulsive Gauf3-Kurven mit hoher
Frequenz gleichzeitig auch die Qualitdt des rekonstruierten, zugrundeliegenden En-
ergieprofils beeintréchtigen [181-183]. Im Falle von wtMDs wird die Konvergenz des
Energieprofils deutlich begiinstigt [184]. Bei dieser Abwandlung wird ein Bias-Faktor
v = LTAT definiert (oft mit Werten zwischen 6 und 15), der den Wert AT bestimmt,
durch welchen wiederum die Gaufischen Kurven mit der Anfangshohe wq iiber die
Simulationszeit hinweg ihre Hohe reduzieren:

Vg (s:t)
w = wpe FAT (1.32)

Dabei wiirde AT = 0 einer reinen cMD und AT — oo einer normalen MetaMD
entsprechen. Durch diese Modifikation ergibt sich folgende Beziehung;:

T+ AT

A~ () (1.33)

tli{& VG(Sv t)
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Durch multiple ,Walker“, d. h. mehrere parallel geschaltete, miteinander , kommuni-
zierende“ Replika, wird das Sampling weiter verbessert [185]. Diese ,Walker“ (Anzahl
Ny) fiillen die Minima gleichzeitig auf und flieflen lediglich in einem gemeinsamen Po-

tential Vi in folgender Beziehung zusammen:
—ls(t)=s(t)|?
Va(s,t) / dt' e 2P (1.34)

Durch eine hohere Anzahl an multiplen ,,Walkern“ wird die Qualitdt der freien Ener-
gielandschaft nicht verbessert, jedoch wird die nétige Simulationszeit zum Erreichen

einer Konvergenz erniedrigt.

In der Praxis werden iiblicherweise zusétzliche, hohe energetische Barrieren als Mi-
nima bzw. Maxima entlang der Reaktionskoordinaten, den CV, definiert. Dies dient
dazu, dass die CV nur den fiir die Fragestellung relevanten Konformationsraum er-
reichen und es in diesem zu einem ausreichenden Sampling kommt. Fiir geeignete
Werte von w, o, 7¢ und vy existieren prinzipiell keine Richtwerte und es sollten fiir
jedes spezifische System verschiedene Kombinationen getestet werden. Je nach ge-
wahlter Kollektivvariable finden sich in der Literatur jedoch immer wiederkehrende,
typische Bereiche zur Untersuchung von Proteinen, die als erster Anhaltspunkt dienen
konnen. Als Richtwert fiir o wird bspw. ein Drittel oder die Halfte der Standardabwei-
chung der Kollektivvariablen in einer klassischen MD verwendet [186]. Als beliebtes
MetaMD-Modul hat sich bisweilen PLUMED (Plugin for molecular dynamics) eta-
bliert, welches in Kombination mit verschiedenen Simulationsprogrammen genutzt
werden kann [187, 188].
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1.3 QSPR-Modelle zur Stabilitatsvorhersage

1.3.1 Grundlagen
1.3.1.1 Hintergrund

Modelle zur Beschreibung von quantitativen Struktur-Wirkungs/Eigenschafts-
Beziehungen (Quantitative structure-activity/property relationships, QSAR/QSPR)
werden in der medizinischen Chemie schon seit mehreren Jahrzehnten eingesetzt. Sie
stellen eine Schnittstelle zwischen der Informatik und der Chemie dar und haben
sich v. a. durch die immer noch rasant steigenden Mengen an verfiigharen Messdaten
als hilfreiches Werkzeug zur Aufklarung mdoglicher Korrelationen zwischen Molekiilei-
genschaften und gewiinschten biologischen oder physikochemischen Eigenschaften von
Molekiilen und darauf aufbauende Wirkstoffentwicklungen etabliert [189]. Die Studien
von Hansch und Fujita zu Effekten des Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten pflan-
zenwachstumsbeeinflussender Molekiile werden iiblicherweise als zentraler Grundstein
dieses Forschungsbereichs angesehen [189-193]. Durch eine steigende Rechenleistung
und die Etablierung von Hochdurchsatz-Screenings in der Chemie haben sich die
methodischen Ansétze stark weiterentwickelt, sodass nicht nur simple lineare Korre-
lationen Anwendung finden, sondern, unter Zuhilfenahme von Werkzeugen aus der
von Wold begriindeten Chemometrik [194] und dem maschinellen Lernen (Machine
learning), auch andere Methoden wie bspw. Support Vector Machines oder kiinstliche

neuronale Netze [195].

1.3.1.2 Deskriptoren

Als Variablen zur Modellgenerierung werden sogenannte Deskriptoren verwendet, die
bestimmte Eigenschaften eines Molekiils beschreiben. Diese werden mit einer oder
mehreren Antwortvariablen, zumeist der biologischen Aktivitédt, korreliert. Deskrip-
toren lassen sich in 1D (z. B. Summenformeln), 2D (Strukturformeln), 3D (Formeln
mit Informationen zur rdumlichen Orientierung bzw. Konformation), 4D (z. B. tiber
eine Beriicksichtigung eines zeitlichen Verlaufs oder mehrerer Konformationen oder
Protonierungszustande gleichzeitig), 5D (Beriicksichtigung der induzierten Passfor-
men von Protein-Ligand-Komplexen) oder gar 6D (Beriicksichtigung verschiedener
Solvensmodelle) einteilen [189, 196]. Wahrend 4/5/6D-Deskriptoren noch sehr selten
genutzt werden, haben sich 3D-QSAR-Methoden besonders durch die Verwendung
der PLS-Methode (Partial least squares) [197] nach Erscheinen des CoMFA (Compa-
rative molecular field analysis)-Verfahrens [198] weithin in diesem Forschungsbereich
etabliert [189]. Theoretische Hintergriinde zu in dieser Arbeit relevanten Deskriptoren

werden in Anhang B aufgezeigt.
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1.3.2 Statistische Validierungsparameter

Zur Evaluation der pradiktiven Leistung von QSPR-Modellen haben sich verschiedene
Parameter etabliert, von denen im folgenden Kapitel einige erlautert werden sollen.
1.3.2.1 Regressionsparameter

In [199] werden die bekanntesten Validierungsparameter fiir regressionsbasierte Fra-
gestellungen zusammengefasst. Der am héufigsten genutzte Parameter ist der Deter-

minationskoeffizient R?, auch Bestimmtheitsma$ genannt:

.02
- %g (1.36)

Hierbei stellen RSS (Residual sum of squares) und T'SS (Total sum of squares)
die Residuenquadratsumme und die Quadratsumme der Abweichungen zum Mittel-
wert dar. y; sind die einzelnen Messwerte, iy der Mittelwert der Messwerte, sowie ;
die Vorhersagen. Zusétzlich kann ein adjustiertes Bestimmtheitsmafl dej ermittelt
werden, welches die Anzahl verwendeter Deskriptoren p und die Datensatzgréfie n
berticksichtigt [200]:

R, —1—(1-Rr)—"—1

adj — (137)

n—p—1
Mit R? wird das BestimmtheitsmaBl zumeist fiir die Messwerte, auf denen die Mo-
dellgenerierung basiert, bezeichnet. Wird der Determinationskoeffizient fiir Werte be-
rechnet, die nicht Teil des Trainingsdatensatzes sind (n Datenpunkte eines externen

Sets EXT), wird dieser zumeist mit Q? gekennzeichnet:

> (yi — 9i)?

= 1.38

< SIET (y; — g)? (1.38)
PRESS

=1~ Ts5 (1.39)

Die entsprechende RSS wird hier als PRESS (Predicted residual sum of squares)
bezeichnet. Hier kann entweder die TSS des Trainingsdatensatzes (Q%, nach Shi [201])
oder, damit der Parameter tatsichlich nur auf den externen Daten basiert, die des
Testdatensatzes genutzt werden (Q%, nach Schiiiirmann [202]). Beide Q?-Varianten
zeigen unter Umstédnden unrealistische Abschétzungen der pradiktiven Leistung des
Modells, wenn die Verteilung des externen Datensatzes nicht vergleichbar mit der des
Trainingsdatensatzes ist [203]. Ein sehr viel robusterer Validierungsparameter stellt

hingegen der Konkordanzkorrelationskoeffizient (Concordance correlation coefficient,
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CCC) nach Lin dar [204, 205], welcher folgendermaflen definiert ist:

COC - 235 (i — ) (@i — 9) i
S BT (yi — 9)2 + 2B (0 — 9)? + nepxr (7 — 9)?

(1.40)

Die Variable ¢ stellt den Mittelwert der Vorhersagewerte dar. Der Validierungspa-
rameter CCC beriicksichtigt sowohl die Residuen der Werte zur Regressionslinie als
auch die Ubereinstimmung letzterer mit den experimentellen Werten (gekennzeich-
net durch eine anndhernde Steigung von 1 beim Auftragen von experimentellen gegen
pradiktive Werte) [199]. Daneben existieren ebenso verschiedene Rangkorrelationsko-
effizienten, die besonders dann bedeutend sind, wenn es vorwiegend darum geht, ein
Modell zu generieren, welches, ungeachtet der Abweichungen von den experimentellen
Messwerten, die korrekte Reihenfolge der Datenpunkte vorhersagt. Zu erwdhnen ist
hierbei das Kendall’sche Tau 7, [206, 207]:

C-D
V(C+D+Xo)(C+D+Yp)

Ty =

(1.41)

C ist die Anzahl an iibereinstimmenden Paaren, D jene an nicht iibereinstimmenden
und Xy sowie Yy die Anzahl an punktgleichen Paaren entlang der x- bzw. y-Achse
[208]. Zur Beschreibung des Modellfehlers kann entweder der mittlere absolute Fehler
(Mean absolute error, MAE) oder die Wurzel der Summe der quadrierten Fehler
(Root-mean-square error, RMSE) verwendet werden, wobei letztere groflere Fehler

starker gewichtet:

NEXT |,,. _ 4.
MAE:ZZ:lnEZJ; il (1.42)
NEXT (,,. _ £.)2
RMSE :\/Zzlng; %) (1.43)

1.3.2.2 Kilassifikationsparameter

Zur Beurteilung der Leistung eines Klassifikationsmodells mit zwei verschiedenen
Klassen kann die korrekte Klassifizierungsrate (Correct classification rate, CCR), die

auch der Richtigkeit (Accuracy, Acc) entspricht, herangezogen werden:

Neerr TP+ TN

CCR = =
Ntot TP+TN+ FP+FN

(1.44)

Hier wird die Anzahl an korrekt klassifizierten Féllen N mit der Gesamtzahl N
in Relation gesetzt. Dies entspricht also der Summe an richtig positiven (7True po-
sitives, TP) und negativen Fillen (True negatives, TN), geteilt durch die gesam-
te Anzahl an Fallen, inklusive falsch positiver (False positives, FP) und falsch ne-
gativer (False negatives, FN). Handelt es sich um relativ ungleiche Groflen zwei-
er Klassen, so sollte eine entsprechende Gewichtung berticksichtigt werden, z. B.

iber die ausgeglichene Richtigkeit (Balanced accuracy, BAcc), welche definiert ist als
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BAcc = 2= imtJ“zse”Sitimtét [209]. Die Spezifitét beschreibt den Anteil an tatséchlich
negativen Féllen, welche korrekt als negativ eingestuft wurden (True negative rate,
TNR). Die Falsch-positiv-Rate (FPR) ist entsprechend definiert als 1 — Spezi fitat.
Die Sensitivitat stellt dagegen die Richtig-positiv-Rate ( True positive rate (TPR) oder

recall) dar und beschreibt den Anteil an tatsédchlich positiven Fillen, der korrekt als
positiv eingestuft wurde. Zusétzlich existiert die Prazision (Positive predictive value,
PPV). Sie setzt die Anzahl an korrekt positiv eingestuften Féllen in Relation zur Ge-
samtzahl an positiv eingestuften Féllen. Das Gegenteil der Préizision ist die Segreganz
(Negative predictive value, NPV) [210, 211]. Die beschriebenen Kriterien kénnen aus

der entsprechenden Konfusionsmatrix abgeleitet werden (Abb. 1.9).

TP

TPR=——"— 1.4
K TP+ FN (1.45)
TN
TNR=——"—— 1.46
TN+ FP ( )
FP
FPR=1-TNR= ——— 1.47
TN+ FP ( )
TP
PPV =———— 1.4
v TP+ FP (1.48)
TN
NPV =———— 1.4
TN+ FN ( 9)
Voraussage
Positiv Negativ
Klasse | Positiv ichtig positiv|| | Falsch negativ ||| Sensitivitat
Negativ || Falsch positiv || Richtig negativj
—
Préazision

Abbildung 1.9: Darstellung einer Konfusionsmatrix, bei der die tatsidchlichen Klassifizie-
rungen den Vorhersagen gegeniibergestellt werden. Es ergeben sich richtig positive, falsch
positive, richtig negative und falsch negative Falle. Die im Text beschriebenen Kriterien nut-
zen jeweils einen bestimmten Anteil an Féllen, der in der Abbildung farblich markiert ist.

Aufbauend auf diesen Definitionen stellt die Berechnung der Fléche unter der Grenz-
wertoptimierungskurve (ROC) eine etwas weiterfithrende Beschreibung der Modell-
leistung dar (Area under the receiver operating characteristic curve, AUROC bzw.
AUC). Zur Erstellung einer ROC-Kurve wird die ermittelte TPR gegen die FPR
aufgetragen. Eine frith und stark ansteigende Kurve weit iiber der Diagonalen des
Graphen deutet auf ein Modell mit guter Klassifikationsleistung hin. Dagegen re-
prasentiert eine Kurve nahe der Diagonalen eine Modellleistung, die einer Zufalls-
klassifizierung entspricht. Die Kurve verdeutlicht somit die Leistung des Modells bei

verschiedenen Grenzwerten.

Handelt es sich um einen Datensatz mit vielen negativen und wenigen positiven Féllen,
kann es von besonderem Interesse sein, die Leistung des Modells im Hinblick auf die
Detektion letzterer beurteilen zu wollen. Bei einer solch ungleichen Verteilung kann

daher auch die AUPRC (Area under the precision-recall curve) berechnet werden,



1.3. QSPR-Modelle zur Stabilitédtsvorhersage 37

die die Flache unter der Kurve darstellt, wenn die TPR gegen die PPV aufgetragen
wird. Hierbei fliefit die Anzahl an tatsdchlich negativen Féllen nicht mit ein. Im
Gegensatz zu einer ROC-Kurve, bei der die Diagonale einer Zufallswahrscheinlichkeit
mit dem AUC-Wert von 0.5 entspricht, stimmt der Basiswert der AUPRC mit dem
Anteil an positiven Fillen an der Gesamtzahl tiberein. Je nach Situtation kann daher
auch ein niedriger AUPRC-Wert eine gute Detektion der tatséchlich positiven Félle
signalisieren. Die Segreganz spielt dagegen eine bedeutende Rolle bei der Beurteilung
der Detektion negativer Fille [212-214].

1.3.3 Modellarten dieser Studie

Da in dieser Arbeit QSPR-Modelle auf Basis sehr kleiner Datensédtze generiert wur-
den, wurde der Fokus v. a. auf multilineare Regressions- und logistische Klassifi-
kationsmodelle gelegt. Durch Nutzung von Datenbanken wie ChEMBL [215] liegen
die Datensatzgroien fiir QSAR-/QSPR-Ansétze heutzutage oftmals in einem Bereich
zwischen 10* und 106 Molekiilen [216], dagegen kommen Datensiitze im Bereich um
lediglich 100 Verbindungen, wie in dieser Arbeit, deutlich seltener vor [217, 218].
Im zuerst durchgefithrten Ansatz 1 in Kap. 3.1.6.2 wurden jedoch auch eine Viel-
zahl anderer, komplexerer Modelle getestet. Hierbei lieferten neuronale Netze und
XGBoost-Modelle erwdhnenswerte Resultate. Der theoretische Hintergrund der vier

erwiahnten Modellarten soll im Folgenden kurz erlautert werden.

1.3.3.1 Multiple lineare Regression

Bei einer multiplen linearen bzw. multilinearen Regression werden die N Messergeb-
nisse y1, ..., ¥, ..., yn mit den entsprechenden Werten z1, ..., x;,...,z, der p Predik-
toren bzw. Deskriptoren in einer linearen Beziehung korreliert. Es wird also davon
ausgegangen, dass die Antwortvariable tiber eine bestimmte Funktion f(z) mit den
Deskriptoren in Zusammenhang steht. Letztere werden hierzu mit den Koeffizien-
ten f1,...,0, gewichtet (fp reprisentiert den Ordinatenabschnitt). Eine auf einer
GauB-Verteilung basierende, grundsétzlich vorhandene Abweichung (Mittelwert = 0)
der tatsédchlichen Werte von den Messwerten der Antwortvariablen wird zusétzlich
mit dem Fehler e beriicksichtigt. Dieser schliefit also unbekannte, durch das Modell

prinzipiell nicht abdeckbare, zufillige Messabweichungen ein.

p
f(z) :50+Z$g‘5j+6 (1.50)

j=1

Zur Ermittlung optimaler Koeffizienten wihrend der Modellgenerierung wird iibli-
cherweise die Methode der kleinsten Quadrate (least squares) angewandt. Es wird die

RSS der Messpunkte y; und deren Vorhersagen f(z;) minimiert:



38 Kapitel 1. FEinleitung

N
RSS(8) =3 _(vi — f(2:)? (1.51)
’L;l ,
=Y (i —Bo— > wijB)° (1.52)
i=1 j=1

Dies geschieht durch Nullsetzen der ersten Ableitung %. Es wird eine Hyperebene

im IRP!-dimensionalen Raum konstruiert, bei der die Distanzen der Messpunkte zu
dieser minimiert werden und deren orthogonale Projektionen die jeweiligen Vorher-
sagen f(z;) darstellen [219, 220].

1.3.3.2 Logistische, binomiale Regression

Uber eine logistische, binomiale Regression kann die Wahrscheinlichkeit p(X) =
Pr(Y = 1|X) modelliert werden, welche Auskunft dartiber gibt, ob eine Messung
Y auf Basis der Eigenschaft X der Klasse 1 anstatt der Klasse 0 zugeordnet werden
kann. Die Eigenschaft X resultiert hierbei aus einem oder mehreren Deskriptoren.
Um Werte von p(X) < 0 und p(X) > 1 zu vermeiden, wird im Gegensatz zur linearen

Regression eine logistische Funktion genutzt, die ein sigmoidales Verhalten aufweist:

ebot+B1X

p(X) = T chothix (1.53)

Fiir alle Werte von X wird eine Wahrscheinlichkeit der Klassenzugehorigkeit p(X)
zwischen 0 und 1 erhalten. Es besteht hier ein linearer Zusammenhang von X mit

der logarithmierten Chance %, das sogenannte Logit:

log(lf(;&)) = Bo+ 1 X (1.54)
Daraus folgt, dass eine Anderung von X zu (X + 1) einer Multiplikation der Chance
mit e entspricht. Die Anderung der eigentlichen Wahrscheinlichkeit p(X) bei einer
solchen Zunahme von X hangt jedoch vom vorherigem Wert von X ab, da zwischen
Wahrscheinlichkeit und Deskriptor keine lineare Beziehung herrscht. Im Gegensatz
zur Methode der kleinsten Quadrate bei einer multilinearen Regression wird zur Be-
stimmung von fy und f; die Methode der maximalen Mutmaflichkeit (Mazimum

likelihood) angewandt. Es wird folgende Likelihood-Funktion optimiert:

n

€40, 1) = [T (1 = pla)) (1.55)
i=1
Auf Basis einzelner Bernoulli-Verteilungen resultiert diese Funktion fiir n Falle mit
den tatsachlichen Klassenzugehorigkeiten y = 1 oder y = 0 also aus dem Produkt
aller Wahrscheinlichkeiten p(z). Die Koeffizienten werden hierbei so gewéhlt, dass die
maximale Anzahl an Messpunkten des Datensatzes durch die sigmoidale Funktion in
die korrekte Klasse eingeteilt werden [219, 221].
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1.3.3.3 Kiinstliches neuronales Netz

Bei einem kiinstlichen neuronalen Netz handelt es sich um eine nichtlineare Modell-
art, die fiir Klassifikationen und Regressionen genutzt werden kann. Die Deskriptoren
werden, dhnlich der Vorstellung eines Netzes aus Nervenbahnen, tiber Neuronen (Li-
nearkombinationen der Variablen) mit der Antwortvariablen f(z) korreliert. Letztere
steht in der Regel in einer linearen Beziehung zu den Werten der Neuronen hy, ..., Ay

(mit den Gewichtungen v; und dem Ordinatenabschnitt 7p).

H
f@) =90+ hn (1.56)
k=1

Jedoch stehen diese H Neuronen, die zur Generierung der Vorhersagefunktion f(z)
dienen, zumeist iiber nichtlineare Funktionen mit den urspriinglichen P Deskriptoren
in Beziehung. Steht der Wert des k-ten Neurons hjy bspw. in einer logistischen Be-
ziehung zu den P Deskriptoren, so gilt fiir diesen (mit der Gewichtung ; des j-ten

Deskriptors):

1
14 e (Bo+ i w585)

hy(z) (1.57)
Fiir jedes Neuron werden die Deskriptoren unterschiedlich stark gewichtet. Durch die
nichtlineare Beziehung der Deskriptoren mit den Neuronen, einem drastischen Anstieg
an verdnderbaren Parametern schon bei einem geringen Anstieg der Neuronenanzahl
und der Moglichkeit mehrerer hintereinandergeschalteter Neuronen ist diese Modell-
art sehr anfillig fiir eine Uberanpassung. Diese Modelle eignen sich daher in der Regel

nur fir sehr grofile Datensétze [211].

1.3.3.4 XGBoost-Modell

Der Begrift XGBoost steht fiir Fxtreme gradient boosting und stellt eine noch re-
lativ neue Modellart dar, die 2016 von Chen und Guestrin entwickelt wurde [222]
und in den darauffolgenden Jahren an Popularitit gewann, da hiermit viele Machine
Learning-Wettbewerbe gewonnen wurden [223]. Zunehmend findet diese Modellart
auch in der Chemie Anwendung [224, 225]. Es handelt sich um ein parallelisiertes
Verfahren, welches zu einem Ensemble an nacheinander generierten Enscheidungs-
bdumen fiihrt. Dieses Ensemble wird {iber ein Gradientenverfahren zur Minimierung
einer Zielfunktion obj® genutzt. Beim iiberwachten Lernen (Supervised learning) be-
steht letztere aus einer Verlustfunktion ¢, die den Fehler zwischen Messwert y; und
Vorhersage §; beschreibt, und einem Regularisierungsterm (2, der die Modellkomple-

xitdt beriicksichtigt:

n t

obj® =" 0y, 51 + () (1.58)

i=1 =1
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Die Art der Verlustfunktion (z. B. der RMSE-Wert) kann bei diesem Modelltyp frei
®)

gewdhlt werden. Die Vorhersage g, stellt den pradiktiven Wert nach ¢ Trainingschrit-
ten mit zusatzlichen Entscheidungsbaumgenerierungen dar. Der Regularisierungsterm
Q) bestraft komplexere Modelle und soll damit automatisch einer Uberanpassung ent-

gegenwirken (dhnlich der Regularisierung bei einer Ridge- oder Lasso-Regression):

T
Q(fi) =T + %/\Zw? (1.59)
j=1

T reprisentiert die Anzahl an endstindigen Asten im jeweiligen Baum, w; deren
Bepunktung, A und  sind vom Nutzer einstellbare Hyperparameter. Die Bepunktung
der Aste hingt von der Anzahl an Messwerten ab, die diese jeweiligen Enden des
Baums erreichen. Die Komplexitdt der Baume wird ebenso durch ein Beschneiden
(Pruning) beschrénkt [226].

1.3.4 Limitierungen

Die breite Anwendung von QSPR-Modellen in verschiedensten Forschungsbereichen
durch Nicht-Statistiker birgt einige Gefahren. Eine falsche Interpretation der pré-
diktiven Leistung solcher Modelle kann vielfdltige Ursachen haben: eine zu hohe
Heterogenitéat des Datensatzes, ein unvollstdndiger Datensatz, Nutzung nicht inter-
pretierbarer oder kollinearer Deskriptoren, zu hohe Fehlerbereiche der verwendeten
Deskriptoren, eine inaddquate Applikationsdoméne (Applicability domain, AD) und
nicht zuletzt eine Uberanpassung (Overfitting) an den Datensatz durch Verwendung
von Modelltypen mit vielen Freiheitsgraden oder zu vielen Deskriptoren in Relation

zur Datensatzgroe [189].

Das Problem, dass durch ein komplexes Modell im Prinzip aus jedem arbitrdren Da-
tensatz eine scheinbar vielversprechend wirkende Korrelation generiert werden kann,
die jedoch keinen tatsdchlich gegebenen Zusammenhang der Deskriptoren mit der
Grofle der Antwortvariablen begriinden muss, wird durch folgendes Zitat von Unger

und Hansch treffend beschrieben:

,One must rely heavily on statistics in formulating a quantitative model but, at
each critical step in constructing the model, one must set aside statistics and
ask questions. [...] Without such a qualitative perspective, one is apt to generate
statistical unicorns, beasts that exist on paper but not in reality [...] it has recently
become all too clear that one can correlate a set of dependent variables using ran-
dom numbers as independent variables. Such correlations meet the usual criteria
of high significance“ [227].



1.3. QSPR-Modelle zur Stabilitatsvorhersage 41

Aufgrund der geschilderten Problematiken wird empfohlen, sich bei der Modellge-
nerierung an gewisse Richtlinien, z. B. jene von Tropsha [228], zu halten. Nicht zuletzt
hat auch die Organisation fiir wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (Or-
ganisation for Economic Co-operation and Development, OECD) solche Richtlinien

publiziert:

»To facilitate the consideration of a QSAR model for requlatory purposes, it
should be associated with (1) a defined end point, (2) an unambiguous algorithm,
(3) a defined domain of applicability, (4) appropriate measures of goodness-of-fit,

robustness, and predictivity, (5) a mechanistic interpretation, if possible“ [229].

Auch aufgrund einer oftmals nicht gegebenen Publikation aller wesentlichen Modell-
parameter streben wissenschaftliche Journale immer 6fter gewisse Grundsétze fiir
QSPR-Modelle an, um eine Reproduzierbarkeit sicherzustellen [230]. Dennoch ist
dies ein schweres Unterfangen, da solche Modelle, wie bereits oben erwdhnt, in ver-
schiedensten Forschungsgebieten fiir unterschiedliche Problemstellungen Anwendung
finden.
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1.4 Constrained-Network-Analyse

1.4.1 Theoretischer Hintergrund

Eine sogenannte Constrained Network-Analyse (CNA) kann dazu dienen, die Stabili-
tiat von Strukturen auf Basis ihrer Rigiditét zu beurteilen [231-239]. Diese basiert auf
dem FIRST-Programm (Floppy inclusions and rigid substructure topography) und des-
sen Pebble Game-Algorithmus zur Identifizierung rigider Cluster und flexibler Regio-
nen in Biomakromolekiilen. Die Atome des Molekiils werden hierbei zur Generierung
eines Netzwerks als Korper mit zunachst jeweils sechs Freiheitsgraden gehandhabt.
Durch jede kovalente und nichtkovalente Wechselwirkung (letzteres umfasst HB, Salz-
briicken und hydrophobe Interaktionen) werden diese Koérper bzw. Eckpunkte iiber
Stébe (Bars) mit anderen Atomen des Molekiils im Netzwerk verbunden und somit
in ihrer Flexibilitdt und ihren Freiheitsgraden eingeschrankt. Nach Generierung ei-
nes solchen Body-and-bar-Netzwerks aus Kérpern und Stdben werden in diesem rigide
Areale determiniert, welche sich dadurch kennzeichnen, dass aufgrund der Vernetzung

keine relativen Bewegungen zwischen den Korpern ermdéglicht wird [234].

Das Prinzip basiert auf der Graph-Theorie [236] und findet seinen Ursprung in den
Arbeiten von Maxwell im 19. Jahrhundert [240]. Interne Freiheitsgrade F' werden
auch als Floppy modes bezeichnet und deren Anzahl kann in einem d-dimensionalen

Raum tiiber folgende Beziehung beschrieben werden:

d(d+1)

F=dN—(N.~N;) = ==

(1.60)
Dabei stellen N die Anzahl an Eckpunkten im Netzwerk, N. die Anzahl an Sté-
ben bzw. Resktriktionen (Constraints) und N, die redundanten Constraints dar. Als
redundant werden Resktriktionen aufgefasst, wenn sie nicht zur Stabilisierung des
Netzwerks beitragen [241]. Zur Anwendung der Theorie auf Proteine werden Ein-
fachbindungen mit jeweils fiinf Stdben, nichtrotierbare Bindungen mit sechs Stédben
reprasentiert. HB werden ebenso mit fiinf Constraints, hydrophobe Wechselwirkungen
mit zwei Constraints abgebildet. Letztere werden beriicksichtigt, sofern die Distanz
eines Kohlenstoff- oder Schwefelatoms zu einem anderen geringer ist als die Sum-
me ihrer VAW-Radii, addiert mit einem spezifischen Cut-off-Wert (normalerweise bei
D =0.25 A). HB werden in ihrer Stirke Exp iiber folgende Gleichung definiert:

Fip = Dof5(50)" = 6(79)!} /(6,29 (1.61)

wobei Dy = 8 kcal/mol das Minimum des Interaktionspotentials darstellt, Ry = 2.8 A
die Equilibriumsdistanz zwischen Donor und Akzeptor, sowie R die tatsédchliche Di-
stanz. Die Funktion f (6, ®, ¢) hangt von der Hybridisierung der beteiligten Atome ab.
Bspw. nimmt die Funktion die Form f = cos?(0) cos?(® — 109.5) im Falle von sp?-

hybridisierten Donoren und Akzeptoren an. Die Variablen 6, ® und ¢ beschreiben
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dabei die Winkel zwischen den beteiligten Atomen (Donor, Akzeptor und Wasser-
stoffatom). Die Einschriankung der internen Freiheitsgrade wird schlieflich tiber den
3D-(6,6)-Pebble Game-Algorithmus definiert. Hierbei werden die Freiheitsgrade als
6N — 6 Steine (Pebbles) visualisiert und zunéchst auf alle Eckpunkte gleichméaBig ver-
teilt. Gemaf gewissen Regeln werden diese dann auf die bestehenden Stédbe zwischen
den Koérpern verteilt. Die Anzahl an verbleibenden Pebbles auf den Eckpunkten gibt
schlieBlich Auskunft iiber die Rigiditat des Systems und beschreibt die Freiheitsgerade
[242-244].

1.4.2 Awendung des CNA-Programms

Das CNA-Programm erweitert die Funktionen des FIRST-Programms, indem es ther-
male Entfaltungssimulationen auch auf Basis von Strukturensembles ermoglicht und
wahrend diesen auch die Verstarkung hydrophober Wechselwirkungen mit zunehmen-
der Temperatur realisieren kann. Durch die Nutzung von Ensembles, die bspw. aus
MD-Simulationen gewonnen werden, konnen die Rigiditdtsanalysen der Entfaltungssi-
mulationen deutlich verbessert werden. Bei diesen Simulationen wird die Stirke Eyp
von HB im Netzwerk tiber die oben beschriebene Glg. 1.61 [236] bestimmt. Es han-
delt sich um die Cut-off-Werte, bei denen diese aufgelost werden (in vergleichbarer
Weise kénnen Salzbriicken zerstért werden). Uber eine zuvor empirisch bestimmte
lineare Beziehung (7,, = 300K — 20 Exp) werden diese Cut-off-Werte im CNA-
Programm mit spezifischen Temperaturwerten gleichgesetzt. Die genannte Beziehung
basiert auf einem systematischen Vergleich der mit dem CNA-Programm ermittelten
Entfaltungstemperaturen mit experimentellen Daten zu 20 verschiedenen Proteinen
von mesophilen Bakterien und homologen thermophilen Varianten [231]. Das anfangs
generierte Netzwerk wird somit steigenden Temperaturen ausgesetzt, indem der Cut-
off-Wert der Energie sukzessive gedndert wird und schwache HB nach und nach aus
dem System entfernt werden. Nach jedem Temperatursprung werden das Netzwerk
und rigide Cluster neu evaluiert. Das CNA-Programm ermdoglicht im Anschluss eine
Beurteilung der thermischen Stabilitdt auf Basis verschiedener globaler und lokaler

Rigiditatsparameter. Eine ndhere Beschreibung ist in Anhang B.13 gegeben.

Auch Wassermolekiile und Liganden kénnen bei der CN-Analyse beriicksichtigt wer-
den (wobei das Ergebnis in der Regel durch eine Einbeziehung von Wassermolekiilen
auf der Proteinoberfliche nicht signifikant beeinflusst wird). Findet das Programm
keine Informationen zu Bindungsordnungen der Heteroatome in der PDB-Datenbank
(basierend auf dem dreistelligen PDB-Code des Molekiils), so werden diese mithilfe
von OpenBabel [245, 246] iiber eine distanzbasierte Konnektivitét errechnet und die
Hybridisierungen der Atome somit bestimmt [234]. Eine Visualisierung der gefun-
denen Cluster sowie der nichtkovalenten Wechselwirkungen des Netzwerks und der
beschriebenen globalen und lokalen Parameter kann tber das kostenlos zur Verfi-
gung stehende PyMOL-Plugin visual CNA [246] erfolgen.
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1.5 Untersuchte Strukturen

Im Folgenden werden die fiir diese Arbeit relevanten Peptide und Proteine beschrie-
ben. Dabei sollen zunéchst die kleineren Modellproteine vorgestellt werden, deren
Konjugate in dieser Arbeit zum Studium des Effekts von PEG auf die konformative
Proteinstabilitit, sowie zum Vergleich der alternativen Polymere LPG, MeOx und
PEtOx dienten (Kap. 4). Danach wird das groere, therapeutisch bedeutsame Pro-
tein Interferon-a2a (IFN-a2a) beschrieben, dessen PBK in Kap. 5 hinsichtlich favo-
risierter Protein-Polymer-Wechselwirkungen, thermischer Stabilitdt und Bioaktivitat

naher untersucht wurden.

1.5.1 Modellproteine
1.5.1.1 Pin 1 WW-Domaéine

Die humane Peptidyl-prolyl-cis-trans-Isomerase bzw. Rotamase Pin 1 spielt eine wich-
tige Rolle in der G2/M-Phase des Zellzyklus. In Eukaryoten ist dieses Protein hoch-
konserviert. Es besteht aus einer N-terminalen, 39 Aminosauren langen WW-Doméne
und einer gréfleren C-terminalen Doméne. Wéahrend letztere fiir die Funktion des Pro-
teins als Rotamase verantwortlich ist, dient die kleinere WW-Doméne zur Etablierung
von Protein-Protein-Interaktionen iiber prolinreiche Areale von Substraten (Erken-
nung von PPXY-Sequenzen). Der Name resultiert aus den zwei Tryptophanen der
Doméne (W11 und W34 im Falle der humanen Variante). Das Protein wurde 1997
kristallisiert, die Struktur besitzt eine Auflésung von 1.35 A (PDB: 1PIN) und ist
in Abb. 1.10-A dargestellt. Ein PEG-Pentamer findet sich hier zwischen den Ami-
nosduren Y23, S32 und W34 der WW-Doméne und N90 und K97 der C-terminalen
Doméne. Im Bereich zwischen 122, C113 und M130 letzterer ist weiterhin ein Dipep-
tid kristallisiert [247, 248].

Die WW-Doméne besteht aus drei antiparallelen S-Faltbléattern, die iiber zwei Schlei-
fen (Reverse turns) miteinander verbunden sind (Abb. 1.10-B). Die Stabilitét des Pro-
teins wird mafigeblich durch zwei gegeniiberliegende, hydrophobe Zentren bestimmt.
Weiterhin sind eine Salzbriicke zwischen K12 und R14, sowie ein ausgedehntes HB-
Netzwerk zwischen den Aminosduren P9, E12, N26, H27, 128 und T29 als stabi-
lisierende Elemente beschrieben [249]. Die Aminoséduren M1 bis E6 wurden in der
Kristallstruktur nicht aufgelost und auch nicht von Price et al. in deren Studien be-
riicksichtigt (siehe Kap. 1.1.6.2), sodass ein Konstrukt aus 34 Aminoséduren verwendet

wurde.

Aufgrund der geringen Gréfle und einer anzunehmenden, simplen Zwei-Phasen-Kinetik
wihrend der Entfaltung (was allerdings in einer Infrarotspektroskopiestudie infrage
gestellt wurde [250]) wurde die S-faltblattreiche WW-Doméne bereits in verschie-
denen Mutations- und Faltungsstudien als Modellprotein verwendet. Die Entfaltung

findet vermutlich zunéchst durch eine Loslésung des kleineren, dritten S-Faltblatts
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von der Tertidrstruktur statt, wohingegen eine Denaturierung des ersten S-Faltblatts
eine hohere Energiebarriere darstellt [247, 251-260].

A B

N-terminale WW-Domaéne

Schleife 1

. C-terminale Doméane

Hydrophobes
Zentrum 1

" sulfat

AlaPro gepieife 2 QP"-'

P9 N-Terminus

Abbildung 1.10: (A) Darstellung der Pin 1-Kristallstruktur 1PIN [247] mit unterschiedli-
cher Farbung der beiden Doménen (blaue WW-Doméne: Aminosduren 1 bis 39, orangene C-
terminale Doméne: Aminoséuren 45 bis 163). (B) Illustration der WW-Doméne. Hydrophobe
Zentren sind violett und orange gefiarbt, am besagten HB-Netzwerk teilnehmende Aminoséu-
ren griin.

1.5.1.2 Her2-Affibody

Im Gegensatz zur g-faltblattreichen Struktur der Pin 1 WW-Domaéne stellt der Her2-
Affibody ein a-helikales Peptid dar. Als antigenbindende Alternativen zu Antikor-
pern leiten sich die wesentlich kleineren, 58 Aminoséduren langen Affibodies von der
IgG-bindenden Doméne des Proteins A aus Staphylococcus aureus ab. Durch einige
Modifikationen dieser B-Doméne wurde 1987 die stabilere Z-Doméne erhalten. Ran-
domisierte Mutationen von 13 Aminoséuren der ersten zwei Helices brachten mittels
eines Phagen-Displays anschliefend Peptide hervor, die mit einer hohen Affinitét z.
B. an Insulin, TNF (Tumor-Nekrose-Faktor)-a oder auch den humanen, epiderma-
len Wachstumsfaktor 2 (Human epidermal growth factor receptor 2, Her2) binden.
Bei einer Uberexpression dieses Faktors, v. a. im Falle von Mammakarzinomen, kann
ein solcher Affibody als ein wichtiges, diagnostisches Werkzeug eingesetzt werden.
Es bindet an ein anderes Epitop als therapeutisch verwendete Antikorper wie bspw.
Trastuzumab und bietet aufgrund seiner geringen Gréfle im Vergleich zu Antikor-
pern einige Vorteile, bspw. eine verbesserte Loslichkeit. Da Her2-Affibodies von der

Z-Doméne abstammen, werden sie auch Zyeo-Affibodies genannt [261].

Fiir diese Studie diente eine NMR-Struktur der Zer2:340-Variante (PDB: 2KZJ) als
Ausgangspunkt (Abb. 1.11). Die bei der Strukturaufklarung erhaltenen Messdaten er-

lauben ebenso eine alternative Struktur dieses Peptids mit einer nicht durchgéngigen
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ersten Helix (PDB: 2KZI). In Losung kommt es moglicherweise zu einer Interkon-
version beider Zusténde, wobei in der Kristallstruktur nach Bindung an Her2 (PDB:
3MZW) die durchweg helikale Konformation aufgelost wurde [262].

A B C-Terminus N23
Q25
Her2-Affibody €»
)
)
P
y K50
¢

. N-Terminus

Abbildung 1.11: (A) Darstellung des Her2-Affibodys in der Kristallstruktur SMZW, gebun-
den an die extrazelluldre Doméne von Her2. Die Bindestelle ist in einem Ausschnitt unterhalb
der Struktur vergrofiert dargestellt. In (B) ist der Affibody ohne Her2 vergrofiert dargestellt
(NMR-Struktur 2KZJ). In dieser Arbeit untersuchte Konjugationsstellen sind in beiden Bil-
dern tiirkis gefarbt.

1.5.1.3 Src SH3-Domaéine

Waéhrend in dieser Studie primir Konjugate der Pin 1 WW-Doméne und des Her2-
Affibodys untersucht werden sollten, wurde ein PBK der Src SH3-Doméne des Banki-
vahuhns (Gallus gallus) von Price et al. als eine Validierungsmoglichkeit fiir seine
kristallstrukturbasierte Vorhersagerichtlinie zur PEG-basierten Stabilisierung genutzt
[100]. Es handelt sich um ein der Pinl WW-Doméne strukturell sehr dhnliches Pro-
tein, welches ebenso iiber viele S-Faltblattstrukturbereiche verfiigt (Abb. 1.12). Eine
NMR-Struktur wurde 1993 veroffentlicht (PDB: 1SRL) [263]. Price et al. charakte-
risierten eine T20N-Mutante und die entsprechend konjugierte Asn(PEG),-Variante.
Eine starke Stabilisierung mit einem AAG?—Wert von -1.20 £0.10 kcal/mol wurde
bestimmt [100]. Wie auch die WW-Doméne dient diese Struktur in der Zelle zur

Erkennung prolinreicher Elemente [247].
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Abbildung 1.12: Darstellung der Src SH3-NMR-Struktur mit der von Price et al. unter-
suchten Mutationsstelle T20.

1.5.1.4 GCN4 und coil-V,Lg4

In ihren neuesten Publikationen [102, 264] charakterisierten Price et al. ebenfalls Kon-
jugate der a-helikalen, Doppelwendeln (Coiled coils) bildenden Peptide GCN4 und
coil-V,Lg (Abb. 1.13). Wahrend es sich bei GCN4 um einen homodimeren Leucin-
Zipper der Hefe (Saccharomyces cerevisiae) handelt, welcher als Transkriptionsfaktor
fungiert (PDB: 2ZTA) [265], stellt das Trimer coil-V,Lq ein artifizielles bzw. entwor-
fenes Konstrukt dar, das von Price et al. auch als ICW bezeichnet wurde (PDB: 1COI
[266] und das strukturell dhnliche Trimer mit dem Code 5UXT [267]).

Abbildung 1.13: Strukturen (A) GCN4, sowie von (B) coil-V,Lgq und (C) dem davon
abgeleiteten Trimer mit dem PDB-Code 5UXT. Die von Price et al. untersuchten Konjugati-
onsstellen sind griin gefarbt und jeweils fiir ein Monomer gekennzeichnet.
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1.5.2 Biologika
1.5.2.1 Interferon-o2a

Das Protein IFN-a2a bindet an die Interferon-a-Rezeptoren IFNAR1 und IFNAR2.
Uber eine dadurch induzierte Signalkaskade mit anschlieBender Gentranskription be-
sitzt das therapeutisch verwendete Protein eine immunmodulierende und antivirale
Wirkung. Aus diesem Grund wird es gegen unterschiedliche Tumoren, sowie Hepa-
titis B und C eingesetzt (in letzterem Falle zumeist in Kombination mit Ribavirin).
Die konventionelle interferonbasierte Therapie gegen Hepatitis C spielt in aktuellen
Leitlinien im Gegensatz zu interferonfreien DA A-Therapien (Direct acting agents) mit
verschiedenen Protease/NS5A /NS5B-Inhibitoren nur noch eine untergeordnete Rolle.
Die unPEGylierte Variante (Handelsname: Roferon-A®) besitzt eine duflerst gerin-
ge Halbwertszeit von lediglich etwa sechs bis neun Stunden, weshalb die PEGylierte
Variante Peginterferon-a2a mit dem Handelsnamen Pegasys® (siehe Kap. 1.1.4.3)
entwickelt wurde, welche deutliche pharmakokinetische Vorteile bietet [18, 268-270].
Untersuchungen in Bezug auf Hepatozyten deuten allerdings darauf hin, dass eine
langere Aktivierung des Jak/STAT-Signalwegs nicht den alleinigen Grund fiir eine
verbesserte Therapie darstellen konnte. Durch ein verdndertes pharmakodynamisches
Profil kénnten weitere immunmodulierende Gene aktiviert werden [271]. In Abb. 1.14-
A ist die Kristallstruktur mit dem PDB-Code 3SE3 abgebildet, in der das Protein an
seine Rezeptoren gebunden ist [272]. Die NMR-Struktur 1ITF des isolierten Proteins
wurde fiir die in dieser Arbeit durchgefithrten Simulationen genutzt (Abb. 1.14-B).

Es besteht aus funf a-helikalen Abschnitten mit insgesamt 165 Aminosduren [273].
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Abbildung 1.14: (A) Kristallstruktur 3SE3 mit IFN-a2a und den beiden Rezeptoren IF-
NARI1 und IFNAR2. Die beiden potentiellen, in Kap. 3.2.2 genannten Konjugationsstellen
K31 und K134 sind gekennzeichnet. In (B) ist die isolierte IFN-a2a-Struktur aus der PDB-
Datei 1ITF gezeigt.
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Zielsetzung

Die in Kap. 1.1.6 geschilderten Hypothesen zu Stabilisierungsmechanismen von PBK
verdeutlichen, dass das Verhalten von Konjugaten auf molekularer Ebene noch nicht
génzlich erforscht ist, erst recht nicht im Falle der selten genutzten PEG-Alternativen.
Ein besseres Verstdndnis der Polymerdynamiken nach kovalenter Kniipfung an Pro-
teine kann dazu beitragen, Verédnderungen der pharmakokinetischen, pharmakody-
namischen und thermodynamischen Eigenschaften von PBK in Relation zu ihren
unkonjugierten Varianten zu erkliren. Ubergeordnetes Ziel dieser Studie ist es, diese
Dynamiken mithilfe von MD-Simulationen néher zu analysieren und einen rationa-
len Ansatz zur Auswahl der geeignetsten Konjugationsstellen und Polymerarten zu
entwickeln, ohne experimentell kostspielige und zeitaufwendige Screenings durchfiih-
ren zu missen. Speziell sollen die Polymere LPG, PMeOx und PEtOx als potenzielle

Alternativen mit dem Goldstandard PEG verglichen werden.

Hierfur sollen in dieser Arbeit in adidquater Zeit simulierbare Oligomer-Konjugate
zweier kleinerer Modellproteine, der humanen Pin 1 WW-Doméne und des Her2-
Affibodys, analysiert werden. Die bereits von Price et al. experimentell charakteri-
sierten Varianten der WW-Doméne (siehe Kap. 1.1.6.2) eignen sich dabei als Aus-
gangspunkt zum Studium der PEG-basierten Proteinstabilisierung. Das Verhalten
der Konjugate in den Simulationen soll mit deren (De-)stabilisierungen in Zusam-
menhang gebracht werden, bspw. mittels QSPR-Modellen. Experimentelle Daten zu
Her2-Affibody-, LPG-, PMeOx- und PEtOx-Konjugaten stehen im Vorfeld nicht zur
Verfiigung, sodass hier lediglich Schlussfolgerungen auf Basis der in silico-Daten ge-
zogen werden konnen. Zusétzliche Synthesen weiterer, von Price et al. noch nicht
charakterisierter Konjugate sind im Rahmen der Kooperation mit Prof. Dr. Dr. Lo-

renz Meinel und Prof. Dr. Tessa Lithmann jedoch denkbar.

Die Untersuchungen sollen schliefSlich fiir das therapeutisch relevante Protein IFN-a2a
fortgesetzt werden. Die Arbeiten der Verbundpartner in diesem vom Bundesministe-
rium fiir Bildung und Forschung finanzierten Projekt mit dem Titel PEG-alternative
Polymere fiir die Biokonjugation an Proteine (Next-PEG) fokussieren sich auf die
Synthese und Charakterisierung von Biokonjugaten dieses Therapeutikums (mit Po-

lymerketten im Grofenbereich zwischen 5 und 50 kDa). In der Arbeitsgruppe von
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Prof. Dr. Rainer Haag sollen an der Freien Universitit Berlin die Polymere PEG und
LPG synthetisiert werden, im Arbeitskreis von Prof. Dr. Ulrich S. Schubert an der
Friedrich Schiller-Universitidt in Jena die Polymere PMeOx und PEtOx.

Im Arbeitskreis von Prof. Dr. Dr. Lorenz Meinel und Prof. Dr. Tessa Lithmann an
der Julius-Maximilians-Universitat Wiirzburg werden diese Polymere mittels Click-
Chemie-Verfahren an Proteine konjugiert und hinsichtlich ihrer Gréfle, thermischen
Stabilitdat und Bioaktivitat charakterisiert. Unter der Aufsicht von Dr. Christian Pfal-
ler am Paul-Ehrlich-Institut sollen die Arbeiten durch in vivo-Studien der bereitge-

stellten Konjugate weitergefithrt werden.

Simulationsstudien zu IFN-a2a-Konjugaten sollen in der hier vorliegenden Arbeit
durchgefiihrt werden, um die Ergebnisse der experimentellen Charakterisierungen der
Verbundpartner zur thermischen Stabilitdt und Bioaktivitdt auf molekularer Ebene

zu interpretieren.

Zusammengefasst soll in dieser Arbeit mithilfe von Simulationsverfahren und chemo-
informatischen Methoden die Dynamik unterschiedlicher PBK studiert werden. Der
Effekt der Konjugation auf pharmazeutisch relevante Eigenschaften soll anhand der
Ergebnisse dieser Studien gedeutet und darauf aufbauend die Entwicklung optimierter
Konjugate mit rationalen Anséitzen vorangetrieben werden. Ubergeordnetes Ziel des
Verbundprojekts ist die Charakterisierung und Etablierung von PEG-Alternativen fir
die Biokonjugation, wozu die vorliegende Dissertation mit Hilfe computergestiitzter

Modelle und Simulationen auf atomarer Ebene einen Beitrag leisten will.
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Materialien und Methoden

3.1 Modellproteine

Im Folgenden sollen die simulierten Konjugate der Modellproteine aus Kap. 1.5.1.1
vorgestellt (Kap. 3.1.2), sowie die Methoden zur Parametrisierung (Kap. 3.1.3), Mo-
dellierung (Kap. 3.1.4) und Simulation (Kap. 3.1.5) dieser Strukturen beschrieben
werden. Im Anschluss werden die Vorgehensweisen zur Generierung von QSPR-Modellen
(Kap. 3.1.6), zur Durchfithrung von Metadynamik-Simulationen (Kap. 3.1.7) und zum
systematischen Vergleich der Dynamik der Polymere (Kap. 3.1.8) geschildert. Die Er-

gebnisse werden in Kap. 4 vorgestellt und diskutiert.

3.1.1 Wildtyp-Simulationen und unkonjugierte Mutanten

Die Wildtypen (WT) der Modellproteine aus Kap. 1.5.1.1 wurden mit den unten
beschriebenen Einstellungen fiir Konjugate simuliert (Kap. 3.1.4 und 3.1.5).

Unkonjugierte Mutanten der in Kap. 3.1.2 beschriebenen Konjugate mit entspre-
chender Linkerstruktur (zumeist also Asparagin) und ohne Polymer wurden analog
simuliert. Zur Messung des von Price et al. postulierten Winkels diente die Struktur
ohne Mutation der Konjugationsstelle (d. h. ohne Linker), was in den meisten Fél-
len dem Wildtyp entsprach. Fiir einige Varianten, die neben der Konjugationsstelle
zusdtzliche Punktmutationen enthielten (z. B. 19(S16A)-1, vgl. Namen in Tab. C.2)

wurden die entsprechenden Mutanten des Wildtyps zusatzlich simuliert.

3.1.2 Simulierte Konjugate
3.1.2.1 Konjugate mit publizierten Stabilitdtsdaten

Von den in Kap. 1.5.1 vorgestellten Konstrukten wurden, mit Ausnahme der Konju-
gate von 1CW mit Asn(PEG)45-Struktur aus [108], alle von Price et al. experimentell
charakterisierten Konjugate der Pin 1 WW-Domaéne, der Src SH3-Doméne und der
Doppelwendeln GCN4 und coil-V,Lg simuliert (insgesamt 131 Varianten). Es handel-
te sich hierbei zum grofiten Teil um PEG-Tetramere mit einer endstiandigen Meth-

oxygruppe, welche kovalent an Seitenkettenamide von Asparaginen gekniipft wurden.
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Eine komplette Ubersicht aller in dieser Arbeit simulierten Konjugate der Modell-
proteine geben die Tab. C.1 (chemische Formeln der konjugierten Aminosiuren) und
C.2 (Auflistung aller PBK mit Sequenzen) in Anhang C. In Tab. C.2 wurden die Bio-
konjugate nach einem einheitlichen Schema benannt. Diese Namen werden in dieser
Dissertation durchweg verwendet, wobei die Pin 1-Konjugate ohne PDB-Code und
entsprechende unkonjugierte Varianten lediglich mit der Position der Konjugations-
stelle (also ohne Kennzeichen fiir den Linker) bezeichnet werden. Die untersuchten
Konjugationsstellen fiir die Src SH3-Doméne und die Doppelwendeln GCN4 und coil-
VL4 wurden bereits in den Abb. 1.12 und 1.13 gezeigt. Im Falle der Pin 1 WW-

Doméne sind die analysierten Varianten in Abb. 3.1 illustriert.

3.1.2.2 Zusitzliche Konjugate

Zusétzlich zu den von Price et al. charakterisierten Varianten der Pin 1 WW-Doméne
wurden weitere PBK mit Asn(PEG)s-Struktur simuliert (Abb. 3.2). Diese kdnnten
in zukiinftigen Arbeiten analog synthetisiert und mittels temperaturabhédngiger CD-
Spektroskopie charakterisiert werden. Ebenso wurden zum Vergleich der alternati-
ven Polymere LPG, PMeOx und PEtOx jeweils 13 Asn(LPG)s5-, Asn(PMeOx)s- und
Asn(PEtOx)s-Strukturen modelliert (siehe Kennzeichen €, A und # in Tab. C.1). Eine
Anzahl von fiinf Monomeren wurde hierbei ausgewahlt, da zu diesem Zeitpunkt der
Arbeit zur Aussicht stand, Konjugate mit einer solchen Struktur im Rahmen der Ko-
operation mit den Verbundpartnern analog zu vermessen. Hierzu sollten experimen-
telle Daten von niedermolekularen Polyoxazolingemischen mit einem Polymerisations-
grad von vier bis sechs Monomeren gewonnen werden. Die Linge der LPG-Variante

wurde dementsprechend analog auf fiinf Monomere gesetzt.

Da bisher keine PBK des Her2-Affibodys experimentell charakterisiert wurden, wur-
den in diesem Falle 15 verschiedene Konjugationsstellen ausgewahlt und ebenso mit
(PEG)4-, (LPG)5-, (PMeOx)5- und (PEtOx)s5-Oligomeren modelliert. Hierbei wur-
de jedoch eine Cys-Maleimid-Struktur als Linker verwendet (siehe Kennzeichen 4,
¢, v und w in Tab. C.1), da von den Verbundpartnern geplant war, diese Varianten
ebenfalls zu charakterisieren. Diese sollten nicht, wie im Falle der WW-Konjugate
von Price et al., mittels Einbau von PEGylierten Aminoséuren iiber eine Festphasen-
peptidsynthese synthetisiert werden, sondern mithilfe eines Click-Chemie-Verfahrens
nach erfolgter Expression des Affibodys mit entsprechender Cystein-Mutation. Die
Stellen sind {iber das gesamte Peptid verteilt, jedoch nicht im unmittelbaren Bereich
der Binderegion zu Her2 (vergleiche VergroBerung in Abb. 1.11-A). Ein weiteres Aus-
wahlkriterium hierbei waren die zwei von Price et al. bereits publizierten Richtlinien,
beschrieben in Kap. 1.1.6.2. Lysine an den Positionen ¢ + 3 und i + 4 sollten zu einer
Stabilisierung gegentiber der Cystein-Mutante fithren [108], weshalb die Aminosiuren
A46 und D53 ausgewahlt wurden. Zusétzlich wurden Konjugationsstellen mit relativ

kleinen oder groflen Werten fiir den Winkel 0p,;.. bei der Auswahl priorisiert. PBK
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ohne publizierte Stabilitdtsdaten wurden in Tab. C.2 an entsprechender Stelle mit
der Abkiirzung NA (Not available) gekennzeichnet.

Abbildung 3.2: Zusétzlich simulierte, nicht von Price et al. charakterisierte Konjugations-
stellen der WW-Domaéne.

3.1.3 Ermittlung geeigneter Simulationsparameter
3.1.3.1 PyRED-Methode

Zur Durchfithrung klassischer MD-Simulationen wurden fiir proteinogene Amino-
sauren die Parameter des Amberff14SB-Kraftfeldes [133] genutzt. Fiir die PBK je-
doch mussten zusétzliche Elemente definiert werden, wobei zur Modellierung MOE
2018.01, 2019.01 und 2020.01 (Molecular Operating Environment) [274] verwendet
wurde. Hierzu wurde, mit Ausnahme der Asn(PEG);-, Asn(PEG)s-, Asn(PEG)s-,
Asn(PEG)g- und Asn(PEG)45-Strukturen (siehe hierfiir Kap. 3.1.3.3), die konjugier-
te Aminosdure mitsamt der (PEG)4-Kette als eine einzelne Aminoséure beschrieben.
Da es sich um ein an das Protein kovalent gebundenes Strukturelement handelte, wur-
de im Falle der Asn(PEG)-Struktur (entspricht Kennzeichen 1 in Tab. C.1) zunéchst
der PyRED-Server verwendet [275-278]. Dieser eignet sich aufgrund der moglichen
Festsetzung von Ladungen und anschliefender Entfernung bestimmter Atome beson-
ders, um Fragmente mit offenen Valenzen fiir groflere Strukturen zu definieren (z.
B. Zucker in glykosylierten Proteinen, Monomere in Polymeren, nichtproteinogene
Aminosauren in Peptiden). Die konjugierte Aminosdure wurde hierzu mit amino-
sdureriickgratdhnlichen Endgruppen modelliert: eine Acetylgruppe am N-Terminus,
sowie eine Aminomethylgruppe am C-Terminus (Abb. 3.3). Die entsprechende PDB-
Struktur wurde dann auf Basis des Amber14:EHT-Kraftfelds [133, 279] energiemini-
miert (Gradient: 0.001 kcal/mol/A) und mitsamt den nétigen Einstellungen auf den
Server hochgeladen: Festsetzung der Gesamtladung der Termini auf Null (mithilfe der
INTRA-MCC1-Einstellung), Zuweisung von Amberl4ffSB-Atomtypen und Nutzung
von Gaussian 16 Rev. B.01 [280] zur Bestimmung von RESP-Ladungen [143]. Die
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vom Server erhaltenen Kraftfelddateien geben an, in welchen Féllen von den im Am-
berff14SB-Kraftfeld festgesetzten Parametern abweichende Werte festgelegt wurden,

wobei sich diese zumeist minimal von den Standardwerten unterschieden (Tab. 3.1).

Endgruppe 2

Abbildung 3.3: Beschreibung des PyRED-Verfahrens am Beispiel von Asn(PEG)4. Die Ge-
samtladung der terminalen Acetyl- und Aminomethylgruppen wurde auf Null festgesetzt.
Nach Entfernung wurden geeignete RESP-Ladungen fiir das mittlere Fragment, mit einer
Nettoladung von Null, erhalten.

Tabelle 3.1: Darstellung eines Auszugs aus der von PyRED generierten Parameterdatei fiir
die Asn(PEG)4-Struktur. Abweichungen von den Amberl4ffSB-Standardparametern sind in
der rechten Spalte angegeben (rot markiert).

Bindung k [kcal/mol/A?] Distanz [A] Ursprung

C-CT 315 1.522 adapted from parm10.dat 317.0
C-N 490 1.335 taken from parml0.dat
C-0 570 1.229 taken from parm10.dat

3.1.3.2 antechamber-Methode

Da der PyRED-Server nach erfolgter Definition der Asn(PEG)4-Struktur fiir fast zwei
Jahre aufgrund von Wartungsarbeiten nicht erreichbar war, wurde fiir alle weiteren
Varianten ein dhnlicher Ansatz lokal durchgefiihrt. Hierzu wurden RESP-Ladungen
fiir die vorbereitete PDB-Struktur der konjugierten Aminosidure mittels Gaussian 09
Rev. C.01 [281] ermittelt und geeignete Amberff14SB-Atomtypen tiber antechamber
von AmberTools18 [282] zugewiesen. Im Anschluss wurde die Struktur in xleap gela-
den und die Endgruppen wurden entfernt. Die Ladungen des Proteinriickgrats wurden
dann den iiblichen Werten im Amber14ffSB-Kraftfeld angeglichen. Diese unterschie-

den sich zumeist nur minimal von den lokal mit Gaussian 09 Rev. C.01 erhaltenen
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Werten. Die Gesamtladung wurde anschlieBend berechnet und ein Uberschuss an po-
sitiver oder negativer Ladung wurde schliellich gleichmé&fig auf die restlichen Atome
der konjugierten Aminosiure verteilt. Da dieser Uberschuss insgesamt in der Regel
in einem Bereich von -0.2 bis +0.2 lag, wurden die zugewiesenen Ladungen einzelner
Atome durch diesen Vorgang nur in einem &uflerst geringen Mafle modifiziert und
nicht in ihrem Vorzeichen veréndert (Abb. 3.4). Wéhrend hierbei lokal durch an-
techamber wie beim PyRED-Ansatz zunichst Amberff14SB-Atomtypen zugewiesen
wurden, wurden bei dieser Methode jedoch anschliefend mit diesem Kraftfeld kompa-
tible GAFF2-Parameter [147] hinzugezogen, was in den erhaltenen Dateien einsehbar
war (Tab. 3.2). Sogenannte Strafpunkte (Penalty scores) gaben dabei an, wie stark die

ermittelten Parameter auf Extrapolationen bekannter Kraftfeldwerte beruhten [283].

Endgruppe 1 Endgruppe 2 Proteinriickgrat

Ladungszuweisung:
0:-0.5894

C:0.7341

CA: -0.2637

HA: 0.1560

N: -0.3479

H: 0.2747

> ﬂberschuss:-ﬂ.ﬂﬁ_j

Ladungsverteilung

Abbildung 3.4: Illustration der alternativ durchgefiihrten, lokalen antechamber-Methode
zur Parametrisierung der konjugierten Aminoséduren, am Beispiel einer Cys-Maleimid-
(PEG)4-Struktur (Kennzeichen 4 in Tab. C.1). Nach Entfernung der Endgruppen und Zuwei-
sung der iiblichen Ladungen des Proteinriickgrats wurde die Nettoladung berechnet und der
Uberschuss méglichst gleichméBig auf die {ibrigen Atome verteilt.

Tabelle 3.2: Darstellung eines Auszugs aus der von antechamber generierten Parameterdatei
fiir eine Cys-Maleimid-(PEG)4-Struktur (Kennzeichen 4 aus Tab. C.1). Die zugrundeliegenden
GAFF2-Parameter werden in der rechten Spalte angezeigt, zusammen mit entsprechenden
Strafpunkten.

Bindung k [kcal/mol/A?] Distanz [A] Ursprung

C-CT 313.00 1.524 same as c-c3, penalty score= 0.0
C-N 427.60 1.379 same as c- n, penalty score= 0.0
C-O 637.70 1.218 same as c- o, penalty score= 0.0

Auch wenn fiir manche Parameter je nach verwendeter Methode leicht unterschiedli-
che Werte erhalten wurden, so ergab ein Vergleich von Simulationen der Asn(PEG)4-

Struktur mit den von PyRED zugewiesenen Ladungen und Atomtypen und jenen mit
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diesem lokalen antechamber-Ansatz keine Unterschiede im Interaktionsprofil des Poly-
mers, weshalb diese alternative Methode fiir alle weiteren konjugierten und nichtprote-
inogenen Aminosduren verwendet wurde, solange der PyRED-Server nicht zur Verfi-
gung stand. Spéater konnten die Varianten Asn(LPG)s, Asn(PEtOx)5, Asn(PMeOx)s,
Cys-Maleimid-(LPG)5, Cys-Maleimid-(PEtOx)s; und Cys-Maleimid-(PMeOx)s wie-
der analog zu Asn(PEG), tiber den PyRED-Server parametrisiert werden.

3.1.3.3 Monomerbasierte Parametrisierung

Der Fokus dieser Arbeit lag zundchst auf den von Price et al. studierten PEG-
Tetrameren, weshalb die Oligomere, wie bei Price et al. auch [100], als einzelne
Fragmente parametrisiert wurden. Da jedoch im Zuge der Erweiterung des Daten-
satzes an Modellprotein-Konjugaten auch Asn(PEG)x-Strukturen mit variablen Ket-
tenldangen simuliert werden sollten, wurde fiir die Varianten Asn(PEG);, Asn(PEG)a,
Asn(PEG)3, Asn(PEG)g, Asn(PEG)s5 und alle grofleren PEG-Konjugate aus Kap.
5 in analoger Weise zum lokalen antechamber-Ansatz ein PEG-Monomer (Fragment
CH2-CH32-0O, Abb. 3.5) als vielseitig einsetzbares Strukturelement parametrisiert. Ent-
sprechend wurden hierbei zusitzliche PEG-Monomere als Endgruppen auf beiden
Seiten wahrend der Ladungsbestimmung genutzt. Zur Parametrisierung einer ter-
minalen PEG-Methoxygruppe (Fragment CHs-CHs-O-CH3) wurde analog mit einer

Endgruppe auf einer einzelnen Seite verfahren.

Monomer-Fragment

CH,-CH,-O

Abbildung 3.5: Darstellung der zur Parametrisierung eines einzelnen PEG-Monomers ver-
wendeten Struktur. Die endstdndigen Monomere auflerhalb des markierten Bereichs wurden
entfernt und tiberschiissige Ladungen analog zum beschriebenen antechamber-Ansatz verteilt.

3.1.3.4 Problemstellungen

Fiir die von Price et al. charakterisierten Cys-Maleimid-Strukturen sind in den Re-
ferenzpublikationen keine stereochemischen Informationen angegeben, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass hierbei experimentell ein Racemat untersucht worden

ist. Fir die Simulationen wurde hierfiir jeweils die (S)-Konfiguration modelliert.

Ein dhnliches Problem stellen die LPG-Strukturelemente in dieser Arbeit dar. Durch
die Hydroxymethylseitenketten ergeben sich Stereozentren. Da die Taktizitét dieses
Polymers wéhrend der Synthese zumeist nicht kontrolliert wird [70], wurden in die-
sen Féllen alternierende (S)- und (R)-Konfigurationen modelliert (als Baustein der
grofleren Konjugate wurde ein Dimer mit einem (S)- und einem (R)-Monomer para-

metrisiert).
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Schliefllich stellte auch die unkonjugierte Aminosiure Azidohomoalanin ein Problem
bei der Atomtypenzuweisung dar (siehe Kennzeichen § aus Tab. C.1). Der PyRED-
Server konnte den endstandigen Stickstoffatomen keinen Typ zuweisen (diese wurden
vom Server mit N7 gekennzeichnet), den endstédndigen Atomen der Azidgruppe wur-
de durch den lokalen Ansatz mittels antechamber ebenso der Atomtyp DU (Dummy
atom) zugewiesen. Alternative Parameter aus dlteren Publikationen auf Basis der Ar-
beiten zum Arzneistoff Azidothymidin, in denen neue Atomtypen definiert worden wa-
ren (um eine méglichst realisitische Mischung aus sp- und sp?-Hybridisierungsanteilen
der Stickstoffatome wiederzugeben), wurden im Anschluss getestet, fithrten jedoch
durchweg zu instabilen Simulationen und wurden daher wieder verworfen [284, 285].
Schliefflich wurde den terminalen Stickstoffatomen der GAFF2-Atomtyp nl zugewie-
sen. Dies entspricht einer sp-Hybridisierung, wodurch die reale Verteilung der Elek-
tronen moglicherweise nicht ideal abgebildet wird. Eine zu erwartende anndhernd
lineare Struktur der Azidgruppe in den Simulationen wurde dadurch allerdings bei-
behalten. Da die Parameter des Azidohomoalanins jedoch lediglich fiir einige wenige
unkonjugierte Varianten des gesamten Datensatzes genutzt wurden, kann mit hoher
Wahrscheinlichkeit ein entscheidender Einfluss der eventuell unzuldnglichen Hybridi-
sierung dieser endstdndigen Gruppe auf die berechneten Deskriptoren ausgeschlossen

werden.

3.1.3.5 Vergleich der Simulationen mit Referenz

Price et al. untersuchten in einer ihrer Studien [100] die Interaktionsprofile zehn
verschiedener simulierter WW-Konjugate, sowie die RDF-Werte (Radial distribution
function, radiale Verteilungsfunktion) des Solvens um bestimmte Seitenkettenatome
fiir vier WW-Konjugate. Daher wurden zum Vergleich analoge Analysen mit den
in dieser Arbeit durchgefiihrten Simulationen der relevanten Asn(PEG)-Konjugate
vorgenommen (Abb. 3.6, 3.7, 3.8 und 3.9).

Die Interaktionspartner der Polymere entsprechen in den meisten Féllen qualitativ
jenen aus der Referenzpublikation; Unterschiede sind im Falle der Konjugate 27-1 und
29-1 zu erkennen. Diese Differenzen konnen einerseits darauf zuriickzufithren sein, dass
nicht bekannt ist, mit welchem Analysenprogramm die Wechselwirkungsenergien in
der Referenzpublikation berechnet wurden (in der hier vorliegenden Arbeit wurde der
lie-Befehl aus cpptraj [282] genutzt, welcher das Solvens lediglich implizit berticksich-
tigt). Vor allem aber nutzten Price et al. Mulliken-Ladungen [286] in Zusammenhang
mit dem &dlteren Amberff99SB-ILDN-Kraftfeld [153, 287], was im Vergleich zur Nut-
zung von RESP-Ladungen [275] mit dem neueren Amberff14SB-Kraftfeld [133] mit

hoher Wahrscheinlichkeit zu einer abweichenden Polymerdynamik fiihrt.

Die RDF-Werte stimmen mit den Ergebnissen von Price et al. {iberein. Dies verdeut-
licht, dass die generierten Parameter geeignet sind, um die von Price et al. beschrie-

benen Desolvatationsvorgiange um spezifische Aminosduren herum wiederzugeben.



3.1. Modellproteine 59

KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG
rrTrrrrrrrrrrrrTrTrT T T T T T T T T T T T T T
0 0
3 3 - )
£ -2 g -2
S -4 S -4 | 2
= = - s
Q-6 @ -6 T
2 o - 1
T g s -8 | :
(5 5 g |
-10 1 6p -10 | i
_12 _12 1 1 L1 | L1 1] | T |
Aminosaure Aminosaure
KL P P CWEKRMSRS SCRVYYFNH I TNASQFERPSG KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG
0 1 rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrTrrrTed
0
0 2 % B |
£ E2[ ]
© -4 © -4 i
o 8 v -6 1
5 o . ]
o -8 c -8 .
[ = c - ]
W 40 1 gp Ww_q0 | 1
12 ) N T T T T T T T T A A T I v —12 _‘ T L1 S S ‘—
6 10 15 20 25 30 35 39 6 9 13 17 21 25 29 33 37
Aminosaure Aminosaure
KL ERCNEXRMERESCRVY HHITHAS QUERDEC KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG
0 0 rrrrrrrrrrrrerrrrrerrrrrrrrrTTrrrT
3 . 5 L[ 1
E E-2[ ]
g 34| 1
= = B ]
o ® o 6| 1
o > _ [ -
@ B 5 -8 | i
& i - i
-10 JW_q0 + ]
_12 |21|3|P||||||||1||||||||x||1|||||| _12 —I\\\I\\I\\I\\\II\\II\\I\\II\I\\\_
6 10 15 20 25 30 35 39 6 9 13 17 21 25 29 33 37
Aminosaure Aminosaure
SRR LIS L LS A KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG
0 | rrrrrrrrrrrrrrrrirrrrrrrT T TrTrTTTrTeT
3 ol
£
T 4
Q
=
o O
=
o 8
i
-10f
18p : .
R b e R R N A R W A WA e ey e

-12
6 10 15 20 25 30 35 39 6 9 13 17 21 25 29 33 37
Aminosaure Aminosaure

Abbildung 3.6: Vergleich der Interaktionsprofile von Price et al. Die Namen entsprechen
jenen aus der Originalpublikation (vgl. Tab. C.2). Auf der linken Seite (Nachdruck mit Ge-
nehmigung aus [100], Copyright 2014 American Chemical Society) sind die Ergebnisse von
Price et al. dargestellt, auf der rechten Seite analog jene aus dieser Arbeit.
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Abbildung 3.7: Vergleich der Interaktionsprofile von Price et al. (Fortfiihrung zu Abb.3.6).
Die Namen entsprechen jenen aus der Originalpublikation (vgl. Tab. C.2). Auf der linken
Seite (Nachdruck mit Genehmigung aus [100], Copyright 2014 American Chemical Society)
sind die Ergebnisse von Price et al. dargestellt, auf der rechten Seite analog jene aus dieser
Arbeit.
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Abbildung 3.8: Vergleich der Interaktionsprofile von Price et al. (Fortfithrung zu Abb.3.6).
Die Namen entsprechen jenen aus der Originalpublikation (vgl. Tab. C.2). Auf der linken
Seite (Nachdruck mit Genehmigung aus [100], Copyright 2014 American Chemical Society)
sind die Ergebnisse von Price et al. dargestellt, auf der rechten Seite analog jene aus dieser
Arbeit.
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Abbildung 3.9: Vergleich der RDF-Profile um bestimmte Atome von Aminosiureseiten-
ketten (OH fiir Tyr, C, fur Phe, N1 fiir Trp, O,1 fir Thr). Auf der linken Seite sind die
Ergebnisse von Price et al. (Nachdruck mit Genehmigung aus [100], Copyright 2014 Ame-
rican Chemical Society) dargestellt. Dabei zeigen die schwarzen Linien die RDF-Werte der
unkonjugierten, die roten jene der konjugierten Varianten. Die Namen entsprechen jenen aus
der Originalpublikation, WW steht hierbei fiir den Wildtyp. Auf der rechten Seite sind die
Ergebnisse aus den in dieser Arbeit durchgefiihrten Simulationen analog dargestellt.
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3.1.4 Modellierung der Strukturen

3.1.4.1 Aufbereitung der Peptidstrukturen

Die verwendeten Peptide wurden im Falle von Kristallstrukturen in MOE bei einem
pH-Wert von 7 protoniert (Pin 1 WW-Doméne 1PIN, sowie die Doppelwendeln mit
den PDB-Strukturen 2ZTA, 1COI und 5UXT), nachdem das enthaltene Kristallwas-
ser und sonstige Liganden entfernt worden waren. In die Pin 1 WW-Doméne (Ami-
nosduren K6 bis G39) wurde vor der Protonierung eine W34F-Mutation eingefiigt
und das entsprechende Phenylalanin lokal energiminimiert. Diese Mutation wurde in
allen von Price et al. charakterisierten Varianten dieses Peptids verwendet [99], da die
Tryptophan-Variante, so die Erkldrung von Price auf Anfrage, ,eigenartige” Signale
wihrend der DSF-Mesungen verursachte.! Es wurde durch MOE keine Protonierung
der Seitenkette von K6 durchgefiihrt, diese fungierte hierbei iiber ihr Stickstoffatom
als HB-Akzeptor fiir die Hydroxylgruppe von S38. Da es sich jedoch um die Termini
handelt, welche in ersten Simulationen ein sehr flexibles Verhalten zeigten und keine
dauerhafte Koordination von K6 zu S38 zu beobachten war, wurde diese Seitenkette

nachtréglich manuell protoniert.

Der Protonierungszustand der verwendeten NMR-Strukturen (Her2 Affibody 2KZJ
und Src SH3-Doméne 1SRL) wurde beibehalten, da eine Protonierung in MOE bei
pH 7 (2KZJ wurde bei pH 6 aufgenommen) zu keinen Verdnderungen fiihrte. Die
Termini aller Strukturen wurden bei der WW-Doméne, dem Her2-Affibody und der
Src SH3-Domaéne, analog zu Price et al., nicht mit zusétzlichen Endgruppen verse-
hen, sondern mit geladenem Zustand modelliert. Im Falle der Doppelwendel aus der
Kristallstruktur 1COI wurden die Termini beibehalten: Es handelt sich um eine C-
terminale Acetylgruppe und ein N-terminales Amid. Um Sequenzen zu modellieren,
die den von Price et al. charakterisierten Varianten entsprechen, mussten im Falle
der Kristallstrukturen 2ZTA und 5UXT, die lediglich eine Acetylgruppe enthielten,
die N-terminalen Amide nachtriglich eingefiigt werden. Ebenso mussten dazu in der
1COI-Struktur die C-terminalen Aminoséduren H28 und G29 entfernt und durch ein
lokal energieminimiertes Tyrosin ersetzt werden. Moglicherweise wurde dieses Tyrosin

von Price et al. zur Durchfithrung von DSF-Messungen eingebaut.

3.1.4.2 Einbau modifizierter Aminosiduren

Die konjugierten Aminoséduren wurden mittels MOE an den jeweiligen Mutationsstel-

len eingefiigt. Diese wurde lokal mit dem Amberl4:EHT-Kraftfeld energieminimiert.

!Erklarung von Prof. Joshua L. Price in einer E-Mail-Korrespondenz: ,, Years ago, Prof. Jeff Kelly’s
lab at Scripps observed some unusual behavior in fluorescence-monitored temperature jump kinetic
experiments on the WW wvariant with Trp at position 34, possibly due to the different environments
of the two Trp residues during the unfolding process. In any case, they found that replacing Trp34
with Phe eliminated this unusual behavior and resulted in a variant that could be readily analyzed via
kinetic and thermodynamic experiments based on a two-state folding model.“
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Anschlieend wurde zur Ermittlung einer geeigneten Startstruktur des Polymers je-
weils eine stochastische Konformationssuche durchgefiihrt, wobei die restlichen Ami-
nosduren fixiert wurden. Es wurden folgende Einstellungen verwendet und die sta-
bilste Konformation nach erfolgter Suche gespeichert: Ablehnungslimit = 100, Itera-
tionslimit = 2000, Gradient = 0.001 kcal/mol/A und Konformationslimit = 1000. Im
Falle der unPEGylierten Varianten wurde die betreffende Aminosdure mutiert und

lokal energieminimiert.

3.1.4.3 Solvatation der Strukturen

Zur Simulation wurden die Peptide mit dem Programm sander aus dem AMBER18-
Programmpaket [282] initial energieminimert und anschliefend mit TIP3P-Wasser
[288] durch tleap von AmberTools18 [282] solvatisiert. Um die Anzahl an Wasser-
molekiilen bei diesem Schritt moglichst gering zu halten, wurden die Hauptachsen
der Strukturen zuvor mit den Achsen des Koordinatensystems aligniert, sodass die
Proteine in der Simulationsbox optimal ausgerichtet waren. Es wurde jeweils eine
rechteckige Solvensbox mit einer minimalen Distanz von 10 A der Peptidatome zu
den Grenzflichen der Box generiert. Im Falle der ldnglichen Doppelwendeln wurden
jedoch kubische Boxen zur Solvatation genutzt, da diese Peptide nicht als anndhernd
globulér angesehen werden kénnen und sie dadurch wiahrend der Simulationen und
nach Alignierung der Hauptachsen iiber Rotationen evtl. mit den periodischen Nach-
barn wechselwirken konnten. Natrium- oder Chloridionen wurden nach erfolgter Sol-

vatation zum Ladungsausgleich des Systems hinzugefiigt.

3.1.5 Simulationsprotokoll
3.1.5.1 Equilibrierung und erster Produktionslauf

Die solvatisierten Peptide wurden im Anschluss mit NAMD 2.12 oder 2.13 simuliert
[289]. Ein Zeitschritt von 2 fs wurde gewéhlt. Es wurden periodische Randbedingun-
gen unter Verwendung des RATTLE-Algorithmus [138] genutzt. Zur Abbildung von
Interaktionen auf langere Distanz wurde die Particle-Mesh-Ewald-Methode [140] mit
einem Cut-off-Wert von 1.2 nm angewandt [140]. Zunéchst wurden 10000 Minimie-
rungsschritte durchgefithrt, bevor das System in einer ersten Equilibrierung von 100
auf 300 K iiber ein Zeitintervall von 500 ps langsam aufgeheizt wurde. Eine Kraftkon-
stante von 0.5 kcal/mol/A? wurde verwendet, um die Peptidatome zunéchst in ihrer
Beweglichkeit zu begrenzen. Auf diese Weise konnten sich die durch tleap artifiziell
gesetzten Wassermolekiile zuerst reorganisieren. Die Kraftkonstante wurde iiber wei-
tere 1.6 ns sukzessive bis zum Wert Null verkleinert. Eine konstante Temperatur von
300 K im NVT-Ensemble wurde durch Nutzung eines Langevin-Thermostats erreicht.
Nach vollstandiger Annullierung der Kraftkonstante wurde fiir eine weitere Nanose-
kunde in diesem Ensemble simuliert, bevor eine zweite, 1 ns lange Equilibrierung

im NPT-Ensemble durchgefithrt wurde, um die Dichte des Systems zu equilibrieren.
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Dieses Ensemble wurde durch Festlegung des Drucks mit dem Nosé-Hoover-Langevin-
Piston-Barostat auf 1.01325 bar erreicht. Nach dieser Equilibrierung wurde ein erster
Produktionslauf im NPT-Ensemble fiir 100 ns vorgenommen, wobei Momentaufnah-

men fiir jede Pikosekunde herausgeschrieben wurden.

3.1.5.2 Fortfiihrung des Produktionslaufs

Der oben beschriebene Produktionslauf wurde fiir weitere 100 ns fortgefiihrt, sofern
bestimmte Konvergenzkriterien nicht erfiillt wurden. Hierzu wurden die drei in Kap.
1.2.3.1 beschriebenen SCC angewandt. Folgende Limitierungen wurden gesetzt: Ge-
méafl dem SDVG-Kriterium durfte kein neuer Cluster in den letzten 25 ns der Simulati-
on gefunden werden. Hierzu diente eine hierarchische RMSD-Clusteranalyse (Average-
Linkage) mittels cpptraj [282]. Mit € = 1 wurde festgelegt, dass das Clustering bis zu
einer Minimaldistanz von 1 A zwischen den gefundenen Clustern durchgefiihrt wur-
de. Die Clusterkonfigurationsentropie durfte sich in den letzten 25 ns héchstens um
5 % andern. Schlieflich musste das BBCOM/BCOM-Verhaltnis, welches idealerweise
einen Wert von 1 erreichen sollte, bei ansteigenden Blockldngen bis zur Halfte der
Simulationszeit einen Wert von 1.20 erreichen. Dieses Verhéltnis wurde mithilfe des
LOOS-Pakets berechnet [290, 291]. Die drei beschriebenen SCC wurden einerseits fiir
die Cy-Atome der Peptide und in einem zweiten Durchlauf fiir die Sauerstoffatome
der Polymerketten evaluiert. Exemplarische Plots zur Veranschaulichung aller drei
Kriterien sind in Abb. 3.10 gezeigt. Zwei der drei gewahlten Kriterien mussten erfiillt
werden (sowohl fiir die C,- als auch fiir die Polymer-Sauerstoffatome), ansonsten wur-
de der Produktionslauf fiir 100 ns fortgefithrt und alle Kriterien wurden erneut unter-
sucht. Waren die Bedingungen dann immer noch nicht erfillt, wurden wiederum 100
ns simuliert. Im Falle der unPEGylierten Varianten dienten lediglich die C,-Atome als
Test. Letztendlich wurden die meisten WW-Konjugate fiir 200 oder 300 ns simuliert.
Die groBeren Her2-Konjugate bendtigten deutlich mehr Zeit (zumeist 600 bis 800 ns),
um die geforderten Kriterien zu erfiillen. Asn(PEG)5-Varianten wurden jeweils fiir
800 ns simuliert, zeigten aber auch danach keine ausreichende Konvergenz bzgl. der
Polymer-Sauerstoffatome. Diese wurden daher fiir die QSPR-Modellgenerierungen als
nicht konvergiert eingestuft (siehe Kap. 3.1.6.2 und 3.1.6.3).
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Abbildung 3.10: Exemplarische Darstellung des Verlaufs der drei SCC-Kriterien einer Si-
mulation. Die violette Zahl im SDVG-Plot (links) gibt die Zeit an, ab der kein weiterer Cluster
gefunden wurde. Im CCE-Plot gibt die Zahl die Verdnderung des Werts in den letzten 25 ns
an. Im rechten BBCOM/BCOM-Plot stellt die Zahl das Verhéltnis bei der groften Blocklange
dar. Letztere erreicht als Maximum die Hélfte der Simulationszeit, da ansonsten nicht mehr
als ein einziger Block generiert werden kann.
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3.1.6 QSPR-Vorhersagemodelle

Im Verlauf der Arbeit wurde der Datensatz an Simulationen und daraus berech-
neter Deskriptoren sukzessive erweitert. Ein erster erweiterter Modellierungsansatz
wurde auf Basis des R-Pakets caret (Classification And REgression Training [211,
292]) entwickelt. Dieses R-Paket von Max Kuhn (Entwickler von RStudio, ehemali-
ger Biostatistker bei Pfizer [293]) vereint verschiedenste Modellierungspakete aus der
Data Science-Community von R mit einer einheitlichen Syntax und zusétzlichen Mog-
lichkeiten zur Datenaufbereitung und Evaluation. Es gehort neben scikit-learn und
TensorFlow zu einem der beliebtesten Programme fiir Prozesse des maschinellen Ler-
nens. In diesem Ansatz, der in Kap. 3.1.6.2 im Detail beschrieben werden soll, wurde
der Fokus v. a. darauf gelegt, eine Vielzahl der in diesem Paket verfiigbaren Mo-
dellarten des maschinellen Lernens zu testen. Da die simulierten Konjugate jedoch
einen fiir Machine Learning-Verfahren relativ kleinen Datensatz darstellten, wurde
im Anschluss ein hiervon abgewandelter zweiter Ansatz entwickelt (Kap. 3.1.6.3), der
sich auf die Generierung von multilinearen Regressions- und binomialen, logistischen

Klassifikationsmodellen beschrankte.

3.1.6.1 Deskriptoren

Die Trajektorien der untersuchten Modellproteine wurden genutzt, um daraus eine
Vielzahl an Deskriptoren zu berechnen. Dies wurde fiir die PBK und deren unkonju-
gierten Varianten durchgefiihrt (im Falle des Winkels von Price et al. ebenso fiir die
mutierten Wildtyp-Varianten ohne Konjugationsstelle). Hierzu wurde hauptséichlich
cpptraj von AmberTools18 [282] genutzt, aber auch das mdanalysis-Modul (Versi-
on 1.0.0) und das CNA-Programm (Version 2.0). Der theoretische Hintergrund zu
diesen Deskriptoren wird in Anhang B beleuchtet. Eine Gesamtiibersicht aller kal-
kulierten Variablen ist in Tab. D.1 gezeigt. Im Falle der CNA-Parameter wurden
Momentaufnahmen ohne Wassermolekiile und Natrium- bzw. Chloridionen aus den
Trajektorien fiir jede Nanosekunde als PDB-Datei herausgeschrieben. Die Deskripto-
ren wurden anschliefend in zwei unterschiedlichen Ansétzen (siche Kap. 3.1.6.2 und
3.1.6.3) verwendet, um QSPR-Vorhersagemodelle zur PEG-basierten Stabilisierung
zu generieren. Fiir den ersten Ansatz (vide infra) wurden, wo moglich, Medianwerte

berechnet, fiir den zweiten Mittelwerte.

3.1.6.2 Modellgenerierung: Ansatz 1

Fiir diesen Ansatz wurden die bis zu diesem Zeitpunkt simulierten 85 WW-Konjugate
verwendet (siehe Tab. C.2 zur Auswahl). Eine zusammenfassende Ubersicht iiber den
Ablauf ist in Abb. 3.11 gegeben, die Resultate werden in Kap. 4.1.1 aufgefithrt und
diskutiert.


https://topepo.github.io/caret/
https://github.com/scikit-learn/scikit-learn
https://github.com/tensorflow/tensorflow
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3.1.6.2.1 Aufbereitung der Daten

Filterung der Konjugate Zunéichst wurden sieben Konjugate, die einen experi-
mentellen Messfehler von >0.10 kcal /mol aufwiesen, aus der Modellgenerierung ausge-
schlossen: 14-1, 23-1, 32(Y23F)-1, 19(S16F:R21T)-1, 23-2, 19(R21A)-1 und 19(R21L)-
1. Im Falle von 14-1 und 23-1 handelte es sich um Konjugate, die von Price et al.
ebenso aus weiteren Analysen ausgeschlossen wurden, da ihre CD-Spektren deutli-
che Umstrukturierungen des Proteins nicht ausschlieen konnten [100]. Die sieben
Asn(PEG)45-Konjugate wiesen keine strukturelle Konvergenz der Trajektorien auf

(sieche Kap. 3.1.5.2) und wurden daher auch entfernt.

85 Konjugate

4368 Deskriptoren

AUFBEREITUNG

FILTERUNG

DESKRIPTOREN KONJUGATE
Fehlende Werte
Hohe Interkorrelation Konvergenztests
Geringe Varianz Exp. Fehler > 0.10 kcal/mol
Standardfehler > 15 %

71 Konjugate
Deskriptorset 1 (Pin 1-spezifisch): 526
Deskriptorset 2 (Pin 1-unspezifisch): 33

Trainingsset (TS) Holdout-Set (HS)
56 Konjugate 15 Konjugate
<-0.40 kcal/mol: 27 < -0.40 kcal/mol: 7
>-0.40 kcal/mol: 29 >-0.40 kcal/mol: 8

Auswahl der besten drei Modelle jeder Kategorie:
Selektion, Zentrierung, Skalierung CCC fir Regressionen
Wiederholt zehnfache CV- AUROC fiir Klassifikationen
Modellgenerierung
19 Regressionmodelle Kategorie A Kategorie B
17 Klassifikationsmodelle Pin 1-spezifische Pin 1-spezifische
Hyperparameter-Optimierung Regressionsmodelle Klassifikationsmodelle

8 Iterationen

576 Modelle Kategorie C Kategorie D
Pin 1-unspezifische Pin 1-unspezifische

Regressionsmodelle Klassifikationsmodelle

GENERIERUNG EVALUATION

Abbildung 3.11: Ubersicht iiber den ersten Modellgenerierungsansatz. Die Schritte wurden
eingeteilt in eine Datenaufbereitungs-, eine Modellgenerierungs- und eine Evaluationsphase.

Filterung der Deskriptoren 4368 Deskriptoren wurden berechnet (Tab. D.1),
von denen jene mit fehlenden Werten fiir einzelne Konjugate und solche, die identisch
oder sehr dhnlich fiir den gesamten Datensatz waren, entfernt wurden. Ebenso wur-
den Variablen mit hoher Interkorrelation exkludiert (Limit: 0.85). Dabei wurden die-
jenigen Deskriptoren herausgefiltert, die eine durchschnittliche Korrelation von tiber
0.85 zu jedem anderen Deskriptor aufwiesen (mean absolute correlation), wobei diese

Korrelationen nach jeder Filterung neu evaluiert wurden. Die Samplingqualitédt der
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einzelnen Deskriptoren wurde als unzureichend eingestuft und fithrte damit zu einer
Filterung, sofern der Standardfehler des Mittelwerts >15 % des entsprechenden De-
skriptorwerts fiir mehr als 10 % der Konjugate im Datensatz zeigte. Die Berechnung
des Standardfehlers wurde mithilfe des R-Paktes coda [174] durchgefiihrt, welches
die effektive Stichprobengrofie unter Beriicksichtigung der Autokorrelation aufeinan-
derfolgender Momentaufnahmen berechnete (siehe Glg. 1.20). Weitere Priifungen auf
Stationaritdt (Heidelberger-Welch- und Geweke-Tests gemafi Kap. 1.2.3.2) wurden
anfinglich ebenfalls als Filter verwendet, entfernten jedoch einen relativ grofien An-
teil der berechneten Variablen und wurden daher als zu stringent angesehen und aus

dem Ansatz wieder herausgenommen.

Finale Datensitze Die genannten Filterschritte fiihrten zu zwei Deskriptorsets fiir
71 WW-Konjugate. Ein Deskriptorset enthielt die 526 selektierten Deskriptoren, ein
davon abgeleitetes, reduziertes Set lediglich die 33 Pin 1 WW-unspezifischen. Letz-
tere dienten zur Generierung von Modellen, welche prinzipiell auf andere Proteine
angewandt werden koénnen. Hierfiir wurden lediglich jene Deskriptoren ausgewahlt,
die die Eigenschaften der Polymerketten oder das Verhéltnis zwischen der PEGy-
lierten und der unPEGylierten Struktur beschreiben (und keine Eigenschaften ein-
zelner, spezifischer Aminosiauren oder Strukturbereiche). Diese 33 Deskriptoren sind
in Anhang D.2.4 aufgelistet. Der aufbereitete Datensatz wurde anschlieflend in einen
Trainingsdatensatz (TS) von 56 Konjugaten (79 %) und einen zufillig ausgewéahlten,
externen Validierungsdatensatz (Holdout-Set, HS) mit den restlichen 15 Varianten
aufgeteilt. Die Verteilung der Faltungsenergien beider Datensétze mit Auflistung der
HS-Konjugate ist in Abb. 3.12 gezeigt.
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Abbildung 3.12: Verteilung der freien Faltungsenergien im T'S und im HS des ersten Mo-
dellgenerierungsansatzes (Median-Wert jeweils -0.37 kcal/mol). Rechts daneben sind alle 15
Konjugate aufgelistet, die dem HS angehoren.
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3.1.6.2.2 Modellgenerierung

Ausgewihlte Modellarten Mithilfe des Trainingsdatensatzes wurden anschlie-
Bend 19 verschiedene Regressions- und 17 unterschiedliche Klassifikationsmodelle er-
stellt (siehe Tab. D.2). Fiir letztere wurden die Konjugate in zwei Klassen eingeteilt,
je nachdem, ob die Differenz der freien Faltungsenergie unter -0.40 kcal/mol lag oder
nicht. Diese Grenze wurde gewdhlt, da der Median im gesamten Datensatz einen Wert
von -0.37 kcal/mol betrug. Im Validierungsset fanden sich sieben Konjugate aus der
Klasse 1 (< -0.40 kcal/mol) und acht aus der Klasse 2 (> -0.40 kcal/mol).

Deskriptor-Selektionsmethoden Drei Selektierungsmethoden zur Auswahl be-
deutender Deskriptoren aus dem Trainingsdatensatz wurden angewandt: (1) Rekur-
sive Feature-Eliminierung (RFE) [294], (2) simuliertes Annealing [295], sowie (3) ge-
netische Algorithmen [296].

Bei der RFE handelt es sich um eine Backward-Eliminationsmethode, bei der zu-
nichst ein Modell (eingestellt wurde hierbei die Anwendung von kreuzvalidierten
Random Forest-Modellen und Entscheidungsbdumen mit Bagging-Methode) mit al-
len Deskriptoren erstellt wird und von diesem jener Deskriptor mit der geringsten
Bedeutung fiir das Modell entfernt wird. Anschliefend wird mit dem verbliebenen
Datensatz ein neues Modell generiert. Fiir jede mogliche Anzahl an Deskriptoren (in
Ansatz 1 eingestelltes Maximum: alle, Minimum: 2) wird die Auswahl zur darauffol-

genden Modellgenerierung herausgeschrieben.

Beim simulierten Annealing werden sukzessive zufillig generierte Deskriptorsubsets
generiert. Verbessert sich die Leistung des Modells gegeniiber der vorherigen ran-
domisierten Auswahl, so wird das neue Deskriptorset beibehalten. Mit einer gewis-
sen Wahrscheinlichkeit, die mit Zunahme der Iterationen allméhlich absinkt, kénnen
dabei ebenso Modelle mit etwas schlechterer Leistung als das aktuell beste Modell

ausgewahlt werden.

Genetische Algorithmen stellen ebenso wie das simulierte Annealing zufallsbasierte
Methoden dar. Hierbei wird die Deskriptorauswahl durch das Generieren von Toch-
tergenerationen und Mutationen, ausgehend von zuféllig erstellten Chromosomen,
durchgefithrt. Chromosomen stellen dabei Bindrvektoren dar, die fiir jedes Gen (die
Deskriptoren) die Information enthalten, ob dieses fiir die Modellgenerierung genutzt
wird. Jene Chromosomen mit der besten Leistung werden an zufilligen Positionen

geschnitten und miteinander vermischt, um die Tochtergenerationen zu bilden [211].

Weitere Datentransformationen Die Deskriptoren des Datensatzes wurden zur
Modellgenerierung ebenfalls zentriert (Subtraktion des jeweiligen Mittelwerts) und

anschlieBend skaliert (Division durch die Standardabweichung).
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Generierung der Modelle Danach wurden Modelle mit wiederholt zehnfacher
Kreuzvalidierung und Testung unterschiedlicher Hyperparameter-Werte erstellt (ent-
sprechend den in caret standardméfig eingestellten Intervallen). Der gesamte Modell-
bildungsprozess wurde mit verschiedenen Einstellungen der oben genannten Selekti-
onsmethoden wiederholt, um verschiedene Deskriptorsubsets zu testen, und in einem
der insgesamt acht Durchlaufe auch ohne jegliche Selektion durchgefiihrt. Dies fiihrte
zu insgesamt 576 verschiedenen Modellen, deren Leistung anschliefend mithilfe des

Validierungsdatensatzes tiberpriift wurde.

3.1.6.2.3 Evaluation

Modellleistung Die drei besten Modelle aus vier verschiedenen Kategorien (A
bis D) wurden anschlieend fiir eine ndhere Evaluation ausgewahlt, basierend auf
dem Konkordanzkorrelationskoeffizienten fiir Regressions- und dem AUROC-Wert
fiir Klassifikationsmodelle in Bezug auf das HS. Kategorie A entsprach hierbei WW-
spezifischen Regressions-, Kategorie B WW-spezifischen Klassifikations-, Kategorie
C WW-unsperzifischen Regressions- und Kategorie D WW-unspezifischen Klassifika-
tionsmodellen. Die ausgewédhlten Modelle werden in Kap. 4.1.1 evaluiert und inter-

pretiert.

Applikationsdoméane Mit dem ADAN-R-Paket (Applicability domain analysis)
[297] wurden die Applikationsdoménen (AD) der Regressionsmodelle iiber sechs ver-
schiedene Kriterien evaluiert. Uber eine Dimensionsreduktion mittels der PLS-Methode
wurden die Modelldeskriptoren des Trainingsdatensatzes hierbei in einen Raum der
entsprechenden latenten Variablen gesetzt. In diesem Raum wurden dann ebenfalls die
Konjugate des Validierungsdatensatzes lokalisiert und deren (1) euklidische Distanz
zum Zentroid, sowie (2) zum néchstgelegenen Punkt des Trainingssatzes evaluiert.
Ebenso wurden Ausreiler des PLS-Modells tiiber einen auf den X-Residuen basieren-
den (3) Distanz-Score detektiert. Die Vorhersage des untersuchten Testkonjugats fiir
die Differenz der freien Faltungsenergie AAG?C wurde weiterhin (4) mit dem Durch-
schnittswert und (5) dem néchstgelegenen Wert im Trainingsdatensatz verglichen.
Schliefllich wurde ebenso (6) die Leistung der Pradiktion fiir die finf nachstgelege-
nen Konjugate im PLS-Raum beurteilt. Basierend auf diesen sechs Kriterien wurde
evaluiert, ob sich das Konjugat innerhalb der Applikationsdoméne befand (max. 1
Kriterium missachtet), mit einem erhéhten Vorhersagefehler zu rechnen war (2 - 3
Kriterien nicht erfiillt) oder sich auBerhalb der AD des Modells befand (4 - 6 Kriteri-
en nicht erfiillt). Ein Kriterium gilt als nicht erfiillt wenn der hierfiir ermittelte Wert

iiber dem 95%-Perzentil des Trainingsdatensatzes liegt.

3.1.6.3 Modellgenerierung: Ansatz 2

FEin modifizierter Ansatz wurde entwickelt, der sich auf Regressions- und Klassifi-
kationsmodelle beschrinkt, welche auch fiir kleinere QSPR-Datensétze geeignet sein

sollten: multivariate lineare Regressionen und binomiale, logistische Klassifikationen
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(Tab. D.5). Dieser Ansatz wurde an das Prinzip der wiederholt doppelten Kreuz-
validierung (Repeated double cross wvalidation, rdCV) angelehnt. Dieses wurde von
Filzmoser et al. [298] fiir PLS-Modelle konzipiert und beruht darauf, dass die opti-
male Anzahl an latenten Variablen in einer inneren For-Schleife determiniert wird,
die pradiktive Leistung in einer dufleren. Dieser Prozess wird fiir verschiedene Ka-
librierungsdatenséitze wiederholt, um ultimativ eine Verteilung der zur erwartenden
Modellleistung zu erhalten [298, 299].

3.1.6.3.1 Ausgeschlossene Konjugate

5UXT-Strukturen (sieche Kap. 1.5.1.4) wurden generell von der Modellgenerierung
ausgeschlossen, da diese iiber keine Aminosduren verfiigen, mit denen der von Price
et al. postulierte Winkel berechenbar gewesen wére. Ebenso wurden Daten zu vier
weiteren Konjugaten (26(W11F)-1, 26(W11v)-1, 26(W11Y)-1 und 26-9) erst nach
Erstellung der Modelle veroffentlicht [104], sodass diese auch nicht beriicksichtigt

wurden.

3.1.6.3.2 Definition unterschiedlicher Datensatze

Im Gegensatz zu Ansatz 1 wurden neun verschiedene Datenséitze unterschiedlicher
GroBe untersucht (Tab. 3.3). Dies sollte dazu dienen, die Leistung von Modellen
zu beurteilen, die jeweils nur bestimmte Arten von Proteinen und / oder Linker-
typen beriicksichtigten. Ausgehend vom in Ansatz 1 gewdhlten Datensatz (dieser
entspricht Datensatz 1 aus diesem zweiten Ansatz, nur ohne 1SRL.20-1) wurde ein
erweiterter Datensatz 2 mit zu diesem Zeitpunkt neu simulierten WW-Konjugaten
definiert. Datensatz 3 schliefit zusitzlich die Konjugate der Doppelwendeln (PDB-
Strukturen 2ZTA und 1COI) ein. Datensatz 4 beschrénkt sich dagegen allein auf jene
1PIN/1SRL/2ZTA /1COI-Konjugate mit Asparagin-Linker. Der noch weiter reduzier-
te Datensatz 5 beinhaltet lediglich die WW-Konjugate aus Datensatz 4. Da in diesem
Ansatz 2 weiterhin ein clusterbasiertes Verfahren (vide infra) zur Definition der HS
angewandt wurde, wurde dieses fiir den urspriinglichen Datensatz 1 auch genutzt,
was zu Datensatz 6 fiihrte (es handelt sich also um Datensatz 1 mit einem verén-
derten HS). Die weiteren Datensétze 7 und 8 entsprechen Datensétzen 2 und 1 ohne
1SRL.20-1, mit der Ausnahme, dass hierbei auch alle Pin 1-spezifischen Deskriptoren
beriicksichtigt wurden. Datensatz 9 entspricht Datensatz 6 mit einem leicht modifi-
zierten Clustering-Ansatz. Eine Liste Pin 1-unspezifischer Deskriptoren in Ansatz 2

ist in Anhang D.3.1 gezeigt.



72 Kapitel 3. Materialien und Methoden

Tabelle 3.3: Auflistung der getesteten Datensétze im zweiten Modellgenerierungsansatz mit
der jeweiligen Anzahl an verwendeten Konjugaten nach Filterung (TS + HS).

Nr. Beschreibung Konjugate HS

Datensatz ohne Doppelwendeln,

Konjugate mit Kennzeichen § 17-1, 27-1, 16(S32A)-1, 27-9

16-Z, 19-2, 23(E12L:R14L)-Z,
23(E12L:R14A)-Z, 19(S16F)-1,
16+26-1, 1SRL.20-1

und Cyclohexylalanin-Mutationen.
1 Das HS wurde hier noch ohne 61 + 11
Clustering-Ansatz zufillig ausgewéhlt
und eine exp. Fehlergrenze von
0.10 kcal/mol wurde genutzt.

26-1, 29(S32A)-1, 19-4, 23-9,
29-7, 16-2, 23(E12A:R14F)-Z,
19(S16F)-1, 23(E12A:R14CHA)-Z,
23-§, 1SRL.20-1

2 Alle Konjugate mit S-Faltblattstrukturen. 78 + 11

27-1, 32-9, 16-Z, 27-2, 23(E12L:R14A)-Z,

19-U, 16+26-1, 23-1, 19(R21A)-1,
3 Alle Konjugate. 100 + 14 23(E12CHA:R14CHA)-Z, 23-§,

1SRL.20-1, 2ZTA.10-1,

27ZTA.18(R25A)-1

18(S16D:R17A)-1, 18(R17A)-1, 23-1,
4 Nur Asn-Konjugate. 52 + 7 19(R21A)-1, 1SRL.20-1,
27ZTA.7-1, 2ZTA.10-1

5 Nur Asn-Konjugate der WW-Domaéne. 25 + 4 16-1, 27-1, 23-1, 19(R21A)-1

. . 18-1, 28-1, 30-1, 23-9, 19-3, 16-Z,
Analog zu Datensatz 1, aber mit beschriebenem
6 , i 61 + 11 32-Z, 19-2, 23(E12L:R14A)-Z,
Clustering-Ansatz fir das HS.
19-5, 1SRL.20-1

. . . . 27-1, 19(Y23F)-1, 27-9, 19-3, 19-2,
Pin 1-spezifische Deskriptoren mit allen
7 . . 78 + 10 23(E12F:R14A)-Z, 23(E12A)-Z,
Konjugaten der WW-Doméne.
16+26-1, 32(Y23F)-1, 23-§

17-1, 27-1, 16(S32A)-1, 27-9, 16-Z,

8 Analog zu Datensatz 7 mit der Auswahl von 61 4 10 19-2, 23(E12L:R14L)-Z,
Datensatz 1. 23(E12L:R14A)-Z, 19(S16F)-1,
16+26-1
Analog zu Datensatz 6, wobei die Anzahl an 16-1, 27-1, 19-8, 19-9, 19-3, 16-Z,
9 Konjugaten der ,extremen® Cluster lediglich 61 + 11 29-7, 18-2, 18(R17A:R21A)-1,
mit 2 multipliziert wurde. 23(R14A)-Z, 1SRL.20-1

3.1.6.3.3 Clustering der Daten

Fiir die Datensétze 2 bis 9 wurde ein klar definierter Ablauf zur randomisierten Aus-
wahl eines geeigneten HS erstellt. Der zu untersuchende Datensatz wurde hierzu iiber
einen k-Means-Algorithmus mit k = 5 auf Basis der AAGS%—Werte geclustert. Finf
Cluster wurden ausgewéhlt, da bei Nutzung des gesamten Datensatzes 3 (114 Kon-
jugate) bei dieser Anzahl visuell ein Kurvenknick beobachtet werden konnte (Abb.
3.13), gemif der oft genutzten ,Ellenbogen“-Methode [300]. Anschlieflend wurde ei-
ne Zufallsauswahl getroffen, die folgende Bedingungen erfiillen musste: Die relativen
Anteile (1) der definierten Cluster, (2) der Linkertypen (Kennzeichen nach Tab. C.1)

und (3) Strukturen, die aus anderen Proteinen als aus der WW-Doméne entstammen
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(ISRL, 1COI, 2ZTA), mussten etwa jenen im gesamten Datensatz entsprechen. Fiir
die Datensédtze 1 bis 4, sowie 6 und 9, in denen die Src SH3-Doméne enthalten ist,

musste diese zur Validierung in jedem Falle in das HS einsortiert werden.
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Abbildung 3.13: SSE (Sum of squared errors)-Werte in Abhéingigkeit des Werts von k beim
Clustering des gesamten Datensatzes an 114 Konjugaten. Diese SSE-Werte représentieren die
Summe der quadrierten Abweichungen aller AAG(}—Werte von den dazugehdrigen Cluster-
Zentroiden.

Die Anzahl an ausgewédhlten Strukturen wurde jedoch fiir die zwei ,extremen* Clus-
ter mit einem Faktor von 3 multipliziert, um besonders viele stark (de-)stabilisierte
Varianten im HS zu erhalten. Darunter sind die beiden Cluster zu verstehen, die
die am stérksten (de-)stabilisierten Konjugate beinhalteten. Entsprechend wurde die
Anzahl in den iibrigen Clustern gleichméflig reduziert. Dies wurde durchgefiihrt, da
im Datensatz besonders viele Konjugate in einem engen Bereich zwischen etwa -0.70
und -0.20 kcal/mol préasent waren, die eine Modellbildung deutlich erschwerten. Im
Fokus der Modellgenerierung stand also die Detektion besonders (de-)stabilisierter
Konjugate. Der Clustering-Ansatz ist am Beispiel des Datensatzes 3 in Abb. 3.14

exemplarisch geschildert.

3.1.6.3.4 Modellgenerierung

Aufbereitung der Daten Der durchgefithrte Ansatz ist in Abb. 3.15 fiir den Fall
des Datensatzes 6 (relevant fiir Kap. 4.1.2.2) zusammengefasst. Im Gegensatz zu
Ansatz 1 wurde der Datensatz hierbei noch vor Filterung der Variablen in T'S und HS
aufgetrennt, um einen Einfluss des letzteren auf den Modellbildungsprozess komplett
zu verhindern. Es wurden dann wie im vorherigen Ansatz Konjugate gefiltert, die den
Konvergenztest nicht bestanden haben. Die Filterung auf Basis der experimentellen
Fehler wurde mit einem neuen Cut-off-Wert von 0.16 kcal /mol durchgefiihrt. So wurde
lediglich das Konjugat 23-1 mit einem Fehler von 0.40 kcal/mol entfernt. Deskriptoren
wurden, wie in Ansatz 1 bereits beschrieben, gefiltert. Eine Ausnahme bildete das

gewdhlte Interkorrelationslimit, was von 0.85 auf 0.99 erhéht wurde.
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- Verteilung Linkerstrukturen:
Clustering (k = 5) -1: 59, ,-2: 7, L -§: 7
114 Konjugate auf Basis von AAG%-Werten -3,-B, -J, -0, -U, 4, -5, -6, -7, -8, -0, -X: jeweils1
32, 24, 33, 8, 17 Konjugate Verteilung Proteine:
— 88 WW-Konjugate, 26 andere (1SRL, 2ZTA, 1COl)

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5
32 Konjugate — 28.07 % 24 Konjugate — 21.05 % 33 Konjugate — 28.95 % 8 Konjugate — 7.01 % 17 Konjugate — 14.91 %
Zentroid: -0.79 kcal/mol Zentroid: 0. 66 kcal/mol Zentroid: -0. 08 kcal/mol Zentroid: -1. 90 kcal/mol Zentroid: 1.60 kcal/mol

| Auswahl von 14 HS-Konjugaten (ca. 12 %) auf Basis der prozentualen Antelle (gerundet) |

4 Konjugate I 3 Konlugate 4 Kon]ugate — | 2 Konjugate I

Multiplikation der Anzahl der ,extremen” Cluster (4 und 5) um 3; gleichméBige Reduktlon aller anderen Cluster

Vgggllgng Linkerstrukturen:
1:7, L -2: 1, ,-§:1,-U: 1
gr!gllung Proteine:
11 WW-Konjugate, 3 andere (muss 1SRL enthalten)

| 2 Konjugate I 2 Konjugate 3 Konjugate | 6 Konjugate I

Abbildung 3.14: Durchfiihrung des Clustering-Ansatzes am Beispiel von Datensatz 3. Die
Linkerstrukturen sind geméfl Tab. C.1 benannt.

Bedingungen:

Segmentierungsprozess Der Trainingsdatensatz wurde dann zufillig in gleichgro-
Be Segmente aufgeteilt, sodass in jedem Segment etwa zehn Konjugate vorzufinden
waren. Ein Segment wurde nun als Testset ausgewahlt. Die restlichen Segmente fun-

gierten als Kalibrierungsset und wurden zur Modellgenerierung verwendet.

Deskriptor-Selektionsmethoden Hierzu wurden verschiedene Subsets der De-
skriptoren ausgewéhlt: Im Falle der Regressionen durch RFE, sowie per Backward-,
Forward- und Sequential-Feature-Elimination [220], im Falle der Klassifikationsmo-
delle nur iiber RFE. Hierbei wurde die Anzahl an Deskriptoren auf max. 10 beschrankt
(in Ansatz 1 gab es keine Limitierung). Backward-, Forward- und Sequential-Feature-
Eliminationen wurden auf Basis von linearen Regressionen mithilfe des R-Pakets
leaps durchgefithrt. Im Gegensatz zum bereits in Ansatz 1 beschriebenen Konzept
der Backward-Feature-Elimination, werden bei einer Forward-Elimination sukzessive
Deskriptoren zum Modell hinzugefiigt. Bei jedem Schritt wird hierbei die Inklusion
jedes verbliebenen Deskriptors getestet und im Anschluss jener mit dem gerings-
ten p-Wert bzw. dem stérksten Einfluss auf das Modell hinzugefiigt. Der Prozess
wird fortgefiihrt, bis keine Variable mit einem signifikanten Einfluss mehr zum Mo-
dell hinzugefiigt werden kann oder das Limit von 10 Deskriptoren erreicht wird. Die
Sequential-Feature-Elimination stellt eine Kombination der beiden anderen Ansétze
dar. Zunéchst werden Deskriptoren geméfl der Forward-Methode sukzessive hinzu-
gefiigt, nach jedem Schritt wird jedoch ein Entfernen bereits inkludierter Variablen
evaluiert [211].

Generierung der Modelle Fiir jedes generierte Subset wurden anschlieflend eine
wiederholt zehnfach kreuzvalidierte Modellgenerierung durchgefiihrt und statistische
Parameter bzgl. des zum Training genutzten Kalibrierungssets als auch des Test-

sets ermittelt. Der Prozess der Deskriptorenselektierung, der Modellgenerierung und
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Simulationen 83 Konjugate |_ Trainingsset (TS) |__ M > Tr;;n:(';is.ietai:s)
Deskriptoren 128 Deskriptoren 72 Konjugate Konjugate: l, g
Konvergenztests 81 Deskriptoren
* Exp. Fehler > 0.16 kcal/mol
AUFBEREITUNG Deskriptoren:
HS-Evaluation HoIdout—_Set (HS) Feh!ende W_erte
11 Konjugate Geringe Varianz
Standardfehler > 15 %
Interkorrelationslimit: 0.99 ,L
Finales Modell
Testset
1 Segment
Aufteilung in
: . GENERIERUNG 6 Segmente
Generierung mit = 10 Konjugate
ganzem TS und v ro Seement
bestem Statistik Fiir 7 Subset Subset-Selektion pro Segme
Deskriptorensubset . a' stiken o u sets < 10 Deskriptoren Kalibrier
Kalibrierungsset <= Zehnfach wiederholte == ° -
X backward, forward, 5 Segmente
Testset CV-Regression ;
sequential, RFE

—

Y

Bestes Subset
Hochster CCCreq;
Ccccalibration >0.50
Testsets >9

Innere Schleife
6 Iterationen

Jedes Segment
als Testset

AuRere Schleife
500 Iterationen

Neue zufillige
Segmente

Abbildung 3.15: Ubersicht iiber den zweiten Modellgenerierungsansatz am Beispiel
von Datensatz 6. Die Schritte wurden eingeteilt in eine Datenaufbereitungs-, eine
Modellgenerierungs- und eine Evaluationsphase.

der statistischen Evaluation (innere For-Schleife) wurde dann fiir mehrere Durchldufe
wiederholt, da jedes Segment einmal als Testset fungierte. Anschlieend wurde das
Trainingsset in neue Segmente aufgeteilt und der Prozess wurde wiederholt. Schlie3-

lich wurde diese auere For-Schleife fiir 500 Iterationen durchgefiihrt.

3.1.6.3.5 Evaluation

Das beste Deskriptorensubset wurde anschlieBend ausgewéhlt. Im Falle der Regressio-
nen wurde jenes selektiert, welches den héchsten Median-Wert des Konkordanzkorre-
lationskoeflizienten in Bezug auf die Testsets aufwies, unter der Voraussetzung, dass
das Subset auch einen Median-Wert dieses Koeffizienten von iiber 0.50 fir die Kali-
brierungssets zeigte und, fiir eine ausreichende Statistik, mindestens mit zehn Testsets
verwendet wurde. Fiir die Klassifikationsmodelle wurde die gewichtete Genauigkeit
als Auswahlkriterium genutzt, wobei das Subset mindestens einen Median-Wert von

0.80 fiir die Kalibrierungssets zeigen musste.

3.1.6.3.6 Finales Modell

Das auf diese Weise jeweils ausgewéhlte, beste Deskriptorensubset wurde anschliefend
genutzt, um auf Basis des gesamten Trainingsdatensatzes mit wiederholt zehnfacher
Kreuzvalidierung ein finales Modell zu generieren. Dieses wurde dann anschliefend
mit dem externen Holdout-Set (HS) gepriift. Abwandlungen des Deskriptorensubsets
durch verschiedene Grenzwerte eines anschlieBenden Interkorrelationslimits (0.75 bis

0.99) wurden ebenfalls getestet. Die Ergebnisse werden in Kap. 4.1.2 geschildert. Wie
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in Ansatz 1 wurden die Applikationsdoménen der Modelle mit dem ADAN-R-Paket

untersucht.

3.1.7 Metadynamik-Simulationen

3.1.7.1 Untersuchte Systeme

Um den Unterschied in der konformativen Stabilitat zwischen einem PEGylierten und
einem unPEGylierten Peptid in silico erfassen zu kénnen, wurden wohltemperierte
Metadynamik-Simulationen mit multiplen ,Walkern“ durchgefiihrt. Als Fallbeispiele
zur Untersuchung dienten hier die WW-Konjugate 16-1 und 27-1 (sowie deren un-
PEGylierte Mutanten). Mit einer starken Stabilisierung von -0.90 + 0.03 kcal/mol
bei einer PEGylierung an Position 16 und einer relativ starken Destabilisierung von

0.38 £ 0.04 kcal/mol an Position 27 eigneten sich diese Varianten hierfiir sehr gut.

3.1.7.2 Kollektivvariablen

Auf Basis der Ergebnisse aus [255] wurden zwei Kollektivvariablen (CV 1 und CV
2) unter Nutzung des PLUMED-Plugins (Version 2.5.0) definiert: die Summe der
Proteinriickgrat-HB-Distanzen zwischen (1) dem ersten und zweiten, sowie (2) dem
zweiten und dritten S-Faltblatt. Dies entsprach folgenden Werten: fiir CV 1 die Sum-
me aus den Distanzen G10o-H271, F250-E12y1, E120-F2511, Y230-R14y, R146-Y 23y
und R21p-S16y, fiir CV 2 die Summe aus den Distanzen A31o-N26y, Y2405-Q33y
und Q330-Y24y (Abb. 3.16).

3.1.7.3 Simulationsparameter

Die vorbereiteten Modellproteine wurden wie in den Kap. 3.1.4.1 und 3.1.5 beschrie-
ben solvatisiert und equilibriert. Fiir den Produktionslauf wurden acht ,Walker* mit
der Endkonformation der NPT-Equilibrierung als Startposition gestartet. Diese wur-
den fiir jeweils 300 ns simuliert, was einer Gesamtzeit von 2.4 us pro Protein ent-
sprach. Folgende Einstellungen wurden zur Kontrolle der CVs genutzt: Kurvenbreite
0s = 0.05, Hohe w = 0.05 und Frequenz 7 = 10 ps. Eine Temperierung der MetaMDs
wurde mithilfe eines Bias-Faktors von 8 erreicht. Der erlaubte Sampling-Bereich der
CV 1 lag bei 0 bis 5.2 nm, jener von CV 2 bei 0 bis 2.8 nm. Um keinen Konformati-
onsraum auflerhalb des definierten Gitters zu erreichen, wurden die oberen Energie-
barrieren 4.8 nm fiir CV 1 und 2.4 nm fiir CV 2 mit der Konstanten x mit einem
Wert von 1000 kJ/mol eingestellt. Diese Konstante wird genutzt, um die Stérke des
zuriickhaltenden Potentials Voy zu definieren, das auf das System ausgeiibt wird,

sobald dieses die genannten Gittergrenzen iiberschreitet:

Vor = r(E—2F % (3.1)

S

Dabei ist s ein Skalierungsfaktor mit Standardwert 1, e definiert das Potenzgesetz

mit Standardwert 2, a ist das vom Nutzer eingestellte Limit der CV und o (offset)
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eine mogliche Verschiebung dieses Limits, die jedoch standardmé&fBig auf Null gesetzt
ist [301]. Die Dateien mit den Kurvenhohen (Hills) wurden durch die Walker alle
100 Zeitschritte gelesen. Die CVs wurden alle 500 Zeitschritte herausgeschrieben. Im
Anschluss wurden die Simulationen mithilfe des R-Pakets metadynminer analysiert

[302]. Die Resultate der Simulationen werden in Kap. 4.2 beschrieben.
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Abbildung 3.16: Darstellung der fiir die Kollektivvariablen genutzten Distanzen (CV 1 in
magenta, CV 2 in tiirkis). Die relevanten Atome sind in den selben Farben gekennzeichnet.

3.1.8 Vergleich der Polymere

Fiir einen systematischen Vergleich des in silico-Verhaltens der Polymere PEG, LPG,
PMeOx und PEtOx wurden verschiedene Eigenschaften fiir eine Reihe von WW- und
Her2-Affibody-Konjugaten naher untersucht: (1) die Interaktionsenergien der Poly-
meratome mit jeder Aminosdure und (2) dem gesamten Protein (jeweils mit -1 mul-
tipliziert), (3) die vom Polymer bedeckte Proteinoberfliche und (4) der Anteil der
Polymeroberfliche, die bedeckt wird, (5) Protein-Polymer HB pro Polymeroberflé-
che in A2, (6) die Anzahl an Wassermolekiilen innerhalb von 5 A der Polymeratome
pro Oberfliiche in A2, (7) das massengewichtete RMSF (Root-mean-square fluctuati-
on)-Verhéltnis des Proteinriickgrats pro Aminoséure im Vergleich zur Simulation der
unPEGylierten Variante, sowie schliefilich (8) die massengewichteten RMSF-Werte

der Polymerschweratome.

Im Falle der Pin 1 WW-Doméne wurden die Asn-Konjugate XX-1, XX-¢, XX-A und
XX-1 fiir die 13 Konjugationsstellen XX = 14, 16, 17, 18, 19, 21, 23, 26, 27, 28, 29, 30
und 32 miteinander verglichen. Fiir den Her2-Affibody wurden die 15 Stellen XX =
7, 8,15, 21, 23, 25, 29, 33, 39, 43, 46, 47, 49, 50 und 53 hinsichtlich der Cys-Maleimid-
Konjugate XX-4, XX-¢, XX-v und XX-w untersucht. Die Ergebnisse sind in Kap. 4.3
aufgefiihrt.
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3.2 Biologika

Im Folgenden werden die simulierten Konjugate von IFN-a2a beschrieben (Kap.
3.2.2). Analog zur Vorgehensweise bei den Modellproteinen sollen die Parametrisie-
rung (Kap. 3.2.3), die Modellierung (Kap. 3.2.4) und das Simulationsprotokoll (Kap.
3.2.5) beschrieben werden. Schliefllich werden die Durchfithrung einer Coarse-grained-
Simulation eines PEG-Konjugats (Kap. 3.2.6) und die experimentellen Arbeiten der
Verbundpartner zur Charakterisierung der thermischen Stabilitdt und Bioaktivitat

(Kap. 3.2.7) geschildert. Ergebnisse und Diskussion sind in Kap. 5 zu finden.

3.2.1 Wildtyp-Simulationen

Im Falle von IFN-a2a wurden die in der PDB-Datei 1ITF aufgelisteten, ersten zehn
der 24 Konformationen fiir jeweils 150 ns simuliert (insgesamt 1.5 ps), mit den in
den Kap. 3.1.4.3 und 3.1.5.1 bereits geschilderten Einstellungen fiir konventionelle
MD-Simulationen der Modellproteine.

3.2.2 Simulierte Konjugate

IFN-a2a wurde experimentell an der Position K31 mit den Polymeren PEG, LPG
und PEtOx konjugiert, indem an dieser Stelle die nicht-natiirliche Aminosdure AZK
eingebaut wurde und diese iiber eine SPAAC mit einem DBCO- oder BCN-Linker
konjugiert wurde (siehe Kap. 1.1.2.3 und 3.2.7). Diese Konjugationsstelle stellt eine
der ebenfalls in Pegasys® adressierten Positionen dar und eignete sich, unter Bertick-
sichtigung der Binderegionen des Proteins zu den Rezeptoren IFNAR1 und IFNAR2
(vgl. Abb. 1.14-A), neben K134 als Angriffsort des Linkers. K31 und K134 stellen die
Konjugationsstellen in Pegasys fiir PEG dar, die vermutlich zur geringsten Verminde-
rung der Bioaktivitat fithren [303]. Ebenso zeigen die in dieser Arbeit durchgefithrten
WT-Simulationen, dass die Seitenketten beider Aminosduren weit entfernt von den
Binderegionen des Proteins vorzufinden sind und sich nicht zu diesen hin ausrich-
ten (Abb. 3.17). K134 lieferte experimentell bei der Expression allerdings geringere
Ausbeuten, sodass der Fokus auf K31 gelegt wurde [304].

In silico wurden BCN-Varianten mit unterschiedlich langen Polymeren (10 - 50 kDa)
simuliert. DBCO-Konjugate wurden lediglich mit 10-kDa-Polymerketten simuliert,
da auch nur fiir Konjugate dieser Grofie experimentelle Daten erhoben wurden (Tab.
3.4).
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IFNAR1

Abbildung 3.17: (A) Darstellung der Seitenketten von K31 und K134 fiir jede Nanosekunde
eines Replikons der WT-Simulationen, nach Alignierung des Proteins auf die Kristallstruktur
3SE3. (B) Die mittlere Distanz von K31 zum néchstgelegenen Atom P49-Cg von IFNAR2
betrigt 11.48 A, (C) jene von K134 zu S64-O., von IFNAR1 16.69 A (Nachdruck mit Geneh-
migung aus [304], Copyright 2021 American Chemical Society).

Tabelle 3.4: Auflistung aller Konjugate von IFN-«a2a, die fiir die Arbeiten in Kap. 5 simuliert
wurden. Dabei sind die zum Zeitpunkt der Modellierung experimentell angestrebten Moleku-
largewichte, die Anzahlen modellierter Monomere und die entsprechenden Massen letzterer

aufgelistet.
Linker | Polymer | Zielgewicht [kDa] | Modellierte Monomere | Masse [kDa]
BCN PEG 10 227 10.02
BCN LPG 10 136 10.07
BCN PEtOx 10 101 10.03
DBCO PEG 10 227 10.02
DBCO LPG 10 136 10.07
DBCO PEtOx 10 101 10.03
BCN PEG 20 452 19.92
BCN LPG 20 290 21.45
BCN PEtOx 20 200 19.84
BCN PEG 40 903 39.80
BCN LPG 50 650 48.15
BCN PEtOx 30 300 29.76
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3.2.3 Parameterfindung

Die Parametrisierung von PEG-Monomeren wurde bereits in Kap. 3.1.3.3 beschrie-
ben. Mit den LPG-;, PMeOx- und PEtOx-Monomeren wurde analog verfahren. Da
die LPG-Strukturen Stereozentren enthielten, wurde hierbei ein Dimer als einzelner
Baustein definiert, welches iiber ein (S)- und ein (R)-konfiguriertes Monomer ver-
fiigte. Die konjugierte Lysinseitenkette wurde mitsamt des konjugierten DBCO- oder
BCN-Linkers als eine neue Aminoséure definiert. Wahrend fiir das Proteinriickgrat
dieselben Endgruppen wie in Kap. 3.1.3.1 und 3.1.3.2 verwendet wurden, wurde die
jeweils endstédndige Amid-Funktion, die mit der Polymerkette verbunden war, mit
PEG-Monomeren wiahrend der Ladungsverteilung {iber die in Kap. 3.1.3.2 beschrie-
bene antechamber-Methode versehen (Abb. 3.18).

Abbildung 3.18: Parametrisierte BCN- (links) und DBCO-Linker (rechts). Die Endgruppen,
die dabei geméf der beschriebenen antechamber-Methode in xleap entfernt wurden, sind blau
gekennzeichnet.

3.2.4 Modellierung der Strukturen

Die NMR-Struktur von IFN-a2a, die bei pH 6 aufgenommen worden war, wurde
ohne Anderung der Protonierung verwendet. MOE deprotonierte den N-Terminus
und dnderte die Tautomerie einiger solvensexponierter Histidine bei pH 7, Maestro
2019.1 von Schrodinger [305] hingegen nicht. Die Polymerketten mit den in Tab. 3.4
aufgefithrten Grofien wurden zunéchst mittels tleap von AmberTools18 in einer ausge-
streckten Konformation generiert. Diese wurden dann an den BCN-Linker konjugiert
und in die Position K31 der NMR-Struktur des IFN-a2a eingefiigt. DBCO-Varianten

wurden analog modelliert.
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Zunichst wurden die Aminosduren mit Ausnahme der Position K31 in MOE fixiert.
Die potentielle Energie des Systems wurde minimiert (Amber14:EHT-Kraftfeld, Gra-
dient: 0.001 kcal/mol/A), bevor eine kurze Simulation mit implizitem Solvens (1 ns)
durchgefiithrt wurde. Hierfiir wurde der Noisé-Poincare-Andersen-Ansatz [306, 307]
unter Anwendung des generalisierten Born-Solvensmodells [308] in MOE genutzt.
Dies fiihrte zu komprimierten Startstrukturen, bei denen sich das Polymer auf der
Proteinoberfliche befand (Abb. 3.19). Erste klassische MD-Simulationen mit langge-
streckten Polymerketten als Startpositionen wurden getestet, fithrten jedoch zu keiner
Anndherung des Polymers auf die Proteinoberfliche in annehmbarer Zeit. Auf diese

Weise konnte ebenso die Anzahl nétiger Solvensmolekiile deutlich verringert werden.

Zehn verschiedene Startstrukturen wurden fiir jedes Konjugat generiert, wobei sich
das Polymer dem Protein in den Simulationen mit implizitem Solvens jeweils aus ver-
schiedenen Richtungen anndherte und somit in den darauffolgenden gauBbeschleu-
nigten Molekulardynamik-Simulationen (Kap. 3.2.5) Wechselwirkungen mit unter-
schiedlichen Arealen abgebildet werden konnten. Erste Simulationen mit rechtecki-
gen Solvensboxen wiesen Interaktionen des Polymers mit Proteinen der periodischen
Nachbarn auf. Daher wurden die generierten Konjugate in isometrischen, trunkierten
Oktaedern mit einem Mindestabstand von 15 A des Konjugats bis zum Rande der
Box mit TIP3P-Wasser solvatisiert und mit Natrium- oder Chloridionen das System

neutralisiert.

Abbildung 3.19: Langgestreckte Strukturen des Polymers PEG 10 kDa nach Generierung
durch tleap und Einfiigung an Position K31. Rechts sind die Startkonformationen der Simu-
lationen dargestellt, die nach initialer Simulation in implizitem Solvens erhalten wurden.
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3.2.5 Gauf3beschleunigte Molekulardynamik-Simulationen

Fiir die zehn generierten Startkonformationen jedes Konjugats wurde eine NVT-
Equilibrierung analog zu jener der Modellproteine (siehe Kap. 3.1.5.1) durchgefiihrt.
Anschlieend wurde eine auf Basis des GaMD-Ansatzes [176, 177] 20 ns lange NPT-
Equilibrierung getétigt. Hierbei wurden zunéchst 2 ns einer konventionellen MD-
Simulation durchgefithrt. In der zweiten Halfte dieser Phase (1 ns) wurden Werte
fir Vinaz, Vinin, Vavg und oy gesammelt und entsprechend E und kg berechnet. Die
letzten Werte fiir ' und kg wurden dann genutzt, um ein konstantes, gau3beschleu-
nigtes Zusatzpotenzial fiir eine weitere Nanosekunde anzuschalten. Dieses Zusatzpo-
tenzial wurde dann in den darauffolgenden, restlichen 17 ns der Equilibrierung durch
Anderung von E und kg nach jedem Zeitschritt verindert. Fiir den GaMD-Ansatz
wurde die duale Boost-Methode gewéhlt, bei der das Gesamt- als auch das Dieder-
potential im System durch das harmonische Zusatzpotenzial angehoben werden. Das
obere Limit der Standardabweichung o der beiden Potenziale wurde auf 6 kcal/mol
gesetzt, dem Standardwert in NAMD. Momentaufnahmen wurden alle zehn Pikose-
kunden herausgeschrieben. Im Anschluss an diese Equilibrierungsphase wurde dann
der Produktionslauf mit randomisierten Startgeschwindigkeiten fiir insgesamt 150 ns

durchgefiihrt, in welchem die Werte F und kg weiter verédndert werden konnten.

Jede Polymervariante wurde mit zehn verschiedenen Startkonformationen und somit
fiir 1.5 ps simuliert. Dies dhnelt den Simulationsansitzen aus [107] und [309], wobei
die zehn unterschiedlichen Startkonformationen in diesen Referenzstudien mittels der
pysimm-Software [310, 311] {iber das Prinzip eines selbstmeidenden Pfades generiert
wurden. Dabei wurden sukzessive neue Monomere an die Konjugationsstelle gebaut
und die entsprechende Kette nach jedem Schritt minimiert. Wenn jedoch bedacht
wird, dass die Kette experimentell iiber eine Grafting to-Methode mit ihrer ganzen
Léange an das Protein konjugiert wurde, sollte der in dieser Arbeit angewandte Ansatz
iiber eine Energieminimierung und eine Simulation der ausgestreckten Polymerkette
eine mogliche Alternative darstellen. Die Dynamik der PBK wird in Kap. 5.1 geschil-
dert.

3.2.6 Coarse-grained-Simulation

FEine an Position K31 mit 10 kDa PEG konjugierte Variante von IFN-a2a wurde
mithilfe des Kraftfelds MARTINI 2 fiir 10 us simuliert [158, 312]. Geeignete Parame-
ter und Startstrukturen fir PEG wurden mithilfe des PolyPly-Programms (Version
1.1.0) vorbereitet [313, 314]. Zum Coarse-graining des Proteins wurde zunéchst das
martinize.py-Skript genutzt. Die erhaltene Struktur wurde in eine kubische Simu-
lationsbox mit 8 nm Mindestabstand des Proteins zum Rand gesetzt. Eine initia-
le Energieminimierung (100 Schritte) der vergroberten Struktur im Vakuum wur-
de dann durchgefiithrt. Anschliefend wurde die Polymerkette mithilfe von PolyPly
sukzessive in einer randomisierten Konformation ohne Linker an die terminale Sei-

tenkettenkugel von K31 konjugiert und verldngert (227 Monomere). Vor und nach
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einer anschliefenden Solvatation mit nicht polarisierbarem MARTINI-Wasser und
Neutralisation durch Natrium- oder Chloridionen wurde das System jeweils noch-
mals energieminiert, bevor eine Equilibrierung fiir 10000 Schritte mit 2 fs-Intervallen
durchgefithrt wurde. Schliellich folgte der eigentliche Produktionslauf fiir 10 ps mit
20-fs-Zeitschritten. Coulomb-Interaktionen wurden iiber die Reaktionsfeld-Methode
und VdW-Wechselwirkungen geméf eines Verlet-Schemas jeweils mit einer Cut-off-
Distanz von 1.1 nm beriicksichtigt. Zur Temperaturkontrolle wurde die Velocity-
Rescale-Methode, zur Druckkontrolle das Parrinello-Rahman-Barostat angewandt.
Eine Struktur des Konjugats vor Start des Produktionslaufes ist in Abb. 3.20 ge-
zeigt. Die Beobachtungen werden in Kap. 5.2 beschrieben.

Abbildung 3.20: Startstruktur der MARTINI-Simulation vor dem Produktionslauf. PEG-
Kugeln sind in cyan dargestellt, Proteinriickgratkugeln in rot und Seitenkettenkugeln in gelb.
Die Konjugationsstelle der K31-Seitenkettenkugel ist markiert. Rechts daneben ist eine sche-
matische Darstellung der Vergroberung der PEG-Monomere illustriert.

3.2.7 Experimentelle Arbeiten

LPG wurde an der FU Berlin iiber eine anionische und PEtOx an der FSU Jena iiber
eine kationische ring6ffnende Polymerisation gewonnen, entsprechende mPEG-Ketten
konnten kommerziell erworben werden (Abb. 3.21-A, B und C). Alle weiteren Arbeiten
in Kap. 3.2.7 wurden durch Niklas Hauptstein an der JMU Wiirzburg durchgefiihrt.
IFN-a2a und funktionalisierte Varianten wurden durch Nutzung einer Amber-Codon-
Mutation in BL21 Star™(DE3)-Zellen exprimiert, erhaltene Einschlusskorperchen
isoliert und aufbereitet, das Protein riickgefaltet und iiber lonenaustausch- und Gro-
Benausschlusschromatographien aufgereinigt. Anschlieend wurde die SPAAC durch-
gefithrt (Abb. 3.21-D), die Proteine wurden durch verschiedene Methoden weiter cha-
rakterisiert (CD-Spektroskopie, Polyacrylamid-Gelelektrophorese, dynamische Licht-

streuung und Massenspektrometrie).
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Um die Bioaktivitdt der Konjugate zu tiberpriifen, wurden SEAP (Secreting alkaline
phosphatase)-Assays mit HEK (Human embryonic kidney)-IFN«a/(3-Zellen durchge-
fihrt. Durch Bindung aktiven Interferons setzen diese Zellen iiber den JAK-STAT-
Signalweg SEAP in das umgebende Medium frei. Die Aktivitdt der Phosphatase kann
wiederum durch eine QUANTI-Blue™-Losung detektiert werden [315].

Zur Untersuchung der thermischen Stabilitdten wurden Thermal Shift Assays durch-
gefiihrt, bei denen die Entfaltung {iber die Bindung des Farbstoffs SYPRO™ Orange
bei erhohten Temperaturen beobachtet wird. Durch die Bindung des hydrophoben
Farbstoffs kommt es zur Anderung der Fluoreszenzintensitéit, wodurch die Schmelz-
bzw. Entfaltungstemperaturen im Anschluss {iber den Wendepunkt der erhaltenen

Fluoreszenzkurve ermittelt werden kénnen [89, 90].

Zusétzlich wurde die Proteolysestabilitéat der Konjugate untersucht, indem sogenannte
Limited Proteolysis (LiP)-Assays durchgefiihrt wurden [316]. Hierbei wurden die PBK
mit einer Proteinase K versetzt. Anschliefend wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
(nach 1, 3, 5, 10 und 30 min) Proben entnommen und aufbereitet. Schliellich wurden
die durch die Proteolyse erhaltenen Peptidfragmente mit massenspektrometrischen
Methoden charakterisiert. Die Ergebnisse werden in den Kap. 5.3 und 5.4 mit den

Beobachtungen der Simulationen in Verbindung gebracht.
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Abbildung 3.21: (A) Synthese von LPG {iber eine anionische ring6ffnende Polymerisation.
(B) Synthese von PEtOx tiber eine kationische ringéffnende Polymerisation. (C) Struktur
der verwendeten mPEG-Kette. (D) Funktionalisierung der gewonnenen Polymere durch die
Linker BCN und DBCO, sowie anschliefende SPAAC-Reaktion iiber eine Azidgruppe des
Proteins zur Konjugation der synthetisierten Polymere.
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Kapitel 4

Ergebnisse: Modellproteine

4.1 QSPR-Vorhersagemodelle

Die systematischen Vorarbeiten von Price et al. zum Modellprotein Pin 1-WW| wel-
ches mit PEG-Oligomeren verkniipft wurde, deuten darauf hin, dass die PEG-basierte
Stabilisierung durch deutlich simplere Systeme als die tiblicherweise therapeutisch ge-
nutzten Biologika mit Polymerketten von 5 bis 40 kDa beurteilt werden kann. Solche
Modellproteine sind auch durch in silico-Ansétze in grofferem Maflistab analysierbar.
Wiéhrend erweiterte Simulationsmethoden prinzipiell zur Ermittlung von Energiedif-
ferenzen genutzt werden konnen (vgl. Kap. 4.2), stellen diese zum einen sehr rechen-
intensive Ansétze zur Untersuchung mehrerer Systeme dar, zum anderen handelt es
sich im vorliegenden Fall um &uflerst geringe energetische Differenzen. Im Hinblick
auf die Genauigkeit computerchemischer Methoden zur Ermittlung von Energiewer-
ten kleinerer Molekiile wird tiblicherweise von einem Mindestfehler von 1 kcal/mol
gesprochen, im Falle makromolekularer Systeme wie PBK ist dieser sicherlich noch
grofler [317, 318].

Daher kann davon ausgegangen werden, dass simulationsbasierte Energieberechnun-
gen fiir die hier vorliegenden Konjugate nur schwer zu realisieren sind. QSPR-Ansétze
stellen in diesem Falle einen recheneffizienteren Ansatz dar und koénnen zusétzlich
Einblick in die wichtigsten Stabilisierungsfaktoren zur Vorhersage weiterer Konjuga-
tionseffekte geben. Da sich die Polymerketten von PBK jedoch sehr flexibel verhalten
und verschiedene Areale des Proteins adressieren kénnen, ist ein wie in dieser Ar-
beit gewahlter simulationsbasierter Ansatz unter Beriicksichtigung der Dynamik zur

Generierung geeigneter Deskriptoren sinnvoll.

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der in Kap. 3.1.6 beschriebenen Modellgenerierun-
gen geschildert werden. Zunéchst werden die QSPR-Modelle aus Ansatz 1 beschrie-
ben (Kap. 4.1.1), in welchem unterschiedliche Methoden des maschinellen Lernens auf
Basis der Vorhersagen fiir ein einzelnes Holdout-Set getestet wurden. Im Anschluss
werden die Resultate zu Ansatz 2 beschrieben (Kap. 4.1.2), in welcher ein erweiter-
tes Kreuzvalidierungsverfahren angewandt wurde, um multilineare Regressions- und

binomiale logistische Klassifikationsmodelle zu erstellen.
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4.1.1 Ansatz 1

Im ersten Modellierungsansatz zur Vorhersage der PEG-basierten Stabilisierung von
PBK wurden verschiedene Modellarten getestet. Dabei wurden Modelle mithilfe eines
Trainingssets (T'S) erstellt und auf Basis der Leistung bzgl. eines einzelnen Holdout-
Sets (HS) selektiert. Dies wurde geméfl Kap. 3.1.6.2 fur vier verschiedene Katego-
rien durchgefiihrt: (A) Pin 1-spezifische und (C) unspezifische (auf andere Systeme
theoretisch transferierbare) Regressionsmodelle, sowie (B) Pin 1-spezifische und (D)
unspezifische Klassifikationsmodelle. In den Kategorien A und B zeigten die Pin 1-
spezifischen Modelle jedoch eine vollstindige Uberanpassung (Overfitting) an das TS
und nutzten dabei eine in Relation zur Datensatzgrofie viel zu groie Anzahl an De-
skriptoren. Die Resultate dieser Kategorien sollen daher im Folgenden nicht weiter
diskutiert werden. Eine Ubersicht der drei ausgewihlten Modelle jeder Kategorie ist
dennoch in Tab. D.3 zu finden.

Auch im Falle der hier nun néher diskutierten Pin 1-unspezifischen Modelle mit deut-
lich weniger Deskriptoren sollte angemerkt werden, dass es sich um sehr komplexe
Modelltypen mit vielen Hyperparametern handelt, die bei solch kleinen Datensét-
zen auch bei einer geringen Anzahl an Deskriptoren zum Overfitting neigen kénnen.
Weiterhin wurden die besten Modelle bzgl. der Vorhersageleistung fiir ein einzelnes
Holdout-Set selektiert, weshalb es sich um kein ausreichend externes Validierungs-
set handelt. Ansatz 1 soll wegen dieser Limitierungen lediglich aufgrund folgender
Aspekte prisentiert werden: (1) Die Grenzen der Nutzbarkeit erweiterter Methoden
des maschinellen Lernens in Bezug zum zur Verfiigung stehenden Datensatz sollen
aufgezeigt werden, (2) die Eignung der berechneten Deskriptoren zur Wiedergabe
der in der Literatur postulierten Stabilisierungsmechanismen soll an exemplarischen
Simulationen evaluiert werden, (3) der Ansatz dient als Vorarbeit zu den besser vali-

dierten Modellen im hierzu abgewandelten Ansatz 2 (Kap. 4.1.2).

4.1.1.1 Referenzmodelle

Zunéchst ist zur Beurteilung der Leistung der generierten Regressionsmodelle ent-
scheidend, wie gut ein Modell abschneiden wiirde, welches jedem Konjugat des HS
den Medianwert des TS (-0.37 kcal/mol) zuordnen wiirde. Dieses Modell soll als Re-
ferenz dienen und liefert einen RMSEyg-Wert von 0.39 kcal /mol. Somit sind nur Vor-
hersagemodelle mit einem deutlich kleineren Wert als 0.39 kcal/mol fiir eine weitere

Analyse von Relevanz.

Analog hierzu kann ein Referenzmodell fiir die Klassifikationsmodelle generiert wer-
den. Hierfiir wurde jedes Konjugat des HS einmalig zufillig einer der beiden Klassen
zugeordnet (also mit einer Wahrscheinlichkeit von jeweils 50 %, da die Verteilung im
TS auch anndhernd 1:1 ist). Fiir eine solche Einteilung wird eine CCRyg von 0.67
erhalten. Geeignete Vorhersagemodelle sollten also zu einer deutlich besseren CCRyg

fithren.
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4.1.1.2 Modelle C1 und D1

Im Folgenden sollen die beiden besten Modelle der Kategorien C und D beschrieben
werden (genannt C1 und D1). C1 stellt ein entscheidungsbaumbasiertes XGBoost-
Modell dar, mit RMSEyg- und CCCyg-Werten von 0.24 kcal/mol bzw. 0.75 (Tab.
4.1). Beim Blick auf die Vorhersagen wird deutlich, dass eine korrekte Rangordnung
der Konjugate v. a. in der Nahe des Medians des Datensatzes nur bedingt mdglich ist
(Abb. 4.1). AuBerhalb der ADAN-Applikationsdoméne (siche Kap. 3.1.6.2) befinden
sich 4 der 15 HS-Konjugate: 19-4, 16-Z, 19-J und 16+19-1 (siche Tab. D.4 fiir die
Einteilungen pro Konjugat).

Das Konjugat der Src SH3-Doméne, welches von Price et al. zur Validierung ge-
nutzt wurde (genannt 1SRL.20-1), wird durch das Modell korrekterweise als stabili-
siert eingestuft. Mit dem kristallstrukturbasierten Vorhersagemodell von Price et al.
(Funktion der Regressionsgeraden: AAGY = —1.05 + 0.0073 Opice [100]) wird eine
Faltungsenergie von -0.49 kcal/mol erhalten. Das Modell C1 enthélt zuséitzliche In-
formationen von Konjugaten mit anderen Linkerstrukturen und erzielt eine &hnliche
Leistung, es sagt eine Differenz der freien Faltungsenergie von -0.78 kcal/mol voraus.
Dies ist zwar immer noch relativ weit vom experimentellen Wert von -1.20 kcal/mol
entfernt, 1SRL.20-1 stellt mit einem solch negativen Wert und einem experimentellen
Fehler von 0.10 kcal/mol jedoch auch ein Konjugat dar, welches im Vergleich zu den
anderen PBK im Datensatz eine sehr grofie Stabilisierung zeigt und theoretisch durch
den Filterschritt in Ansatz 1 herausgefiltert werden wiirde. ADAN Kklassifiziert die-
ses Konjugat weiterhin in Kategorie 3, was bedeutet, dass diese Vorhersage als eher

unsicher einzustufen ist.

Das Modell nutzt 11 verschiedene Deskriptoren. Die bedeutendsten sind protpegh-
bonds (Anzahl an Protein-PEG-HB), protprothbondsratio (Verhéltnis der Anzahl an
Protein-Protein-HB zwischen PEGylierter und unPEGylierter Variante), shelloratio
(Verhéltnis der Anzahl an Wassern in der zweiten Hydrathiille zwischen PEGylier-
ter und unPEGylierter Variante), rmsdp (RMSD-Wert der Polymerschweratome) und
rdfpeg_ 200 (RDF-Wert um PEG innerhalb von 3 - 4 A).

Das beste Modell der Kategorie D, ein neuronales Netz, erzielt einen CCRyg-Wert
von 0.80 und einen AUROCyg-Wert von 0.91. Es nutzt eine verborgene Schicht ( Hid-
den layer) mit 5 Neuronen und 2 zusétzlichen Bias-Neuronen (Abb. 4.2). 1SRL.20-1
wird mit einer Wahrscheinlichkeit von 58 % korrekterweise der Klasse 1 zugeordnet.
Das Modell nutzt jedoch andere Deskriptoren als das Regressionsmodell C1, u. a.
pgbrg (PEG-PEG-HB iiber iiberbriickende Wassermolekiile), rdfoh 200ratio (RDF-
Verhéltnisse um S/T/Y), radgyrpeg (Gyrationsradius der Polymerkette) und rmsdra-
tio (Proteinriickgrat-RMSD-Verhéltnisse zwischen PEGylierter und unPEGylierter

Variante).
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Tabelle 4.1: Statistische Validierungsparameter fiir die Modelle C1 und D1, sowie deren
verwendete Deskriptoren (geordnet nach der Bedeutung fiir das Modell). Fiir das XGBoost-
Modell wird der Gewinn (Gain) dargestellt. Dieser reprisentiert den Bruchteil des Beitrags
dieses Deskriptors fiir alle im Prozess generierten Entscheidungsbdume (Summe = 1) [226].
Fir das neuronale Netz wird eine Methode genutzt, die die Absolutwerte aller Gewichtungen
im Netzwerk bzgl. der einzelnen Deskriptoren kombiniert [319].

Modell C1
# Art RMSErs | MAEps | CCCrs | R%21g | RMSEs | MAEyg | CCChxs | R2%ps
Cl | xgbTree 0.14 0.10 0.95 0.92 0.24 0.20 0.75 0.63
Deskriptor Gain
protpeghbonds 0.23
protprothbondsratio 0.20
shelloratio 0.12
rmsdp 0.12
rdfpeg__ 200 0.07
rdf _oh400ratio 0.06
rmsdratio 0.06
totalint 0.06
pgbrg 0.05
radgyrpeg 0.02
entropysideratio 0.01
Modell D1
# Art AUROCTtg CCRTs AUROCysg CCRuys
D1 nnet 0.95 0.93 0.91 0.80
Deskriptor Gewichtungen
pgbrg 17.70
rdfoh__200ratio 16.56
radgyrpeg 16.04
rmsdratio 15.74
rmsdp 11.10
shellohratio 11.04
pg4dist 7.22
entropysideratio 4.62
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Abbildung 4.1: Auftragung der durch das Modell C1 vorhergesagten Differenzen der freien
Faltungsenergien gegen die experimentellen Werte der (A) TS- und (B) HS-Konjugate.
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Abbildung 4.2: Visualisierung des Netzwerks von Modell D1. Die Neuronen der Eingabe-
schicht (Input layer, links) sind grau gefirbt, in der Mitte sind die Neuronen der verborgenen
Schicht (H) und der Bias-Neuronen (B) dargestellt. Die Ausgabeschicht (Output layer, O) ist
rechts zu sehen. Die Neuronen sind mit Linien vernetzt, deren Breite die Gréflie und Farbe
die Vorzeichen der Gewichtungen symbolisieren (schwarz: +, grau: -).

4.1.1.3 Modelle E und F

Im Anschluss wurden weitere Modellgenerierungen mithilfe verschiedener Kombina-
tionen der bedeutendsten Pin 1-unspezifischen Modelldeskriptoren aus den Katego-
rien A bis D getestet. Dabei wurden die in Ansatz 1 erfolgreichsten Modelltypen
genutzt: Regressionen mithilfe des XGBoost-Ansatzes und neuronale Netze zur Klas-
sifikation. Daraus ergaben sich ultimativ die Modelle E und F (Tab. 4.2, sowie Abb.
4.3 und 4.4).

Modell E zeigt im Vergleich zu C1 einen leicht verbesserten RMSEyg-Wert (0.21
kcal/mol), ein RMSErg-Wert von nur 0.02 signalisiert allerdings auch, vergleichbar
mit Modellen aus der Kategorie A, eine deutliche Uberanpassung. Die Vorhersage von
-0.63 kcal/mol fiir 1SRL.20-1 liegt im Bereich jener des Modells C1, doch auch hier-
bei wird das Konjugat bei der ADAN-Analyse einer erhohten Kategorie 2 zugeordnet,
was fiir eine unsichere Vorhersage spricht. 5 der 15 Konjugate des HS werden ebenso
hoheren ADAN-Kategorien zugeordnet (siehe Tab. D.4 fiir die Einteilungen pro Kon-
jugat), was vergleichbar mit den Resultaten zu Modell C1 ist (4/15). Im Gegensatz
zu letzterem stellt shelloratio fiir das Modell E den bedeutendsten Deskriptor dar.

Verglichen mit D1 zeigt Modell F eine etwas schlechtere Leistung bzgl. des TS, jedoch
einen verbesserten CCRyg-Wert von 0.87. Ebenso klassifiziert es 1SRL.20-1 richtig.
Der wichtigste Deskriptor ist hierbei radgyrpeg. Eine Visualisierung des Modells zeigt,
dass das Netzwerk aus einer verborgenen Schicht mit 5 Neuronen und 2 zusétzlichen
Bias-Neuronen besteht (Abb. 4.4). In Relation zur Anzahl genutzter Deskriptoren
stellt dies eine relativ grofie Anzahl dar. Zur Vermeidung einer moglichen Uberanpas-
sung sollte die Grole der verborgenen Schicht in der Regel kleiner als die Grofle der
Eingabeschicht (Input layer) sein [320].
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Tabelle 4.2: Statistische Validierungsparameter fiir die Modelle E und F, sowie deren verwen-
dete Deskriptoren (geordnet nach der Bedeutung fiir das Modell). Fiir das XGBoost-Modell
wird der Gewinn (Gain) dargestellt. Dieser représentiert den Bruchteil des Beitrags dieses
Deskriptors fiir alle im Prozess generierten Entscheidungsbdume (Summe = 1) [226]. Fiir das
neuronale Netz wird eine Methode genutzt, die die Absolutwerte aller Gewichtungen im Netz-
werk bzgl. der einzelnen Deskriptoren kombiniert [319].

Modell E
# Art RMSErg | MAEys | CCCrps | R%21g | RMSEps | MAEys | CCChls | R2%ug
E | xgbTree 0.02 0.02 1.00 1.00 0.21 0.18 0.78 0.72
Deskriptor Gain
shelloratio 0.21
rmsdratio 0.16
molbur 0.13
pgbrg 0.11
radgyrpeg 0.11
rdfoh__200ratio 0.11
protpeghbonds 0.09
protprothbonds 0.09
Modell F
# Art AUROCTtg CCRrTs AUROCysg CCRuys
F nnet 0.85 0.75 0.91 0.87
Deskriptor Gewichtungen
radgyrpeg 29.47
rmsdratio 27.58
rdfoh__200ratio 24.64
pgbrg 18.31
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Abbildung 4.3: Auftragung der durch das Modell E

Experimenteller Wert [kcal/mol]

Experimenteller Wert [kcal/mol]

vorhergesagten Differenzen der freien

Faltungsenergien gegen die experimentellen Werte der (A) TS- und (B) HS-Konjugate.
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deltag

rdfoh_200ratio

Abbildung 4.4: Visualisierung des Netzwerks von Modell F. Die Neuronen der Eingabe-
schicht (links) sind grau gefdarbt, in der Mitte sind die Neuronen der verborgenen Schicht
(H) und der Bias-Neuronen (B) dargestellt. Die Ausgabeschicht (O) ist rechts zu sehen. Die
Neuronen sind mit Linien vernetzt, deren Breite die Grofle und Farbe die Vorzeichen der
Gewichtungen symbolisieren (schwarz: +, grau: -).

4.1.1.4 Modelle G und H

Aufgrund einer moglichen Uberanpassung durch die Nutzung sehr komplexer Modell-
arten mit einem relativ kleinen Datensatz wurden die Deskriptoren der Modelle E
und F weiterhin verwendet, um eine multivariate lineare Regression (Modell G) und
eine binomiale logistische Regression (Modell H) zu generieren. Die Ergebnisse sind
in Tab. 4.3 und in Abb. 4.5 gezeigt. Die deutlich schlechtere Leistung bzgl. des T'S im
Vergleich zu den Modellen E und F legt die Vermutung nahe, dass auch die komple-
xen Modelltypen dieses ersten Ansatzes auflerhalb der Kategorien A und B zu einer
Uberanpassung neigen. Gleichzeitig zeigen die Modelle G und H eine bessere Leistung
bzgl. des HS im Vergleich zum TS. Dies kann daraus resultieren, dass die Modelle bei

diesem ersten Ansatz auf Basis der Leistung bzgl. des HS selektiert wurden.

Beide erwédhnten Probleme, die mit einer hohen Modellkomplexitit einhergehende
Uberanpassung und der Bias bzgl. des HS, sollen daher in Ansatz 2 mit einem erwei-

terten Kreuzvalidierungsverfahren gelost werden (siehe Kap. 4.1.2).

4.1.1.5 Leistung der Modelle

Die in diesem ersten Ansatz generierten Pin 1-spezifischen Modelle aus den Katego-
rien A und B nutzen eine Vielzahl an Deskriptoren und zeigen damit ein komplettes
Overfitting. Zu erwéhnen sind lediglich die Pin 1-unspezifischen Modelle der Katego-
rien C, D, E und F, die alle iiberzeugende Statistiken aufweisen. Dennoch signalisieren
die Leistungen der Modelle G und H, dass es auch in diesen Kategorien, v. a. bei den
Modellen E und F, zu einer gewissen Uberanpassung kommt. Somit sind die statisti-

schen Werte kritisch zu sehen.
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Tabelle 4.3: Statistische Validierungsparameter fiir die Modelle G (Art Im = lineare Re-
gression) und H (Art glm = logistische Regression), sowie deren verwendete Deskriptoren
(geordnet nach der Bedeutung fiir das Modell, mit Angabe der Regressionskoeffizienten fiir
den skalierten Datensatz). Die Bedeutung basiert auf den t- (Modell G) bzw. z-Werten (Mo-
dell H) der einzelnen Koeffizienten, die aus dem Verhéltnis des jeweiligen Koeffizienten und
des dazugehorigen Standardfehlers resultieren.

Modell G
# | Art | RMSErs | MAEts | CCCrs | R?21ps | RMSEys | MAEps | CCChs | R2us
G Im 0.34 0.27 0.64 0.47 0.27 0.23 0.76 0.58
Deskriptor Koeffizient
pgbrg 0.24
rdfoh__200ratio -0.11
molbur -0.21
protprothbonds -0.08
rmsdratio -0.06
protpeghbonds -0.09
radgyrpeg -0.05
shellohratio -0.04
Modell H
# | Art AUROCTtg CCRTs AUROCysg CCRuys
H | glm 0.73 0.71 0.93 0.93
Deskriptor Koeffizient
radgyrpeg 1.54
pgbrg -13.50
rdfoh__200ratio 1.81
rmsdratio 14.24
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Abbildung 4.5: Auftragung der durch das Modell G vorhergesagten Differenzen der freien
Faltungsenergien gegen die experimentellen Werte der (A) TS- und (B) HS-Konjugate.

Ungeachtet dessen enthielten die Modelle aus den Kategorien C, D, E und F In-
formationen von PBK mit diversen Linkerstrukturen und konnten dennoch teilweise
bessere Stabilitdtsvorhersagen erbringen als die von Price et al. postulierte, kristall-
strukturbasierte Methode. Diese basierte lediglich auf einem einzigen Deskriptor und
einer kleinen Auswahl an 10 Asn(PEG)s-Konjugaten. ADAN-Analysen deuten je-
doch auf grofle Unsicherheiten bzgl. der Vorhersage zu 1SRL.20-1 und damit eine
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limitierte Anwendbarkeit auf andere Proteine hin. Im Vergleich zum Referenzmodell,
welches jedem HS-Konjugat den Medianwert des TS von -0.37 kcal/mol zuweisen
wiirde (RMSEpgs = 0.39 kcal/mol), zeigen die erstellten Regressionsmodelle bessere
Leistungen. Auch das Referenzmodell zur Klassifikation zeigt mit einem CCRyg-Wert
von 0.67 eine geringere Leistung als die Modelle D1, F und H.

4.1.1.6 Verwendete Deskriptoren

Die Auswahl der Deskriptoren shellohratio, rdfoh_200ratio und rdfoh_ 400ratio durch
die Modelle aus den Kategorien C und D unterstiitzen die Hypothese von Price et

al., dass PEG vornehmlich die Solvatation von Hydroxylgruppen moduliert [100].

Wiéhrend solche Solvatationseffekte zu entropisch giinstigen Wasserverdrangungen auf
der Proteinoberfliche fiithren kénnen, beschreibt der wichtigste Deskriptor von Mo-
dell C1, protpeghbonds, die Anzahl an Protein-PEG-HB und damit eher spezifische,
enthalpisch giinstige Wechselwirkungen. Dieser Parameter zeigt auch eine schwache
Korrelation (Abb. 4.6-A) mit der Antwortvariablen. Ein weiterer HB-Deskriptor, der
die Protein-Protein-Wechselwirkungen beschreibt (protprothbondsratio), zeigt, dass

PEG durch eine Abschirmung méglichweise intramolekulare HB starkt (vgl. [94]).

Das Modell E gewichtet hingegen den Solvatationsparameter shelloratio deutlich stér-
ker. Weiterhin nutzt es den Deskriptor molbur, mit welchem eine schwache Korrelation
der bedeckten Proteinoberfliche mit der Differenz der freien Faltungsenergie festge-
stellt werden kann (Abb. 4.6-B). Modell F nutzt den Deskriptor radgyrpeg, was vor-
nehmlich auf doppelt PEGylierte Konjugationsstellen zuriickzufiihren ist, da hierbei
alle PEG-Atome zur Berechnung beriicksichtigt wurden. Dies spiegelt jedoch auch
die Hypothese von Price et al. wieder, dass eine weitere PEGylierung an einer weit
entfernten Position einen synergistischen Effekt haben kann (16+26-1, 194-26-1), wéih-
rend bei einer zweiten PEGylierung in unmittelbarer Néahe die Stabilisierung durch
beide Konjugationen eher beeintrachtigt wird (26+29-1, 16+19-1). In letzteren Féllen
adressieren beide Ketten dhnliche Areale [100].
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Abbildung 4.6: Lineare Regressionen ausgewahlter Deskriptoren. Dargestellt sind protpegh-
bonds (A, R? = 0.31) und molbur (B, R? = 0.18).
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4.1.1.7 MD-Analysen

Zur weiteren Interpretation wurden relevante Deskriptoren aller Modellkategorien
in exemplarischen Simulationen néher untersucht. Dadurch soll auch die Eignung
dieser berechneten Deskriptoren zur Wiedergabe der von Price et al. postulierten
Effekte einer PEG-basierten Konjugation demonstriert werden. Diese Analysen sollen

im Folgenden vorgestellt werden.

4.1.1.7.1 Interaktionen und Solvatation

16-1 (-0.90 £ 0.03 kcal/mol) und 27-1 (0.38 = 0.04 kcal/mol) stellen stark stabilisierte
(16-1) bzw. stark destabilisierte (27-1) Varianten dar. Im Falle von 16-1 wird mehr
Proteinoberfliche durch PEG bedeckt (molbur = 71.42 4+ 3.08 A? fiir 16-1, 42.13
+ 3.09 A2 fiir 27-1) und die Anzahl an Protein-PEG-HB ist entsprechend hoher
(protpeghbonds = 1.14 £ 0.01 fiir 16-1, 0.70 + 0.01 fir 27-1).

Beides kann in den Simulationen tiber die Zeit hinweg beobachtet werden (Abb. 4.7
und 4.8): Im Falle von 27-1 interagiert der Asparagin-Linker mit E12, wihrend die
PEG-Kette ins Solvens hinausragt. Teilweise adressiert diese den N-Terminus oder
das Riickgrat von G10. Am Ende der Simulation ist 27-1 zwischen G10 und 128 posi-
tioniert, was zu einer Erhéhung der bedeckten Proteinoberfliche fithrt. Im Gegensatz
hierzu wendet sich das Polymer von 16-1 nur sehr selten von der Oberflache ab. Es
wechselwirkt entweder mit S32 und F34 des dritten $-Faltblattes oder mit Amino-
sauren der ersten Schleife (R17, S18, S19, R21).

Um die Solvatation der Proteine zu vergleichen, wurden RDF-Differenz-Plots zwi-
schen der PEGylierten und der unPEGylierten Mutante erzeugt (Abb. 4.8). Eine
Desolvatation ist deutlicher bei der stabilisierten Variante 16-1 zu erkennen, v. a. um
die Aminosduren R17, S19, Y23 und F34. Im Falle des destabilisierten Konjugats
27-1 erhoht sich der RDF-Wert um G20. Analoge Plots weiterer stark (de-)stabili-
sierter PBK zeigen einen &dhnlichen Trend (Abb. D.1). Auch wenn die Solvatation von
G20 maBgeblich durch die Konformation der ersten Schleife bestimmt wird, spielte
der Deskriptor glycinflip (¢-Diederwinkel von G20, dessen Anderung eine Umorien-
tierung signalisieren kann) keine bedeutende Rolle fiir die Pin 1-spezifischen Modelle.
Eine Umorientierung bzw. ein Flip von G20 wurde in einigen Simulationen visuell

beobachtet (Abb. D.2).

Durch diesen beispielhaften Vergleich zwischen 16-1 und 27-1 werden die Unterschiede
in der Desolvatation und den Deskriptoren protpeghbonds und molbur aufgezeigt und

auf molekularer Ebene veranschaulicht.
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Abbildung 4.7: Momentaufnahmen aus den Simulationen von (A) 16-1 und (B) 27-1. In der
ersten Momentaufnahme, der Startposition, sind Dichten der PEG-Atome (Isowert: 0.02) fiir
die gesamte Simulation mit roten Gittern illustriert. Drei kleinere Darstellungen zeigen jeweils
héufig beobachtete bzw. repréisentative Konformationen des Polymers in den Simulationen.
Aminosduren in der Nahe sind griin dargestellt und gekennzeichnet, die Konjugationsstelle
ist in violett gezeigt.

4.1.1.7.2 Linker verschiedener Liange

FEine weitere Hypothese von Price et al. besagt, dass rigide, planare Linker mit einer
gewissen Distanz fiir eine optimale Desolvatation benétigt werden [101]. Asparagin
positioniert PEG durch die geringere Lénge ndher an die Hydrathiillen des Proteins
als Glutamin. Zum Vergleich wurden die Konjugate 29-1 (-0.36 + 0.04 kcal/mol)
und 29-9 (0.16 £ 0.06 kcal/mol) untersucht. Beide PEG-Ketten sind auf der unteren
Seite der g-Faltblédtter lokalisiert, aber im Falle von 29-9 weiter weg vom Protein
positioniert. Dies wird durch den Deskriptor pg/dist deutlich (2.99 + 0.21 A fiir 29-1,
3.71 4+ 0.24 A fiir 29-9). Die Aminoséuren von 29-1 sind stéirker desolvatisiert (Abb.
4.9), v. a. W11, A31, Q33, P37 und S38.
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Abbildung 4.8: Vergleich zwischen den Simulationen von 16-1 (links) und 27-1 (rechts). Die
erste Reihe zeigt die durch das Polymer bedeckte Proteinoberfliche iiber die Zeit, wihrend
die zweite die Anzahl an beobachteten Protein-PEG-HB darstellt. Zusétzlich dargestellt sind
jeweils Violin-Plots. Die dazugehorigen Deskriptorwerte und deren Standardfehler sind jeweils
oben rechts dargestellt. Die letzte Reihe zeigt RDF-Differenz-Plots (PEGyliert - unPEGyliert)
fir jede Aminoséure zwischen 0.2 und 0.8 nm. Blaue Areale (Werte zwischen -0.1 und -2) re-
présentieren eine stiarkere Solvatation der PEGylierten Variante, rote eine der unPEGylierten

(Werte von 0.1 bis 2).
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Abbildung 4.9: Darstellung von Dichten der PEG-Atome fir 29-1 (blau) und 29-9 (rot),
analog zu Abb. 4.7. Darunter sind die RDF-Differenz-Plots dargestellt (links: 29-1, rechts:
29-9).

4.1.1.7.3 D-/L-Asparagin

Ein weiterer Vergleich kann zwischen den Varianten 19-1 (-0.70 £ 0.04 kcal/mol) und
19-8 (0.01 £ 0.04 kcal/mol) hergestellt werden. 19-8 verfiigt iiber ein D-Asparagin an-
statt eines L-Asparagins als Linker. Price et al. schlussfolgerten, dass die Orientierung
der PEG-Kette durch die Anderung der Linkerkonfiguration entscheidend verindert
wird: die PEG-Kette sollte bei 19-8 vom Protein abgewandt sein. In den entsprechen-
den Simulationen orientiert sich das Polymer von 19-1 in Richtung der Aminoséduren
von Schleife 1, was zu einer Desolvatation um M15, S16 und G20 fiihrt (Abb. 4.10).
Im Gegensatz hierzu wechselwirkt PEG bei 19-8 mit S32 und F34, das Polymer ist

also nicht von der Proteinoberfliche abgewandt.

Vorherige Simulationen von Price et al. deuteten auf eine Stabilisierung der Schlei-
fenkonformation im Falle von 19-1 hin [99]. In den hier durchgefithrten Simulatio-
nen kommt es auch nur im Falle von 19-8 zu einer deutlichen Konformationsén-
derung der ersten Schleife. Vielleicht ist diese Anderung auf die Integration der D-
Aminoséure zuriickzufithren. Allerdings sollte angemerkt werden, dass in Kraftfeldern
fir MD-Simulationen (in diesem Falle AMBER{f14SB) prinzipiell keine von den L-
Konfigurationen abweichenden Parameter fiir die D-Varianten genutzt werden, sodass
hier lediglich die Startkonformation der Konjugationsstelle zu Unterschieden in den
Simulationen gefithrt haben diirfte. Da die Polymerkette im Falle von 19-8 zur Prote-

inoberflache geneigt ist, zeigt diese Variante eine gréflere bedeckte Proteinoberfliche
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(molbur = 55.04 4+ 1.49 A2 fiir 19-1, 85.19 + 6.42 A2 fiir 19-8). Diese Beobachtung
zeigt, dass eine von Price et al. postulierte Abkehr der PEG-Kette vom Protein durch
eine D-Konfiguration des Asparagins nicht bestétigt werden kann. Allerdings ist die
Anzahl an Protein-PEG-HB im Falle von 19-1 tatsdchlich hoher (protpeghbonds =
0.81 + 0.01 fiir 19-1, 0.43 £+ 0.01 fiir 19-8), was eine Destabilisierung von 19-8 im
Vergleich zu 19-1 begriinden konnte.

05 08 02 05 0.8
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Abbildung 4.10: Darstellung der PEG-Dichten fiir 19-1 (rot) und 19-8 (blau), analog zu
Abb. 4.7. Daneben sind die RDF-Differenz-Plots dargestellt (links: 19-1, rechts: 19-8).

4.1.1.7.4 Linker verschiedener Rigiditit

Zum Vergleich eines rigiden mit einem flexibleren Linker wurden die Trajektorien von
19-1 (-0.70 £ 0.04 kcal/mol) und 19-4 (0.24 £ 0.02 kcal/mol) verglichen (Abb. 4.11).
19-4 enthélt einen sterisch anspruchsvolleren Cystein-Maleimid-Linker. Bei diesem
stark destabilisierten Konjugat ist eine deutliche Konformationsénderung der ersten
Schleife zu erkennen. M15 orientiert sich hierbei weg von V22, letztere Aminoséure ist
dadurch stark solvensexponiert. Ein deutlich héherer Wert fiir rmsfp wurde bestimmt
(25.52 A fiir 19-1, 93.84 A fiir 19-4).

Aminosiure

0.2 05 0.8
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Abbildung 4.11: Darstellung der PEG-Dichte fiir 19-4, analog zu Abb. 4.7. Daneben zeigt
eine weitere Momentaufnahme die verdnderte Ausrichtung von M15. Rechts ist der entspre-
chende RDF-Differenz-Plot gezeigt.
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4.1.1.7.5 Desolvatation apolarer Flachen

Zuletzt wurde zur Untersuchung der Wasserverdréingung um solvensexponierte apola-
re Aminosduren [103] die Simulation von 23-Z (-0.29 + 0.03 kcal/mol) mit jenen der
beiden Mutanten 23(E12L:R14L)-Z (-0.89 £ 0.04 kcal/mol) und 23(E12F:R14F)-Z
(-0.33 £ 0.02 kcal/mol) verglichen (Abb. 4.12). Letztere besitzen jeweils zwei zu-
sdtzliche apolare Aminoséuren im Bereich des ersten -Faltblatts. Geméafl der Hypo-
these einer Desolvatation solvensexponierter hydrophober Areale ist die PEG-Kette
im Falle der beiden Mutanten eher zum ersten S-Faltblatt orientiert. Der Parameter
rdfapol__200ratio, der die Solvatation in der ersten Hydrathiille um apolare Amino-
sduren beschreibt, signalisiert eine Desolvatation dieser Mutanten (0.774 + 0.002 fir
23(E12L:R14L)-Z, 0.884 + 0.003 fiir 23(E12L:R14F)-Z).
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Abbildung 4.12: Darstellung der PEG-Dichten und der dazugehérigen RDF-Differenz-Plots
fiir 23-Z (links), 23(E12L:R14L)-Z (Mitte) und 23(E12F:R14F)-Z (rechts).

4.1.1.8 Fazit

Die Pin 1-unspezifischen Regressionsmodelle C1 und E lieferten zu Price et al. ver-
gleichbare Vorhersagen fiir 1ISRL.20-1 und die Klassifikationsmodelle D1 und F zufrie-
denstellende statistische Werte, ADAN-Analysen und die Modelle G und H deuten
jedoch auf Vorhersagen mit erhthten Fehlern und mogliche Uberanpassungen hin.
Die Modelldeskriptoren unterstreichen die Bedeutung von Solvenseffekten durch eine
PEGylierung, beriicksichtigen aber auch enthalpisch giinstige Wirkungen, bspw. iiber
die Anzahl an Protein-PEG-HB. Verschiedene Hypothesen von Price et al. und da-
mit zusammenhdngende, bedeutende Modelldeskriptoren wurden in exemplarischen
Trajektorien verschiedener Konjugate untersucht, was eine Eignung klassischer MD-

Simulationen zur Wiedergabe der postulierten Effekte unterstreicht.
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Zur weiteren Optimierung und einer Vermeidung von Uberanpassungen ist jedoch
ein deutlich gréflerer Datensatz an Konjugaten zur Nutzung der hier angewandten
Methoden des maschinellen Lernens nétig. Ein solcher Datensatz sollte eine vergleich-
bare Anzahl a-helikaler und S-faltblattreicher Strukturen enthalten (zur Etablierung
generalisierbarer Vorhersagemodelle). Teilweise enthielt der hier genutzte Datensatz
Linkerstrukturen, die nur in einem einzelnen Konjugat vorkamen und im HS vertreten
waren (z. B. 19-J, 19-4 oder 19-5). Allerdings wiirde der Datensatz durch eine Restrik-
tion auf Asparagin-Linker-basierte Konjugate deutlich verringert werden. Zusétzlich
sollte erwéhnt werden, dass der Effekt auf die Stabilitdt des Konjugats natiirlich
auch aus einer Verdnderung der Linkerstruktur wiahrend der PEGylierung resultieren
kann. So existieren gewisse Konjugationsstrategien (z. B. bei den Konjugaten mit den
Kennzeichen Z oder X), die zu einer deutlichen strukturellen Modifizierung fithren.
So wird nicht nur der Effekt der PEGylierung beriicksichtigt.

Wie am Anfang dieses Kapitels bereits angemerkt, wurden diese Modelle auf Basis
eines einzigen HS selektiert, und es kamen sehr komplexe Modellarten zum Einsatz,
die in der Regel nur bei gréfleren Datensétzen angewandt werden sollten, um eine
Uberanpassung aufgrund der Hyperparameter zu vermeiden. Die erhaltenen statisti-
schen Werte der beschriebenen Modelle sind daher kritisch zu sehen. Der beschriebene
Ansatz dient jedoch als Grundlage fiir den angepassten zweiten Ansatz (vide infra).
Weiterhin kann er als Grundlage fiir mégliche zukiinftige Arbeiten dienen, auf die die
in diesem Kapitel erlauterten Modelltypen (neuronale Netze und XGBoost-Modelle)

angewandt werden konnten.

4.1.2 Ansatz 2

Im Folgenden sollen das beste Regressions- und das beste Klassifikationsmodell aus
Ansatz 2 vorgestellt werden. In diesem Ansatz wurde ein erweitertes Kreuzvalidie-
rungsverfahren genutzt, sodass das zugehorige HS im Gegensatz zu Ansatz 1 keinen
FEinfluss auf die Modellauswahl hatte und es sich somit um eine externe Validierung
handelt. Weiterhin wurden lediglich multivariate lineare Regressions- und binomiale
logistische Klassifikationsmodelle erstellt. Geméfl Kap. 3.1.6.3 wurden hierbei 9 ver-
schiedene Datensétze untersucht (siehe Tab. 3.3), die sich in der Art und der Anzahl
der Konjugate, sowie der Nutzung Pin 1-spezifischer und -unspezifischer Deskriptoren
unterschieden. Die statistischen Parameter der finalen Modelle zu jedem Datensatz
sind in den Tab. D.6 und D.7 zu finden. Hier sollen das Regressionsmodell zum Da-
tensatz 6 (genannt A2-R6) und das Klassifikationsmodell zu Datensatz 1 (genannt
A2-C1) mit den Korrelationslimits von 0.99 vorgestellt werden, die die jeweils besten

Ergebnisse erzielten.

Die Modelle der anderen Konjugate zeigen eher méflige Leistungen und sollen hier
nicht ndher diskutiert werden. Dies ist vermutlich auf die Zusammensetzungen der
jeweiligen Datensétze zuriickzufithren. Der von Price et al. experimentell ermittelte

Effekt von Cyclohexylalanin- und Azidohomoalanin-Mutationen (siche Kap. 3.1.3.4)
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in den Datensdtzen 2 und 3 konnte durch die Simulationen evtl. nicht korrekt ab-
gebildet werden. Weiterhin stellen die a-helikalen Strukturen der Doppelwendeln in
Datensatz 2 von den WW-Doménen strukturell deutlich abweichende Peptide dar.
Hierbei wird der Effekt der PEGylierung auf Di- und Trimere beriicksichtigt. Die
Datensétze 4 und 5 bestehen wiederum grundsétzlich aus einer sehr geringen Anzahl
an Konjugaten. Dies fithrt unter anderem dazu, dass Regressionsmodelle zu Daten-
satz 5 bzgl. des HS mit nur vier Konjugaten zwar recht hohe R?-Werte zeigen (Tab.
D.6), diese jedoch lediglich auf jeweils zwei im Hinblick auf ihre Faltungsenergie nah
beieinander liegenden stark stabilisierten und destabilisierten Varianten beruhen. Die
Leistungen fiir das TS sind deutlich schlechter. Fiir Datensétze 8 und 9 wurden prote-
inspezifische Deskriptoren genutzt, welche nicht fiir generalisierte Modelle verwendet

werden konnen und auch in Ansatz 1 bereits zu unbrauchbaren Modellen fiithrten.

4.1.2.1 Referenzmodelle

Wie auch in Ansatz 1 sollten zunéchst die Leistungen von Referenzmodellen fiir die
jeweiligen Datenséitze untersucht werden. Ein Modell, welches fiir jedes Konjugat des
TS von Datensatz 6 den Median- oder den Mittelwert vorhersagen wiirde, zeigt einen
RMSEg-Wert von 0.44 kcal/mol und einen RMSEyg-Wert von 0.53 kcal/mol.

Fir das Klassifikationsmodell A2-C1 wurden zunéchst die Anteile an Konjugaten der
stabilisierten Klasse 1 (61 von 72, bzw. 84.72 %) und der un- bzw. destabilisierten
Klasse 2 (11 von 72, bzw. 15.28 %) ermittelt. Bei einer zufilligen Einteilung der
TS- und der HS-Konjugate des Datensatzes 1 in eine der beiden Klassen mit den
genannten Wahrscheinlichkeiten wiirden ein CCRrg-Wert von 0.74, ein BAccrg-Wert
von 0.44, ein CCRyg-Wert von 0.64 und ein BAccys-Wert von 0.44 erhalten werden.

4.1.2.2 Regressionsmodell A2-R6
4.1.2.2.1 Allgemeine Leistung

Die Leistung des Regressionsmodells A2-R6 ist in Tab. 4.4 fiir das T'S und das HS zu-
sammengefasst. Eine Illustration fiir das TS und das HS ist in Abb. 4.13 dargestellt.
Das Modell erzielt mit einem RMSETg-Wert von 0.25 kcal/mol, einem R2rg-Wert
von 0.68 und einem CCCrg-Wert von 0.81 eine gute Leistung fiir das TS. Der Wert
fiir (1) ist jedoch mit 0.45 sehr gering. Dies resultiert aus der hohen Anzahl an
Konjugaten im Bereich zwischen etwa -0.70 und -0.20 kcal /mol. Die Fahigkeit des Mo-
dells, diese Varianten in einer sehr dichten ,,Punktwolke* korrekt zu ordnen, ist, wie
im ersten Ansatz, sehr schlecht. Dieser enge Bereich reprasentiert einen fiir QSPR-
Modelle nur limitiert zugénglichen Raum. Die Leistung ist fiir das HS etwas geringer,
aber immer noch akzeptabel (RMSEyg-Wert von 0.37 kcal/mol und CCCyg-Wert
von 0.74). Von entscheidender Bedeutung ist, dass das Modell extrem stabilisierte
und destabilisierte Varianten, welche aufgrund des bei der Erstellung angewandten
Cluster-Ansatzes (siehe Kap. 3.1.6.3) im HS iiberreprasentiert sind, korrekt einord-

net. Durch deren Uberreprisentation zeigen R%yg und Tp(us) sogar bessere Werte
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als im TS. Sowohl im Hinblick auf das TS (0.25 kcal/mol) als auch das externe Va-
lidierungsset (0.37 kcal/mol) zeigt das Modell A2-R6 bessere RMSE-Werte als das
zu Beginn beschriebene Referenzmodell (RMSErg = 0.44 kcal /mol, RMSEyg = 0.53
kcal/mol).

Tabelle 4.4: Statistische Validierungsparameter fiir das Modell A2-R6, sowie dessen verwen-
dete Deskriptoren (geordnet nach der Bedeutung fiir das Modell, mit Angabe der Regressi-
onskoeffizienten fiir den skalierten Datensatz). Die Bedeutung basiert auf den t-Werten der
einzelnen Koeffizienten, die aus dem Verhéltnis des jeweiligen Koeffizienten und des dazuge-
horigen Standardfehlers resultieren.

Modell A2-R6
RMSErg | 78(TS) | CCCrs | R%21s | RMSEys | 75(HS) | CCChls | R%yus
0.25 0.45 0.81 0.68 0.37 0.82 0.74 0.76
Deskriptor Koeffizient
molbur -0.96
rdf _500ratio 1.76
rdfpeg_ 500 -0.67
rdf _700ratio -0.83
pgbrg 0.20
shellpego 0.50
shellpolratio 0.13
rdf _400ratio -0.81
rdf 200ratio -0.29
pegangle -0.08
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Abbildung 4.13: Auftragung der durch das Modell A2-R6 vorhergesagten Differenzen der
freien Faltungsenergien gegen die experimentellen Werte der (A) TS- und (B) HS-Konjugate.

4.1.2.2.2 Einzelne Konjugate

Die Vorhersagen zu den einzelnen Konjugaten des HS sind in Tab. 4.5 aufgelistet. Die
entsprechenden ADAN-Kategorien sollen weiter unten diskutiert werden. Die drei be-
sonders stabilisierten Konjugate 19-2, 19-3 und 1SRL.20-1 (AAG[} < -1.00 kcal/mol)
werden vom Modell korrekterweise als die stabilisiertesten Varianten im HS einge-

stuft. Ebenso wird ein positiver Wert fiir die destabilisierte Variante 23-9 berechnet.
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Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass das Modell prinzipiell gut geeignet
ist, deutlich (de-)stabilisierte Konjugate zu detektieren. Schaut man sich die Diffe-
renzen zu den experimentellen Werten an (Tab. 4.5), so zeigt sich, dass das Modell
den Stabilisierungseffekt der Konjugate generell iiberbewertet. Dies fithrt dazu, dass
die Varianten 18-1, 28-1 und 30-1 als schwach stabilisiert eingestuft werden, obwohl
deren PEGylierungen auf Basis der experimentellen Befunde keinen Effekt auf die
thermische Stabilitdt ausiiben. Unter Beriicksichtigung der von der ADAN-Analyse
ausgegebenen 95%-Konfidenzintervalle und den experimentellen Fehlern stimmen die
Vorhersagen des Modells fiir die Konjugate des HS mit den Messungen iiberein, die
ADAN-Konfidenzintervalle fiir 28-1, 16-Z und 32-Z decken jedoch auch einen Grof-
teil des Energiebereichs, in welchem die experimentellen Befunde zu verorten sind,
ab. Im Falle eines kleineren Konfidenzintervalls von +0.25 kcal/mol gébe es keine

Ubereinstimmung bei 32-Z.

Tabelle 4.5: Vorhersagen von Modell A2-R6 zu den einzelnen Konjugaten des HS. Dazu
ist die Differenz zum experimentell ermittelten Wert aufgelistet. Die Vorhersagen sind mit
den 95%-Konfidenzintervallen versehen, die aus der ADAN-Kategorisierung resultieren. Dabei
fithren niedrige Kategorien (0 - 1, griin) zu einem geringen Wert (40.25 kcal/mol) und héhere
(2 - 3, rot) zu einem groferen (+£0.50 kcal/mol). Die Differenzen sind griin gefarbt, wenn das
ADAN-Konfidenzintervall den Bereich des exp. Werts einschlieflt, andernfalls sind sie rot
gefarbt.

Konjugat Experimenteller Vorhersage [kcal/mol] | Differenz ADAN
Wert [kcal/mol] [kcal/mol]

18-1 0.00 £ 0.07 -0.66 £+ 0.25 -0.66

28-1 0.00 £+ 0.07 -0.26 + 0.50

30-1 0.00 £+ 0.07 -0.28 4+ 0.25

23-9 0.23 £ 0.04 0.03 £ 0.25

19-3 -1.13 £ 0.04 -1.09 £+ 0.25

16-Z 0.07 & 0.05 -0.13 4+ 0.50

32-7Z -0.33 4+ 0.03 -0.72 4+ 0.50

19-2 -1.19 4+ 0.02 -1.46 £+ 0.25

23(E12L:R14A)-Z -0.31 4+ 0.02 -0.69 £+ 0.25 -0.38

19-5 0.01 £+ 0.02 -0.57 + 0.25 -0.58
1SRL.20-1 -1.20 £ 0.10 -0.85 £+ 0.25

4.1.2.2.3 Applikationsdomine

Geméfl der ADAN-Analyse liegen fast alle Konjugate des HS innerhalb der Appli-
kationsdoméne des Modells A2-R6. 3 von 11 HS-Konjugaten (28-1, 16-Z und 32-Z)
wurden hoheren Kategorien zugeordnet, diese weisen damit groflere Fehlerbereiche
auf (£0.50 kcal/mol statt £0.25 kcal/mol). Dies deutet darauf hin, dass das generier-
te Modell die Wertebereiche der relevanten Deskriptoren dieser Konjugate prinzipiell
abdeckt und somit fiir eine Vorhersage geeignet sein sollte, trotz des Vorkommens
relativ vieler Konjugate mit extremen AAG?C—Werten im HS. Auch 1SRL.20-1 wird
im Gegensatz zu den Modellen aus Ansatz 1 (Kap. 4.1.2) nicht in eine hohere ADAN-
Kategorie eingestuft, was auf eine Anwendbarkeit des Modells auf andere Proteine

hinweist.
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4.1.2.2.4 Vergleich zur strukturbasierten Richtlinie

Ein direkter Vergleich mit der strukturbasierten Richtlinie von Price et al. [100]
ist schwierig, da diese lediglich auf einer kleinen Anzahl (10) an Konjugaten mit
Asparagin-Linkern beruht (16-1, 17-1, 18-1, 19-1, 26-1, 27-1, 28-1, 29-1, 30-1 und
32-1). Sie wurde auflerdem nur mit einem einzigen zuséitzlichen Konjugat getestet
(ISRL.20-1). In Tab. 4.6 sollen zunéchst die bereits beschriebenen statistischen Wer-
te des Modells A2-R6 zum TS und HS (Spalte 1) den korrespondierenden Werten zur
Richtlinie von Price et al. mit den dort untersuchten 10 Konjugaten (Spalte 2) gegen-
iibergestellt werden. Dabei zeigt sich, dass die RMSEg-, CCCpg und R2?pg-Werte des
Modells A2-R6 vergleichbar mit jenen der strukturbasierten Richtlinie sind. Letztere
zeigt jedoch eine deutlich bessere Rangordnung (75). Der von Price et al. postulier-
te Winkel wird auf Basis der Kristallstruktur ermittelt. Wird der Mittelwert dieses
Winkels in der Simulation des WT der WW-Doméne berechnet, so werden die Werte
in Spalte 3 erhalten. Mit Ausnahme eines leicht erniedrigten 75-Werts werden die
statistischen Werte leicht verbessert, was auf verringerte Residuen fiir 16-1 und 19-1
zuriickzufithren ist (Regression nicht gezeigt). Dies verdeutlicht, dass die Dynamik
der Strukturen hierbei eine wichtige Rolle spielen kann, was prinzipiell fiir einen MD-

basierten Ansatz zur Beschreibung des Polymerverhaltens spricht.

Berechnet man 0p,;.. jedoch fiir alle Konjugate (43), bei denen der WT zur Winkel-
messung genutzt werden kann, so zeigt sich, dass die Leistung deutlich abfillt (Spalte
4). Diese Berechnung schlieft also alle WW-Konjugate des Datensatzes 6 ein, bei
denen keine zusétzlichen Mutationen eingefiigt wurden und der WT somit die un-
PEGylierte Variante ohne Asparagin-Linker darstellt (dies bedeutet: z. B. nicht die
Konjugate 1PIN.19(S16A)-1, 1PIN.19(Y23F)-1 oder 1PIN.23(E12L:R14L)-Z). Wer-
den auch entsprechende Simulationen zu WT-Varianten dieser Mutanten (vgl. Kap.
3.1.1) zur Winkelmessung genutzt, kénnen die statistischen Werte fiir den gesamten
Datensatz 6 evaluiert werden. Unter Nutzung dieser mutierten Kristallstrukturen als
zusétzliche Referenzen ist die Leistung jedoch noch niedriger (Spalte 5). Zu Price et
al. vergleichbare Winkel, bei dem der Vektor b (siche Kap. 1.1.6.2) nicht zur néchstge-
legenen Hydroxylgruppe, sondern zur nachstgelegenen polaren, apolaren oder aroma-
tischen Aminosdure gezogen wird, wurden auch berechnet, fithrten jedoch ebenfalls

zu keinen vielversprechenden, univariaten Korrelationen.

Insgesamt zeigen diese Beobachtungen, dass die strukturbasierte Richtlinie von Price
et al. bei einer kleinen Auswahl an Konjugaten auf Basis eines Asparagin-Linkers mit
in der Néhe verorteten Hydroxylgruppen durchaus eine gute Korrelation ergibt, sie je-
doch keineswegs auf eine grofiere Vielfalt an Strukturen anwendbar ist (auch nicht auf
erweiterte Datenséitze, welche lediglich Konjugate mit Asparagin-Linkern enthalten).
Das Modell A2-R6 erzielt im Hinblick auf den zugrundeliegenden, grofieren Daten-
satz mit verschiedenen Linkertypen eine bessere Leistung. Price et al. postulierten

in den nachfolgenden Studien viele zusétzliche Effekte einer PEGylierung, die durch
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Tabelle 4.6: Vergleichende Gegeniiberstellung der Modellleistung von A2-R6 mit der von
Price et al. entwickelten, strukturbasierten Richtlinie. Die Leistung von A2-R6 bzgl. des TS
und des HS ist in der ersten Spalte gegeben (HS/TS). Es folgt die Leistung der struktur-
basierten Richtlinie, wie sie in der Referenzpublikation [100] (Ref.) aufgefiihrt ist. In Spalte
3 (WT MD) sind die Werte unter Verwendung der aus der WT-Simulation entnommenen
Winkel aufgefithrt. In Spalte 4 (erweitert) wird die Leistung bei Nutzung aller Konjugate, bei
denen die WT-Kristallstruktur als Referenz genutzt werden kann, aufgefiihrt. In der letzten
Spalte (D6) ist schlieBlich die Leistung fiir den Datensatz 6 (HS/TS) aufgelistet. Die Anzahl
verwendeter Konjugate ist jeweils in Klammern angegeben.

Parameter [ A2-R6 (61/11) | Ref. (10) [ WT MD (10) | Erweitert (43) [ D6 (61/11)
RMSE 0.25/0.37 0.22 0.19 0.47 0.43/0.45
CCC 0.81/0.74 0.78 0.85 0.23 0.06,/0.43
75(TS) 0.45/0.82 0.78 0.69 0.23 0.04/0.21
R? 0.68/0.76 0.64 0.74 0.23 0.03/0.27

diesen Winkel nicht abgebildet werden (Desolvatation apolarer Flichen [103], Stér-
kung intramolekularer Salzbriicken [102] und NH-7-Bindungen [104]). Insofern ist es
nicht verwunderlich, dass diese strukturbasierte Richtlinie keine zufriedenstellenden
Vorhersagen fiir erweiterte Datensétze liefert. Durch die Verwendung verschiedener
Deskriptoren kénnen im angewandten QSPR-Modellierungsansatz dagegen prinzipiell
unterschiedliche Aspekte berticksichtigt werden, was aus den ausgewéhlten Modell-

deskriptoren ersichtlich ist (vide infra).

Die einzige zur Validierung zusétzlich von Price et al. untersuchte Struktur auf Basis
dieses Winkels stellt 1SRL.20-1 dar. Dieses Konjugat wurde erfolgreich als stabilisiert
klassifiziert, der vorhergesagte AAG(}—Wert weicht mit -0.49 kcal/mol jedoch sehr
weit vom experimentell bestimmten (-1.20 £+ 0.10 kcal/mol) ab. Das Modell A2-R6
liefert dagegen eine Vorhersage von -0.85 + 0.25 kcal /mol und liegt damit ndher am

Messwert.

4.1.2.2.5 Modelldeskriptoren

Den wichtigsten Deskriptor stellt molbur dar, dieser war bereits fiir die Modelle in
Ansatz 1 sehr bedeutend. Es zeigt sich somit eine Stabilisierung durch eine erhéhte
Abdeckung der Proteinoberfliche mit den Polymeratomen. Dieser Deskriptor korre-
liert ebenso mit protpeghbonds (Anzahl an Protein-PEG-HB). Univariate Regressionen
ergaben im Vergleich zu den iibrigen Deskriptoren relativ gute R2-Werte (siehe Abb.
4.6 fiir Regressionen aus Ansatz 1). In allen Féllen jedoch sind die Trends mafgeb-
lich durch die stark stabilisierten Varianten 16-2, 164+26-1 und 19+26-1 bestimmt.
Weitere univariate Regressionen der anderen Modelldeskriptoren sind in Abb. D.3
gezeigt. Der Deskriptor pgbrg beschreibt die Anzahl an tUberbriickten HB zwischen
PEG-Atomen, die iiber dazwischenliegende Wassermolekiile ausgebildet werden. Ent-
sprechende Konformationen der PEG-Ketten, bei denen sich diese um ein einzelnes
Wassermolekiil unmittelbar auf der Proteinoberfliche winden, wurden in einigen Si-
mulationen beobachtet. Eine erniedrigte Anzahl dieser HB korreliert mit einer gro-
Beren Stabilisierung, was damit erklart werden konnte, dass das Polymer stattdessen

mit dem Protein HB ausbilden kann.
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Mit Ausnahme des am wenigsten bedeutenden Deskriptors pegangle beschreiben al-
le iibrigen Deskriptoren die Solvatation des Konjugats oder der Polymerkette. Die
Deskriptoren rdf 200ratio, rdf 400ratio und shellpego beschreiben die Solvatation in
der ersten oder zweiten Hydrathiille des Konjugats bzw. der PEG-Kette, rdfpeg 500,
rdf 500ratio und rdf 700ratio dagegen beriicksichtigen Solvenseffekte von noch wei-
ter entfernt gelegenen Regionen. Price et al. stellten die Hypothese auf, dass die
Modulation &duflerer Hydrathiillen fiir den stabilisierenden Effekt ausschlaggebend
sein konnte [100]. Es ist jedoch anzumerken, dass die Koeffizienten der Deskripto-
ren rdf 200ratio, rdf 400ratio, rdfpeg 500 und rdf 700ratio negativ sind und somit
eine erh6hte Hydratation favorisiert wird. Die Deskriptoren rdf XXXratio beschrei-
ben jedoch die Solvatation um alle Protein- und Polymeratome herum, im Gegensatz
zu den Deskriptoren rdfwopeg XX Xratio. Letztere wurden jedoch grofitenteils durch
den ersten Filterschritt im Modellgenerierungsansatz entfernt. Im Gegensatz dazu
wird rdf _500ratio ein sehr grofier Koeffizient zugeordnet. Beim Blick auf die univa-
riaten Regressionen in Abb. D.3 zeigen all diese RDF-Deskriptoren einen leichten
Trend hin zu einer Desolvatation bei negativeren AAG(}—Werten. Dies unterstreicht
die Desolvatationseffekte, die von Price et al. beschrieben wurden. Die entsprechenden

Korrelationen sind jedoch sehr schwach ausgepragt.

Der Deskriptor shellpolratio zeigt ebenso eine leichte Korrelation der Proteinstabili-
sation mit der Desolvatation polarer Aminosduren, was die durch den Winkel 0p,;cc
beschriebene, entropisch giinstige Wasserverdrangung wiedergeben kénnte. Die Be-
deutung dieses Deskriptors fur das Modell ist jedoch gering. Der Deskriptor pegangle
stellt den Winkel zwischen den Massenzentren des Proteins, des Linkers und der Po-
lymerkette dar (angelehnt an [35]) und kann somit als Mafl dafiir dienen, wie sehr das
Polymer zur Proteinoberfliche hin orientiert ist. Mit einem Koeffizienten von -0.08

(geringste relative Gewichtung) hat dieser jedoch keine grofie Bedeutung.

Insgesamt werden durch die Modelldeskriptoren direkte Protein-PEG-Interaktionen
(molbur) als auch Solvenseffekte tiber zahlreiche RDF-/Hydrathiillen-Variablen be-
schrieben. Letzteres konnte die in der Literatur beschriebenen, entropisch giinstigen
Wasserverdrangungen wiedergeben, der wichtigste Parameter molbur ebenso enthal-
pisch giinstige Protein-PEG-Interaktionen. Die ausgewéhlten Variablen bzgl. der Sol-
vatation beriicksichtigen Effekte in vielen verschiedenen Hydrathiillen. Dies macht es

schwierig, die wichtigsten Areale einer Desolvatation genauer zu spezifizieren.

Fine exemplarische Untersuchung des wichtigsten Deskriptors molbur wurde bereits
fiir die Modelle des ersten Ansatzes anhand eines besonders stabiliserten (16-1) und
eines destabilisierten Konjugats (27-1) durchgefiihrt (siehe Kap. 4.1.1.7).

4.1.2.2.6 Alternative Polymerarten

Die Deskriptoren des Modells A2-R6 sind ebenso fiir andere Polymerarten berechen-

bar. Daher wurden fiir die in Kap. 4.3 beschriebenen Pin 1-Varianten mit LPG,



4.1. QSPR-Vorhersagemodelle 107

PMeOx und PEtOx analoge Vorhersagen erstellt (sieche Tab. D.8). Fir die allermeis-
ten Konjugate werden jedoch sehr starke Destabilisationen vorhergesagt (Ausnahme
bildet das Konjugat 19-1) mit -1.25 kcal /mol). Dies legt die Vermutung nahe, dass fiir
diese Polymere separate Vorhersagemodelle generiert werden miissen, was erst nach
zukiinftigen, experimentellen Charakterisierungen erfolgen kann. Vergleicht man die
Mittelwerte der Modelldeskriptoren fiir die PEG-Alternativen mit jenen der Konjuga-
te des TS, so zeigt sich, dass die Vorhersage einer Destabilisierung fiir LPG, PMeOx
und PEtOx besonders durch grofiere Werte von pgbrg bestimmt wird (siehe auch Abb.
D.5). Vor allem LPG kann aufgrund der Hydroxymethylseitenketten sehr viel mehr
iiberbriickende HB ausbilden, weshalb dieser Deskriptor gréflere Werte zeigt.

4.1.2.2.7 Modell A2-R6v2

Im Anschluss an die Analyse des Modells A2-R6 wurde schliefflich die Leistung von
Modellen mit einer reduzierten Anzahl an Deskriptoren untersucht. Hierzu wurden
sukzessive die fiir das Modell A2-R6 unbedeutendsten Deskriptoren entfernt und die
finale Modellgenerierung wiederholt. Durch Entfernung der beiden Deskriptoren pe-
gangle und rdf 200ratio, die eine sehr geringe Bedeutung fiir das Modell A2-R6
zeigten, wurde das abgewandelte Modell A2-R6v2 erhalten (Tab. 4.7, Abb. 4.14),
nur geringfiigig schlechtere statistische Werte zeigt, jedoch 8 statt 10 Deskriptoren
nutzt. Die adjustierten Bestimmtheitsmafie dieses Modells, die die Anzahl verwende-
ter Deskriptoren beriicksichtigen, sind dennoch niedriger als die des Modells A2-R6
(R24qj(TS) = 0.67 und R?%,4;(HS) = 0.73 fiir Modell A2-R6; R?,4;(TS) = 0.63 und
R%,q;(HS) = 0.63 fiir Modell A2-R6v2).

Tabelle 4.7: Statistische Validierungsparameter fiir das Modell A2-R6v2, sowie dessen ver-
wendete Deskriptoren (geordnet nach der Bedeutung fiir das Modell, mit Angabe der Regres-
sionskoeflizienten fiir den skalierten Datensatz). Die Bedeutung basiert auf den t-Werten der
einzelnen Koeffizienten, die aus dem Verhéltnis des jeweiligen Koeffizienten und des dazuge-
horigen Standardfehlers resultieren.

Modell A2-R6v2
RMSErs | 78(TS) | CCCrts | R?ts | RMSEys | 78(HS) | CCChs | R?nus
0.26 0.40 0.78 0.64 0.40 0.67 0.69 0.66
Deskriptor Koeffizient
molbur -0.94
rdfpeg__500 -0.65
rdf _500ratio 1.37
pgbrg 0.20
rdf _700ratio -0.61
shellpego 0.52
rdf _400ratio -0.91
shellpolratio 0.08
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Abbildung 4.14: Auftragung der durch das Modell A2-R6v2 vorhergesagten Differenzen der
freien Faltungsenergien gegen die experimentellen Werte der (A) TS- und (B) HS-Konjugate.

4.1.2.2.8 Fazit

Die besten Modelle fiir jeden Datensatz wurden in Ansatz 2 im Gegensatz zu An-
satz 1 in Kap. 4.1.1 nicht auf Basis der Leistung bzgl. des externen HS, sondern im
Hinblick auf die aus dem TS gebildeten Testsets wiahrend des Generierungsprozesses
ausgewéahlt. Mithilfe dieser erweiterten Kreuzvalidierung fungieren die HS in diesem
Ansatz als externe Validierungssets, gegeniiber jenen die Modelle unvoreingenommen
sind. Dies spiegelt sich auch in den, je nach Datensatz, geringen Leistungen gemafl
Tab. D.6 und D.7 wieder. Modell A2-R6 konnte die beste Leistung fiir das HS erzie-
len, wobei die Leistung fiir das T'S vergleichbar mit den Modellen anderer Datensétze

ist.

Modell A2-R6 konnte besonders stabilisierte und destabilisierte Konjugate des ent-
sprechenden HS erfolgreich einordnen, hat jedoch Probleme, die Rangfolge von Kon-
jugaten in einem engen Bereich zwischen etwa -0.70 bis -0.20 kcal /mol korrekt wieder-
zugeben. Es erzielt fiir ISRL.20-1 eine bessere Vorhersage als die publizierte, kristall-
strukturbasierte Richtlinie von Price et al. [100]. Im Vergleich zu dieser schneidet das

Modell bzgl. des untersuchten Datensatzes auch insgesamt deutlich besser ab (vgl.
Tab. 4.6).

Wie auch beim Modell E in Ansatz 1 sind hierbei sowohl Modulationen der Hydrat-
hiillen als auch direkte Protein-PEG-Interaktionen bedeutend. Letztere werden durch
den Deskriptor molbur wiedergegeben, der auch fiir das Modell E bedeutend ist. Wie
jedoch auch schon fiir die Modelle in Ansatz 1 erwdhnt zeigen sich hier einige Limi-
tierungen. Eine breitere Verteilung an AAG?C—Werten und grofere Datensétze sind
mit einer vergleichbaren Verteilung an Linker- und Proteinstrukturen notwendig, um

eine verléssliche Modellierung zu gewéhrleisten.
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4.1.2.3 Klassifikationsmodell A2-C1

Zur Unterscheidung stabilisierter und destabilisierter Varianten bietet sich alternativ
ein klassifikationsbasierter Ansatz an. Hierbei stellt sich natirlich die Frage nach
einem geeigneten Schwellenwert zur Einteilung, da die meisten Konjugate eine leichte
Stabilisierung aufweisen. Wahrend die Konjugate im ersten Modellgenerierungsansatz
in stark stabilisierte (< 0.40 kcal/mol) und schwach stabilisierte / unbeeinflusste /
destabilisierte (> 0.40 kcal/mol) Varianten eingeteilt wurden, wurde fiir den zweiten
Ansatz die Trennung bei 0 kcal/mol vorgenommen (stabilisiert vs. unbeeinflusst /
destabilisiert). Hier soll das Klassifikationsmodell fiir den ersten Datensatz, genannt
A2-C1, ndher beschrieben werden.

4.1.2.3.1 Allgemeine Leistung

Das Klassifikationsmodell A2-C1 erreicht eine gewichtete Genauigkeit BAccrg von
0.84 und einen AUCpg-Wert von 0.93 (siehe Tab. 4.8). Auch bzgl. des HS sind die
Werte besser als das anfangs vorgestellte Referenzmodell: BAccyg betrdagt 0.77 und
AUCqg 0.83. ROC-Kurven sind in Abb. 4.15 dargestellt.

Tabelle 4.8: Statistische Validierungsparameter fiir das Modell A2-C1, sowie dessen verwen-
dete Deskriptoren (geordnet nach der Bedeutung fiir das Modell, mit Angabe der Regressi-
onskoeffizienten fiir den skalierten Datensatz). Die Bedeutung basiert auf den z-Werten der
einzelnen Koeffizienten, die aus dem Verhéltnis des jeweiligen Koeffizienten und des dazuge-
horigen Standardfehlers resultieren.

Modell A2-C1

AUROCTS AUPRCTS CCRTS BACCTS AUROCHS AUPRCHS CCRHS BACCHS
0.93 0.96 0.93 0.84 0.83 0.81 0.81 0.77
Deskriptor Koeffizient
pegwathbonds -5.16
rdfpeg__ 500 -13.69
rdfpeg_ 400 -14.17
rdfwopeg__400ratio -2.07
molbur 5.05
rdfpeg__ 200 2.99
rdfpeg__300 2.09
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Abbildung 4.15: ROC-Kurven des Modells A2-C1 fiir das TS (blau) und das HS (rot).
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4.1.2.3.2 Einzelne Konjugate

Die Wahrscheinlichkeit, der Klasse der stabilisierten Konjugate zugewiesen zu werden,
ist in Tab. 4.9 wiederum fiir jedes Konjugat des HS separat aufgelistet. Es ldsst sich er-
kennen, dass die meisten Wahrscheinlichkeiten nahe oder genau bei 100 % liegen und
es wenige Félle nahe des Schwellenwerts von 0.50 gibt. Den deutlich destabillisierten
Konjugaten des HS (27-9 und 27-1) werden jedoch korrekterweise Wahrscheinlich-
keiten von unter 50 % zugewiesen. Das Konjugat 16-Z liegt, unter Beriicksichtigung
der Fehlergrenze, sehr nahe an der Grenze um 0 kcal/mol. Diesem wird jedoch ei-
ne Wahrscheinlichkeit von nahezu 100 % zugewiesen. Falsch ist ebenso die Zuweisung
des Konjugats 17-1 zur destabilisierten Klasse. Diese Variante zeigt auch lediglich eine
relativ schwache Stabilisierung von -0.18 4 0.05 kcal /mol. Das Konjugat 1SRL.20-1

wird aber korrekterweise als stabilisiert eingestuft.

Tabelle 4.9: Voraussagen (Wahrscheinlichkeiten, der Klasse der stabilisierten Konjugate
zugewiesen zu werden) bzgl. des HS fiir jedes einzelne Konjugat. Dabei ist in Klammern
angegeben, ob das Konjugat auf Basis dieser Werte als stabilisiert (S) oder nicht stabilisiert
(N) einzustufen ist.

Konjugat Experimenteller Wert Vorhersage
[kcal/mol]
17-1 -0.18 £ 0.05 (S) 0.26 (N)
27-1 0.38 + 0.04 (N) 0.01 (N)
16(S32A)-1 -0.58 £ 0.03 (S) 0.96 (S)
27-9 0.27 £ 0.02 (N) 0.43 (N)
16-Z 0.07 £ 0.05 (N) 1.00 (S)
19-2 -1.19 + 0.02 (S) 1.00 (S)
23(E12L:R14L)-Z | -0.89 + 0.04 (S) 1.00 (S)
23(E12L:R14A)-Z | -0.31 £ 0.02 (S) 1.00 (S)
19(S16F)-1 -1.13 £ 0.07 (S) 1.00 (S)
16+4-26-1 -1.38 £ 0.03 (S) 1.00 (S)
1SRL.20-1 -1.20 £ 0.10 (S) 0.94 (S)

4.1.2.3.3 Modelldeskriptoren

Der wichtigste Deskriptor ist pegwathbonds. Eine geringere Anzahl an HB des Poly-
mers zum Solvens korreliert somit mit einer gréfleren Wahrscheinlichkeit einer Stabi-
lisierung. Ist diese Anzahl geringer, so ist zu erwarten, dass das Polymer stattdessen
mit dem Protein wechselwirkt. Ebenso ist abermals der Deskriptor molbur in der

Auswahl der Variablen vorhanden.

Interessanterweise beschreiben vier der fiinf {ibrigen Deskriptoren die Solvatation der
PEG-Kette in verschiedenen Hydrathiillen. Wie auch im Falle der Deskriptoren von
Modell A2-R6, die eine Modulation der Solvatation beschreiben, zeigen sich hier teil-
weise gegensétzliche Koeffizienten. Dem Deskriptor rdfpeg 400 wird ein negativer
Koeffizient zugewiesen, den Deskriptoren rdfpeg 200, rdfpeg_ 300, rdfpeg 500 ein po-
sitiver. Zusétzlich zu Variablen, die die Solvatation des Polymers beschreiben, be-
schreibt der Deskriptor rdfwopeg 400ratio das Verhéltnis der Solvatation des Prote-

inanteils der Struktur zwischen PEGylierter und unPEGylierter Variante. Diese ist
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im Falle der stabilisierten Varianten niedriger als bei destabilisierten Konjugaten. Ei-
ne Darstellung der univariaten Regressionen ist in Abb. D.4 gezeigt, wobei sich keine

eindeutigen Trends erkennen lassen.

4.1.2.3.4 Alternative Polymerarten

Wie auch schon fiir das Regressionsmodell A2-R6 vorgestellt konnen Vorhersagen fiir
die alternativen Polymere erhalten werden. Diese sind in Tab D.9 gezeigt. Ahnlich zu
Modell A2-R6 werden die allermeisten Konjugate hierbei als destabilisiert eingestuft.
Lediglich die Konjugate 17-A, 19-¢ und 23-¢ werden als stabilisiert klassifiziert. Die
vom Modell ausgegebenen Wahrscheinlichkeiten, der Klasse an stabilisierten Konju-
gaten zugewiesen zu werden, liegen zumeist nahe oder genau bei 0 % oder 100 %, mit
Ausnahme von 17-A (67 %) und 32-X (43 %). Wie bei Modell A2-R6 zeigt ein Blick auf
die Verhéltnisse zwischen den Mittelwerten der PEG-Alternativen und der Konjugate
des TS, weshalb die meisten LPG-/POx-Konjugate als destabilisiert eingestuft wer-
den (siehe Abb. D.6). Diese PEG-Alternativen weisen deutlich mehr HB zum Solvens
auf, wodurch grofiere Werte fiir den Deskriptor peqwathbonds erhalten werden. Hier
wére evtl. eine Normierung dieses Deskriptowerts auf die Polymeroberfliche geeignet

(&hnlich zu den Analysen in Kap. 4.3).

4.1.2.3.5 Fazit

Das Klassifikationsmodell A2-C1 zeigt eine gute Leistung bzgl. des TS und des HS.
Der Deskriptor molbur ist abermals einer der bedeutendsten. Im Hinblick auf die Mo-
dulation der Hydratation spielen jedoch, im Gegensatz zu Modell A2-R6, Deskripto-
ren, die die Solvenshiille des Polymers beschreiben, eine grofiere Rolle. Das von Price
et al. zur Validierung genutzte Konjugat (1SRL.20-1) wird korrekterweise als stabili-
siert eingestuft. Die deutlich destabilisierten Konjugate 27-1 und 27-9 wurden ebenso

erfolgreich klassifiziert.

4.1.2.4 Zusatzliche Modelle
4.1.2.4.1 Parametervergleich

Da zur Simulation der unterschiedlichen Konjugate letztlich drei verschiedene Para-
metrisierungsmethoden zum Einsatz kamen (PyRED, antechamber, monomerbasiert,
siehe Kap. 3.1.3), stellt sich die Frage, ob diese zu einer unterschiedlichen Dynamik des
Polymers fithrten und damit die Werte der verwendeten Deskriptoren beeinflussten.
Zur Untersuchung dessen wurden diese Parametrisierungen exemplarisch am Beispiel
der Konjugationsstelle 16, ausgehend von einer identischen Startkonformation des
PEG-Tetramer-Konjugats, verglichen (Simulationsprotokoll analog zu Kap. 3.1.5).
Die per PyRED parametrisierte Struktur, deren Simulation in dieser Arbeit zur Ge-
nerierung von Vorhersagemodellen diente, wurde hierfiir ein weiteres Mal simuliert,
um ebenfalls die Fluktuationen zwischen verschiedenen Replika mit identischen Pa-

rametern zu untersuchen.
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Abb. 4.16-A und 4.16-B zeigen, dass die Dynamik der Tetramere zum grofien Teil ver-
gleichbar ist, die Polymerdichte der antechamber-Variante ist identisch mit jener der
PyRED-Referenzsimulation. Lediglich die monomerbasierte Parametrisierung scheint
eine geringere Tendenz aufzuzeigen, die Aminoséduren der ersten Schleife im Bereich
um S18 - G20 zu adressieren. Dagegen ist eine etwas groflere Dichte im Bereich des
dritten S-Faltblatts um S32 zu finden.

Zusétzlich wurden relevante Pin 1-unspezifische Deskriptoren aus Ansatz 2 berech-
net. Abb. 4.16-C verdeutlicht, dass die Unterschiede zwischen der PyRED- und der
antechamber-Methode minimal sind und sich im Bereich der Standardfehler der De-
skriptoren und / oder der Unterschiede zwischen zwei PyRED-Replika befinden. Kein
Deskriptor zeigt eine Abweichung von >25 % in Relation zum Wert der PyRED-
Referenztrajektorie. Im Gegensatz hierzu zeigt die Simulation mit monomerbasierten
Parametern fiir einzelne Deskriptoren etwas starker abweichende Werte. Hier finden
sich insgesamt vier Parameter (vgl. Namen in Tab. D.1) mit Abweichungen von tiber
25 %: intoh (134 %), peqwathbonds (152 %), rmsfp (155 %) und pgbrg (243 %). Die
monomerbasierten Parameter wurden allerdings hauptséchlich fiir die gréferen Syste-
me in Kap. 5 verwendet. Im Hinblick auf die generierten Vorhersagemodelle wurden
sie fir die Konjugate 19-B (-0.34 £+ 0.04 kcal/mol), 19-J (-0.37 £ 0.05 kcal/mol),
19-O (-0.72 £ 0.07 kcal/mol) und 19-U (-0.61 £ 0.04 kcal/mol) genutzt. Es handelt
sich somit um einen sehr geringen Anteil an Konjugaten und Deskriptoren des gesam-
ten Datensatzes und diese Varianten stellen keine besonders stark (de-)stabilisierten
Mutanten dar, sodass kein entscheidender Finfluss der Deskriptorwerte dieser vier

Konjugate bei der Modellgenerierung anzunehmen ist.

Zur weiteren Untersuchung wurden diese vier genannten Konjugate im Anschluss auch
nochmal mit der PyRED-Methode neu parametrisiert und simuliert. Im Zuge einer
erneuten Deskriptorberechnung wurden ebenfalls die in Kap. 4.1.2.2 zu Modell A2-R6
beschriebenen, verschiedenen Abwandlungen des Price-Winkels (zu ndchstgelegenen
(a)polaren oder aromatischen Aminosduren), die in univariaten Regressionen keine
iiberzeugenden Korrelationen zeigten, als zusatzliche Deskriptoren in diesen aktuali-
sierten Datensatz integriert (vgl. Tab. D.1). Mit letzterem wurden dann geméfl Ansatz
2 nochmal neue Modelle generiert. Fiir den Datensatz 1 gemafl Tab. 3.3 konnten zu
den Modellen A2-R6 und A2-C1 vergleichbar gute Regressions- als auch Klassifikati-
onsmodelle erhalten werden. Diese wurden als A2v2-R1 und A2v2-C1 bezeichnet und

sollen im Folgenden kurz beschrieben werden.
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Abbildung 4.16: (A) Illustration der Polymerschweratome (alle 5 ns) und des Proteinriick-
grats (alle 20 ns) fiir vier verschiedene Simulationen des Konjugats 16-1: per Parametrisie-
rung iiber die PyRED-Methode (dunkelblau, Referenzsimulation), per Parametrisierung tiber
die antechamber-Methode (rot), per fragmentbasierter Parametrisierung mittels antechamber
(griin), sowie ein weiteres Replikon der mit PyRED parametrisierten Struktur (cyan). (B)
Dichten der Polymerschweratome (Durchschnitt aller Momentaufnahmen, Isowert: 0.04). (C)
Prozentuale Abweichung der Deskriptorwerte (relevante Deskriptoren des Modells A2-R6, sie-
he Kap. 4.1.2.2) vom Wert, der fir die Referenzsimulation berechnet wurde. Dabei sind die
Mittelwerte der vier verschiedenen Simulationen als Punkte gezeigt, die dazugehorigen Stan-
dardfehler sind durch entsprechend eingefarbte Bereiche gekennzeichnet.

4.1.2.4.2 Modell A2v2-R1

Die statistischen Werte von Modell A2v2-R1 sind in Tab. 4.10 aufgefiihrt und Re-
gressionen sind in Abb. 4.17 gezeigt. Fiir das Konjugat 1SRL.20-1 wird ein Wert
von -0.98 £ 0.22 kcal/mol berechnet (lediglich 27-1, 19(S16F)-1 und 16+4-26-1 werden
in hohere ADAN-Kategorien eingestuft). Interessanterweise werden vier verschiede-
ne Price-Winkel als Deskriptoren verwendet. Die Koeffizienten von pricel und price3
(Varianten des urspriinglichen Winkels) deuten, &hnlich wie bei vorherigen Model-
len, auf gegeneinander ausgleichende Effekte hin. Dabei konnen die Koeffizienten der
Deskriptoren price3pol und price2arom auf eine Orientierung des Polymers weg von
polaren hin zu apolaren Aminosdureseitenketten gedeutet werden, was wiederum die
Hypothese einer Desolvatation apolarer Proteinoberflichen unterstiitzt [103]. Der Ko-
effizient des zusétzlichen Deskriptors peqwathbonds deutet, dhnlich wie zuvor molbur,
abermals auf eine Stabilisierung durch eine Bedeckung des Proteins durch das Polymer
hin. Wahrend univariate Regressionen der Price-Winkel also keine guten Korrelatio-

nen zeigten, fithrte eine Kombination zu einem relativ guten multivariaten Modell.
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Tabelle 4.10: Statistische Validierungsparameter fiir das Modell A2v2-R1, sowie dessen ver-
wendete Deskriptoren (geordnet nach der Bedeutung fiir das Modell, mit Angabe der Regres-
sionskoeffizienten fur den skalierten Datensatz). Die Bedeutung basiert auf den t-Werten der
einzelnen Koeffizienten, die aus dem Verhéltnis des jeweiligen Koeffizienten und des dazuge-
horigen Standardfehlers resultieren.

Modell A2v2-R1
RMSEtg | 78(TS) | CCCrs | R?rs | RMSEys | 78(HS) | CCCyls | R%us
0.22 0.58 0.84 0.72 0.35 0.75 0.85 0.77
Deskriptor Koeffizient
price3pol -0.33
price2arom 0.34
pegwathbonds 0.35
priced 0.44
totalint 0.22
shellpego -0.30
pricel -0.33
rdfoh__300ratio -0.11
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Abbildung 4.17: Auftragung der durch das Modell A2v2-R1 vorhergesagten Differenzen der
freien Faltungsenergien gegen die experimentellen Werte der (A) TS- und (B) HS-Konjugate.

4.1.2.4.3 Modell A2v2-C1

Die Statistiken und Deskriptoren zu Modell A2v2-C1 sind in Tab. 4.11 und die ROC-
Kurven in Abb. 4.18 gezeigt. Auch in diesem Falle kommt der Winkel price3pol zur
Anwendung, zuséatzlich zu verschiedenen RDF-Deskriptoren und, wie bei Modell A2-
R1, dem Deskriptor pegqwathbonds. Fiir 1SRL.20-1 wird eine Wahrscheinlichkeit von

99 % der Zugehorigkeit zur Klasse stabilisierter Konjugate vorausgesagt.
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Tabelle 4.11: Statistische Validierungsparameter fiir das Modell A2v2-C1, sowie dessen ver-
wendete Deskriptoren (geordnet nach der Bedeutung fiir das Modell, mit Angabe der Regres-
sionskoeflizienten fiir den skalierten Datensatz). Die Bedeutung basiert auf den z-Werten der
einzelnen Koeffizienten, die aus dem Verhéltnis des jeweiligen Koeffizienten und des dazuge-
horigen Standardfehlers resultieren.

Modell A2v2-C1
AUROCts | AUPRCts | CCRts | BAcers | AUROCys | AUPRCyhys | CCRys | BAceys
0.91 0.95 0.93 0.80 0.88 0.83 0.82 0.67
Deskriptor Koeffizient
peqwathbonds -2.15
price3pol -1.36
rdfpeg_ 200 1.26
rdfpeg__300 -14.86
rdfpeg_400 14.23
rdfwopeg__400ratio -2.52
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Abbildung 4.18: ROC-Kurven des Modells A2v2-C1 fiir das TS (blau) und das HS (rot).

4.1.2.5 Fazit

Der abgewandelte Modellgenerierungsansatz 2 fiithrte zu den finalen Modellen A2-R6,
A2-C1, A2v2-R1 und A2v2-Cl. Auch wenn diese auf den ersten Blick leicht ver-
schlechterte statistische Werte im Vergleich zu den komplexeren Modellen E und F
des ersten Ansatzes zeigen, so basieren sie auf fiir kleinere Datensétze besser geeig-
neten Modellarten und wurden mittels eines erweiterten Kreuzvalidierungsverfahrens
und besseren Holdout-Sets genauer auf ihre préadiktive Leistung in Bezug auf externe
Konjugate hin untersucht. Abermals wurden v. a. molbur sowie viele verschiedene

Solvatationsdeskriptoren zur Modellierung genutzt.

Alle vier genannten Modelle des Ansatzes 2 stuften die von Price et al. zur Vali-
dierung genutzte Src SH3-Doméne als stabilisiert ein, die Regressionsmodelle A2-R6
und A2v2-R1 zeigten zudem im Vergleich zur strukturbasierten Richtlinie verbesserte
Vorhersagen. Eine bessere Leistung des Modells A2-R6 gegeniiber letzterer Richtlinie

wurde durch analoge Winkelmessungen fiir den gesamten Datensatz 6 verdeutlicht.



116 Kapitel 4. Ergebnisse: Modellproteine

Aus diesen Ergebnissen lésst sich schlieflen, dass die von Price et al. publizierte Richt-
linie lediglich fiir einen kleinen Teil der Asn-Konjugate geeignet ist, die in dieser Ar-
beit erstellten Modelle jedoch bessere Leistungen fiir deutlich erweiterte Datensétze
zeigen. Vergleichbare Leistungen zwischen den Modellen A2-R6 und A2v2-R1 deu-
ten darauf hin, dass einerseits die monomerbasierte Parametrisierung einiger weniger
Konjugate fiir das Modell A2-R6 keinen entscheidenden Einfluss auf die Leistung
der finalen Modelle zeigte, und dass andererseits eine Kombination verschiedener Ab-
wandlungen des Price-Winkels zu einem recht guten Modell fithren kann. Durch solche
Abwandlungen (bspw. price2arom) kénnen von Price et al. in spiteren Publikatio-
nen erwahnte Hypothesen abgebildet werden (so z. B. eine PEG-Orientierung hin zu
apolaren Bereichen). Fur die PEG-Alternativen LPG, PMeOx und PEtOx konnten

durch weitere Messungen analoge Modelle erstellt werden.

Fiir die zusatzlich simulierten WW-Konjugate, zu denen von Price et al. noch keine
experimentellen Charakterisierungen vorgenommen wurden (siehe Kap. 3.1.2.2), sind
die Vorhersagen der Modelle aus Ansatz 2 in Tab. 4.12 gezeigt. Zukiinftige experi-
mentelle Charakterisierungen dieser Varianten kénnten zur weiteren Evaluation aller

in dieser Arbeit generierten Modelle herangezogen werden.

Tabelle 4.12: Vorhersagen der Modelle A2-R6, A2-C1, A2v2-R1 und A2v2-C1 zu den zuséitz-
lich simulierten, von Price et al. nicht experimentell charakterisierten Konjugaten. Im Falle
der Regressionsmodelle sind die Vorhersagen mit den ADAN-Konfidenzintervallen aufgelistet
(NA = auflerhalb der AD), fir die Klassifikationsmodelle sind die Klassifizierungen mit der
Wahrscheinlichkeit zur Zuordnung zur Klasse der stabilisierten Konjugate gezeigt.

Konjugat A2-R6 [kcal/mol] A2-C1 A2v2-R1 [kcal/mol] A2v2-C1
7-1 101 £ 0.25 S (1.00) NA S (1.00)
11-1 093 £ 0.25 S (1.00) 092 £ 0.22 S (0.98)
12-1 029 £ 0.25 S (0.96) 038 £ 0.22 S (0.99)
13-1 024 + 0.25 S (0.84) 20.89 + 0.22 S (0.69)
15-1 031 £ 0.25 N (0.35) 017 £ 0.22 S (0.67)
21-1 -0.33 £ 0.25 S (0.71) -0.65 £ 0.22 S (0.87)
22-1 -1.10 £ 0.25 S (1.00) -0.84 + 0.22 S (1.00)
24-1 -0.77 £ 0.25 N (0.01) 1.07 £ 0.44 N (0.03)
25-1 20.79 + 0.25 S (0.99) 0.62 + 0.22 S (0.99)
31-1 2040 £ 0.25 S (0.37) 2038 £ 0.44 S (0.98)
33-1 -0.15 £ 0.25 N (0.24) 0.29 £+ 0.22 S (0.81)
35-1 077 £ 0.25 S (0.99) 0.64 £ 0.22 S (0.98)
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4.2 Metadynamik-Simulationen

Wohltemperierte Metadynamik-Simulationen mit jeweils acht ,Walkern®, bei denen
Distanzen zwischen den S-Faltblattern als CV dienten, wurden fiir die exemplarischen
Konjugate 16-1 (-0.90 £ 0.03 kcal/mol) und 27-1 (0.38 £ 0.04 kcal/mol) sowie deren
unkonjugierte Varianten durchgefithrt. Hierdurch sollte untersucht werden, ob der
von Price et al. gemessene energetische Unterschied in silico durch eine (partielle)
Entfaltung wiedergegeben werden kann. CV 1 stellt dabei die Entfernung zwischen
den p-Faltblittern 1 und 2 dar, CV 2 dagegen jene zwischen den [-Faltblattern 2
und 3.

4.2.1 Energiediagramme

In Abb. 4.19 ist die freie Energie als Funktion der beiden CV fiir alle vier untersuchten
Systeme dargestellt. Dabei sind die Energieminima eingezeichnet, die durch das R-
Paket metadynminer erkannt wurden. Das 2D-Energiedagramm wird standardméfig
in 8 x 8 Bins unterteilt und in jedem dieser Abschnitte wird das Energieminimum
bestimmt. Alle gefundenen Minima werden dann nach ihrer Energie sortiert und
mit Buchstaben gekennzeichnet. Die Anzahl an Bins zur Unterteilung ist prinzipiell

veranderbar.

Diese Diagramme zeigen zunéchst, dass eine volle Entfaltung entlang der CV 2 fiir 16-
1 wahrscheinlicher als im Falle der unkonjugierten Variante ist (vgl. Minimum C von
16 mit Minimum F von 16-1). Dagegen zeigt sich bei dem destabilisierten Konjugat
27-1 eine hohere Entfaltungstendenz im Vergleich zur unkonjugierten Mutante (vgl.
fehlendes Minimum fiir 27 mit Minimum D von 27-1). Im Falle des Konjugats 27-1 ist
ebenso eine grofiere Entfaltungstendenz entlang CV 1 zu beobachten (Minimum E von
27-1). Allerdings lésst sich dies auch beim stabilisierten Konjugat 16-1 beobachten
(Minimum D von 16-1). Wie in Kap. 1.5.1.1 erwdhnt ist eine Entfaltung entlang
der CV 2 geméf [255] fiir eine strukturell dhnliche WW-Doméne wahrscheinlicher
als entlang der CV 1, da ein Ubergang entlang CV 2 eine geringere Energiebarriere
darstellt. Es kann daher angenommen werden, dass die CV 2 initiale Vorgéinge einer
kompletten Proteinentfaltung beschreibt. In keiner der Energiediagramme ist eine

komplette Entfaltung zu beobachten.

4.2.2 Konvergenz

Im Zuge einer Berechnung energetischer Differenzen sollte die Konvergenz der Sys-
teme evaluiert werden, da die oben beschriebenen Unterschiede in den erkannten
Minima von einem unzureichenden Sampling herrithren kénnen. Fir Metadynamik-
Simulationen kann hierzu die Energiedifferenz der registrierten Minima zum globalen
Minimum iiber die Simulationszeit hinweg untersucht werden. Andert sich diese Diffe-
renz gegen Ende der Stichprobennahme nicht mehr deutlich, so kann eine Konvergenz

angenommen werden.
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Abbildung 4.19: Energiediagramme fiir die Simulationen von 16, 16-1, 27 und 27-1. Die
durch das metadynminer-Paket erfassten Energieminima sind durch Buchstaben gekennzeich-
net. Zusitzlich sind die weiter unten beschriebenen Uberginge als rote Linien eingezeichnet
(siehe Kap. 4.2.3).
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In Abb. 4.20 sind die Energiedifferenzen der Minima tiber die Zeit hinweg illustriert.
Einige detektierte Minima zeigen gegen Ende der Simulationen weiterhin grofie Fluk-
tuationen, so z. B. Minimum E der Variante 16 oder Minimum F der Variante 16-1.
Fiir einen energetischen Vergleich (vide infra) wurde eine partielle Entfaltung entlang
der CV 2 (bis 1.5 - 1.6 A) untersucht, da diese Minima bzgl. der Energiedifferenzen

gegen Ende relativ geringe Fluktuationen zeigen.
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Abbildung 4.20: Verlauf der energetischen Differenzen zwischen den registrierten Minima
und den globalen Minima {iber die Simulationszeit hinweg.

4.2.3 Energiedifferenzen

Es stellt sich die Frage, ob die von Price et al. erkannten (De-)stabilisierungen tiber
die registrierten Energieminima wiedergegeben werden kénnen. Eine vollstandige Ent-
faltung wurde nicht beobachtet, und die Energielandschaften zeigen teils unterschied-
liche Minima, was einen Vergleich erschwert. In allen vier Simulationen jedoch lasst

sich ein Energieminimum im Hinblick auf CV 2 zwischen 1.5 und 1.6 A erkennen.
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In Tab. 4.13 sind daher die Differenzen dieser Minima zum jeweils globalen Mini-
mum aufgefithrt. Die dazu angegebenen AAG-Werte vergleichen die energetischen
Unterschiede der Differenzen in der unPEGylierten und der PEGylierten Variante. In
Ubereinstimmung mit einer Destabilisierung zeigt sich im Falle des Konjugats 27-1 ein
geringerer energetischer Unterschied des untersuchten Ubergangszustands zur nativen
Struktur im Vergleich zur unPEGylierten Variante. Das stabilisierte Konjugat 16-1
zeigt dagegen eine leicht hohere Differenz. Die angegebenen Fehler basieren auf einem
Vergleich der minimalen und maximalen Energiedifferenzen zum globalen Minimum
in den letzten 10, 15 und 20 ns der ,Walker®. Unter Beriicksichtigung dieser letzten
Nanosekunden lassen sich relativ stabile Energiewerte mit geringen Fehlerbereichen
ermitteln.

Tabelle 4.13: Berechnung der energetischen Differenzen der Ubergangszustinde zum glo-
balen Minimum (AG). Der angegebene Fehler stellt die Differenz des grofiten Energieunter-
schieds zum niedrigsten Unterschied innerhalb der letzten X ns dar (fir X =10 / 15 / 20 ns).
Der Wert AAG stellt den Unterschied dieser Differenzen dar (Energieunterschiedunprcytiert

- Energieunterschiedpgpgyliert). Dazugehorige Fehler wurden tiber das GaufBische Fehlerfort-
pflanzungsgesetz ermittelt.

Variante | Ubergang AG Fehler [kcal/mol] S Fehler [kcal/mol]
[kcal/mol] [kcal/mol]

16 A ->D 9.96 0.06 / 0.10 / 0.20

/0.10/ -0.11 0.07 / 0.16 / 0.26
16-1 A >E 10.07 0.04 /0.12 / 0.16
27 A ->C 10.85 0.01 / 0.06 / 0.11

/ / 1.02 0.13 /0.19 / 0.21
27-1 A->B 9.83 0.13 /0.18 / 0.18

Die berechneten energetischen Differenzen beriicksichtigen lediglich die Unterschie-
de zwischen den Minima, fiir eine weitere Evaluation der Energiebarrieren zwischen
diesen Zustanden wurde die NEB (Nudged elastic band)-Methode genutzt, die den
minimalen Pfad (Abb. 4.21) zwischen zwei Minima berechnet [321]. Die ermittelten
Energiebarrieren (Aktivierungsenergien AG7) fiir die in Tab. 4.13 aufgefiihrten Uber-
ginge sind in Tab. 4.14 aufgelistet. Die Energiebarriere ist im Falle der destabilisierten

Variante 27-1 geringer als bei der unkonjugierten Mutante.

4.2.4 Polymerdynamik

Ungeachtet energetischer Differenzen kénnen diese Simulationen dazu dienen, die Dy-
namik der Polymere wahrend des Faltungsprozesses zu interpretieren. Generell scheint
die Entfaltung entlang der CV 1 zunéchst iber einen Bindungsbruch der HB in der
Néhe der ersten Schleife zu geschehen (also beginnend bei R215-S16y), wihrend die
Entfaltung entlang der CV 2 nicht von der zweiten Schleife aus sondern mit einer
Auflésung der HB am Ende des dritten g-Faltblatts (Q330-Y245) beginnt. Wie kann
PEG an der Konjugationsstelle 16 zu einer Stabilisierung fithren? In Ubereinstim-
mung mit der in Kap. 4.1.1.7 beschriebenen héheren Tendenz zur Bedeckung der
Proteinoberflédche im Vergleich zu 27-1 kann die Polymerkette auch wéihrend des Ent-

faltungsprozesses mit den Aminoséuren wechselwirken (Abb. 4.22).
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Abbildung 4.21: Schematische Darstellung der geeignetsten Pfade auf Basis der NEB-
Methode zwischen den globalen Minima und den in Tab. 4.13 beschriebenen Energieminima.
Das Kennzeichen # gibt die dabei registrierte Energiebarriere an. Die Pfade sind ebenso in
Abb. 4.19 als rote Linien gekennzeichnet.

Tabelle 4.14: Berechnung der Energiebarrieren zum Zeitpunkt der jeweils letzten Moment-
aufnahme in Bezug auf die aufgelisteten Ubergiinge. Ebenso wird die Differenz dieser AG7-
Werte zwischen der unPEGylierten und der PEGylierten Variante gezeigt.

Variante | Ubergang | AG# [kcal/mol] | AAG# [kcal/mol]
1 A ->D 11.11
6 = -0.04
16-1 A ->E 11.15
27 A ->C 12.41
1.97
27-1 A ->B 10.44

Das Polymer wechselwirkt mit S19 und R21 und legt sich dabei auf das bei der
Entfaltung dem Solvens zugénglich werdende Areal. Diese Dynamik kénnte den Ent-
faltungsprozess modulieren. Auch bei einer Loslosung des dritten g-Faltblatts konnte
die Entfaltung durch PEG an dieser Konjugationsstelle erschwert werden, da das
Polymer, wie in Kap. 4.3.1 weiter unten beschrieben, mit S32 dieses Faltblatts inter-
agiert. Im Gegensatz hierzu zeigt sich bei dem destabilisierten Konjugat 27-1, dass
die Polymerkette keine Areale des Entfaltungsprozesses adressiert. Wie auch im Fal-
le der entsprechenden klassischen MD (vgl. Kap. 4.1.1.7) liegt PEG hauptséchlich
solvensexponiert vor. Die relativ stabile Wechselwirkung des Linker-Amids mit der

Seitenkette von E12 wird beim Entfaltungsprozess aufgehoben.
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Diese Beobachtungen deuten also darauf hin, dass sich die PEG-Ketten bei Entfal-
tungsprozessen auf die freiwerdenden Areale legen und so zu einer Stabilisierung bei-
tragen konnen. Dies kénnte die Hypothese aus [96] stiitzen. Hierin wurde, in Analogie
zu Chaperonen, eine polymerbasierte erleichterte Riickfaltung zur nativen Struktur

durch eine Etablierung stabilerer partiell entfalteter Strukturen postuliert.

4.2.5 Fazit

Die erhaltenen Energiediagramme und die daraus berechneten Differenzen spiegeln
die Stabilisierung von 16-1 und die Destabilisierung von 27-1 rein qualitativ wider,
jedoch deuten die Fluktuationen der meisten Energiedifferenzen in Abb. 4.20 auch
nach 2.4 ps Simulationszeit auf eine mangelnde Konvergenz hin, weshalb der Fokus
auf eine partielle Entfaltung entlang CV 2 gelegt wurde. Es wére dahingehend inter-
essant, deutlich ldngere Simulationen der Konjugate 16-2 (-1.70 + 0.03 kcal/mol) und
27-2 (1.26 £+ 0.06 kcal/mol) durchzufiithren, da hierbei der experimentell ermittelte

energetische Unterschied noch grofier ist.

Unabhéngig von der Eignung der Simulationen zur Berechnung der Energiedifferenzen
konnte beobachtet werden, dass PEG im Falle der destabilisierten Variante entfaltete
Areale adressiert. Dies konnte den weiteren Entfaltungsprozess verhindern. Im Ge-
gensatz dazu interagierte die Polymerkette im Falle der destablisierten Variante nicht

mit diesen Bereichen.

Abbildung 4.22: Exemplarische PEG-Konformationen im Falle einer partiellen Entfaltung.
Gezeigt sind Entfaltungen entlang (A) der CV 1 und (B) der CV 2 fiir 16-1, sowie entlang
(C) der CV 1 und (D) der CV 2 fiir 27-1. Im Falle des Konjugats 16-1 streckt sich die
PEG-Kette entlang des entfalteten Areals, wihrend bei 27-1 keine Interaktionen beobachtet
werden koénnen.
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4.3 Vergleich der Polymere

Im Folgenden wird die Dynamik der vier Polymervarianten PEG, LPG, PMeOx und
PEtOx in den Modellprotein-Konjugaten beschrieben und vergleichend gegeniiberge-
stellt. Jede Konjugationsstelle wird auf einer Doppelseite mithilfe der in Kap. 3.1.8 be-
schriebenen Figenschaften vorgestellt. Diese Untersuchungen umfassen Interaktions-
energien (mit -1 multipliziert), sowie Informationen zum Bedeckungsgrad der Protein-
und Polymeroberflachen, zu der Anzahl an Protein-Polymer HB, der Solvatation der
Polymerkette und den Fluktuationen des Proteinriickgrats und des Polymers. Zusétz-
lich wurden die Simulationen visuell analysiert. Exemplarische Momentaufnahmen,
die auf Basis dieser Analysen als charakteristisch fiir die Trajektorien mit Fokus auf
mogliche Unterschiede hinsichtlich der Protein-Polymer-Wechselwirkungen angesehen
wurden, werden ergidnzend zu einer entsprechenden Beschreibung der Polymerdyna-

mik présentiert.

Es werden 13 Konjugationsstellen der Pin 1 WW-Doméne mit Asparagin-Linker vor-
gestellt: 14, 16, 17, 18, 19, 21, 23, 26, 27, 28, 29, 30 und 32. Dabei handelt es sich
um Positionen aus den verschiedenen Strukturelmenten (8-Faltblatter und Schleifen 1
und 2), welche von Price et al. bereits in Bezug zu PEG experimentell charakterisiert
wurden und fiir die entsprechende zusétzliche Simulationen zu den alternativen Poly-
meren durchgefithrt wurden (vgl. Kap. 3.1.2.2). Im Falle des Her2-Affibodys werden
insgesamt 15 Konjugationsstellen mit Cystein-Maleimid-Linker vorgestellt: 7, 8, 15,
21, 23, 25, 29, 33, 39, 43, 46, 47, 49, 50 und 53. Diese Auswahl basierte auf bei der Bin-
dung des Affibodys an Her2 freiliegenden Proteinarealen, sowie den strukturbasierten
Richtlinien von Price et al. (vgl. Kap. 3.1.2.2).

Ein Einschub dieser systematisch dargestellten Analysen soll hier gezeigt werden, da
sie als Datengrundlage fiir die im Anschluss fiir beide Proteine aufgefiihrten, zusam-
menfassenden Vergleiche (siehe Kap. 4.3.3) dienen. Hierbei werden sowohl Unterschie-

de zwischen den Polymerarten als auch den Konjugationsstellen beleuchtet.
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4.3.1 Pin 1-Konjugate
4.3.1.1 Konjugationsstelle 14

Die Interaktionsprofile der Polymere sind vergleichbar (Abb. 4.24), wobei die POx-
Varianten stérkere Interaktionen mit Y23 und F25 zeigen, PMeOx speziell auch mit
S32 und F34. Die gréfieren POx-Polymere fithren zur Bedeckung einer gréfieren Prote-
inoberflache. LPG ist am flexibelsten, kann aber im Vergleich zu den POx-Varianten
aufgrund der Hydroxylgruppen mehr HB zum Protein aufbauen. PEG orientiert sich
vornehmlich zum dritten S-Faltblatt hin und wechselwirkt dadurch mit Y23, F25
und S32 (Abb. 4.23-A). Es ist zwischen den aromatischen Gruppen von Y23 und F25
positioniert, teils auch in der Ndhe von R17. Andererseits kann es sich auch in die
andere Richtung umorientieren und mit K13 und M15 wechselwirken. Die Hydro-
xylgruppen von LPG interagieren v. a. mit dem Solvens und dem Polymerriickgrat.
Die Struktur befindet sich hauptséchlich im selben Areal wie PEG, Interaktionen mit
R17 sind aber haufiger zu beobachten (Abb. 4.23-B). Weiterhin sind Konformationen
zu registrieren, in denen sich LPG entlang des ersten und zweiten [S-Faltblatts in
Richtung H27 streckt. PMeOx verbleibt sehr stabil zwischen den Aromaten von Y23
und F25, wechselwirkt hierbei auch mit den Seitenketten von R17 und S32 (Abb.
4.23-C). Wahrend der Simulation kommt es auch zur Umlagerung der endstdndigen
Monomere hin zum Aromaten von F34, wobei die Seitenkette des Monomers zumeist
parallel auf dem aromatischen Ring aufliegt. Im Falle von PEtOx kommt es selten
zur Ausstreckung zum dritten S-Faltblatt, es interagiert v. a. mit dem Riickgrat von
R17 und dem Aromaten von Y23 (Abb. 4.23-D). Teilweise befindet es sich auch tiber
F25 Richtung H27 und N30.

Abbildung 4.23: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 14 von Pin 1 WW. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosiuren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.24: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 14 von Pin 1 WW. Die
oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall von
10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist orange,
LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe sind
diese Momentaufnahmen als Sphéren {ibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigenschaf-
ten dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle der

aminosdurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund ge-
kennzeichnet.
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4.3.1.2 Konjugationsstelle 16

Im Gegensatz zur Konjugationsstelle 14 zeigen die POx-Polymere grofiere RMSF-
Werte (Abb. 4.26), da die Monomere nicht zwischen den Aromaten von Y23, F25
und F34 positioniert sind. PEG windet sich um die erste Schleife zwischen den Sei-
tenketten von R17 und R21 zum Riickgrat von G20 hin (Abb. 4.25-A). Teilweise
orientiert es sich auch zu S32 oder auf die andere Seite der ersten Schleife zu M15
und R17. LPG befindet sich ebenso hauptsichlich neben R17 in unmittelbarer Néahe
der ersten Schleife, in einer geknéuelten oder gestreckten Konformation (Abb. 4.25-B).
Mit dieser Aminoséure zeigt es die im Vergleich zu allen Polymerarten grofite Inter-
aktionsenergie. Die ersten Monomere wechselwirken auch mit Y23 und F34. Wahrend
die PMeOx-Monomere initial auch in der Ndhe von R17 vorzufinden sind, wechseln
sie ihre Ausrichtung hin zu den Aminosiuren S32 und F34 (Abb. 4.25-C). Dabei sind
wiederum zu Y23 und F34 parallel ausgerichtete Polymerseitenketten zu beobach-
ten. PEtOx bildet eine ausgestreckte Konformation um die erste Schleife. Alternativ
wechselwirkt es mit Y23, N30, S32 und F34 (Abb. 4.25-D).

Abbildung 4.25: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 16 von Pin 1 WW. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefidrbt. Ausgewéahlte zusétzliche Aminoséduren in Polymerna-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.26: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 16 von Pin 1 WW. Die
oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall von
10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist orange,
LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefdrbt. Im letzten Bild der obersten Reihe sind
diese Momentaufnahmen als Sphéren {ibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigenschaf-
ten dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle der
aminosiurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund ge-

kennzeichnet.
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4.3.1.3 Konjugationsstelle 17

Nur PMeOx verweilt hauptsédchlich auf der Proteinoberfliche, was in einer deutlich
grofieren Bedeckung des Proteins und stérkeren Interaktionen resultiert (Abb. 4.28).
PEG éandert seine Konformation im Laufe der Simulation sehr haufig, einzig zwischen
S32 und F34 entlang der Oberfliche von Y23 lassen sich relativ stabile Wechselwir-
kungen beobachten (Abb. 4.27-A). Ahnlich zu PEG ist auch LPG recht flexibel und
interagiert vornehmlich mit sich selbst oder dem Solvens (Abb. 4.27-B). Daher kann
keiner stabile Konformation hin zu F34 kann beobachtet werden. PMeOx fluktuiert
hingegen nicht im Bereich der Konjugationsstelle um die erste Schleife, sondern bil-
det sehr schnell stabile Wechselwirkungen zu Y23, F25, sowie mit den terminalen
Monomeren zu den Riickgraten von N30 und A31 (Abb. 4.27-C) und den initialen
Monomeren zur Seitenkette von R14. PEtOx zeigt andere Dynamiken, da es, &hnlich
wie PEG und LPG, im Bereich der ersten Schleife fluktuiert. Hier wechselwirkt es
teilweise mit der Carbonylgruppe von S18 (Abb. 4.27-D). Entsprechend weist es im
Vergleich zu den anderen Konjugationsstellen recht hohe RMSF-Werte auf.

Abbildung 4.27: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 17 von Pin 1 WW. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefidrbt. Ausgewéahlte zusétzliche Aminoséduren in Polymerna-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.28: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 17 von Pin 1 WW. Die
oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall von
10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist orange,
LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe sind
diese Momentaufnahmen als Sphéren {tibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigenschaf-
ten dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle der
aminosiurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund ge-
kennzeichnet.
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4.3.1.4 Konjugationsstelle 18

Position 18 zeigt die grofiten Unterschiede hinsichtlich der Polymerdynamik, wodurch
auch die Interaktionsprofile deutliche Differenzen aufweisen (Abb. 4.30). PMeOx ist
das einzige Polymer mit Wechselwirkungen zu Y23, S32, Q33 und F34, PEtOx da-
gegen zeigt Interaktionen mit K13, R14 und M15. LPG adressiert lediglich R17. Die
PEG-Alternativen zeigen wesentlich hohere RMSF-Werte. PEG orientiert sich zu M15
und R17 hin, mit Wechselwirkungen zum eigenen Asparagin-Linker. Ofters aber zeigt
es Konformationen um die andere Seite der Schleife herum, abgewandt von M15 (Abb.
4.29-A). Zwischenzeitlich fluktuiert das Polymer im Solvens. LPG adressiert nur sel-
ten die Seite der ersten Schleife mit M15. Es ist hauptséchlich solvensexponiert und
interagiert mit sich selbst oder der Seitenkette von R17 (Abb. 4.29-B). In manchen
Momentaufnahmen zeigt es in Richtung des zweiten und dritten g-Faltblatts. PMe-
Ox liegt nicht solvensexponiert vor, sondern streckt sich hin zum Aromaten von Y23,
ebenso zu F34 und S32 (Abb. 4.29-C). Im Gegensatz hierzu orientiert sich PEtOx v.
a. auf die proteinabgewandte Seite der Schleife und interagiert mit dem hydrophoben
Areal von K13, M15 und V22 (Abb. 4.29-D). Die terminale Carbonylgruppe kann
mit der positiv geladenen Seitenktte von K13 wechselwirken. Zu Beginn fluktuiert

das Polymer im Solvens, abgewandt vom Protein.

Abbildung 4.29: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 18 von Pin 1 WW. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosiuren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.30: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 18 von Pin 1 WW. Die
oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall von
10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist orange,
LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe sind
diese Momentaufnahmen als Sphéren {ibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigenschaf-
ten dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle der
aminosiurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund ge-
kennzeichnet.
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4.3.1.5 Konjugationsstelle 19

An dieser Stelle zeigt PEtOx die grofftmogliche Oberflachenbedeckung, den gerings-
ten RMSF-Wert und die starkste Interaktionsenergie (Abb. 4.32), hauptséchlich mit
Aminosduren der ersten Schleife. PEG windet sich um die erste Schleife und inter-
agiert mit dem Amidriickgrat von G20, sowie mit R21 mithilfe des Asparagin-Linkers
(Abb. 4.31-A). Eine Orientierung zu S32 und F34 ist nur selten zu beobachten. LPG
liegt solvensexponierter, abgewandt vom Protein, vor. Es interagiert mit der Seiten-
kette von R21 und, fiir kiirzere Zeit, mit der entfernt gelegenen Aminosiure E35 (Abb.
4.31-B). PMeOx ist zur Riickseite der ersten Schleife orientiert und wechselwirkt mit
dem Riickgrat von R17, sowie mit M15 (Abb. 4.31-C). Zu Beginn ist das Polymer in
der Nédhe von S32 und F34 positioniert. PEtOx verbleibt auf dem Aromaten von Y23
und interagiert mit S32 iiber die terminale Carbonylgruppe, wiahrend die Seitenkette
von R21 ebenfalls in der Nahe des Polymers verbleibt (Abb. 4.31-D).

i

Abbildung 4.31: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 19 von Pin 1 WW. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosiuren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.32: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 19 von Pin 1 WW. Die
oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall von
10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist orange,
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ten dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle der
aminosdurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund ge-
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4.3.1.6 Konjugationsstelle 21

Das Interaktionsprofil zeigt wiederum starke Interaktionen von PMeOx mit Y23 und
PEtOx mit F34 (Abb. 4.34). PEG verbleibt abermals zwischen S32 und F34 (Abb.
4.33-A) und wechselwirkt mit S16 tiber seinen Linker. Alternativ windet es sich um
R17. LPG orientiert sich ebenso zum zweiten und dritten S-Faltblatt hin (Abb. 4.33-
B), manchmal auch zur ersten Schleife. PMeOx verbleibt auf dem Aromaten von
Y23 und erreicht mit seinem terminalen Monomer A31 (Abb. 4.33-C). Im Gegensatz
hierzu interagiert PEtOx mit F34 in der kompletten Simulation (Abb. 4.33-D). Der
Rest des Polymers ist vom Protein abgekehrt, die terminale Carbonylgruppe kann

mit der Seitenkette von S19 wechselwirken.

Abbildung 4.33: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 21 von Pin 1 WW. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefdrbt. Ausgewéahlte zusétzliche Aminoséduren in Polymerna-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.34: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 21 von Pin 1 WW. Die
oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall von
10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist orange,
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diese Momentaufnahmen als Sphéren {ibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigenschaf-
ten dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle der
aminosiurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund ge-

kennzeichnet.

Polymersolvatation




136 Kapitel 4. Ergebnisse: Modellproteine

4.3.1.7 Konjugationsstelle 23

PEG interagiert hier mit R14, R17 und S32 (Abb. 4.35-A). LPG zeigt d&hnliche Wech-
selwirkungen, die Konjugation fiihrt hier jedoch zu einer starkeren Desolvatation um
F25 (Abb. 4.35-B). PMeOx fluktuiert stark, was ebenso in einem recht grofien RMSF-
Wert resultiert (Abb. 4.36). Zu Beginn ist es zwischen R14 und R17 positioniert und
kann M15 mit seinen hydrophoben Strukturen erreichen (Abb. 4.35-C). Im zweiten

Teil der Simulation streckt es sich ins Solvens aus, direkt iiber dem dritten S-Faltblatt.

PEtOx ist nicht zwischen R14 und R17 vorzufinden, sondern verbleibt auf dem zwei-
ten und dritten S-Faltblatt und wechselwirkt mit F25, N30, S32 und F34 (Abb.
4.35-D). Es zeigt dadurch auch die grofite Proteinoberflichenbedeckung und einen
sehr geringen RMSF-Wert (Abb. 4.36).

Abbildung 4.35: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 23 von Pin 1 WW. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosduren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.36: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 23 von Pin 1 WW. Die
oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall von
10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist orange,
LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe sind
diese Momentaufnahmen als Sphéren {ibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigenschaf-
ten dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle der
aminosiurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund ge-
kennzeichnet.
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4.3.1.8 Konjugationsstelle 26

Mit Ausnahme einiger weniger Momentaufnahmen verharrt PEG in der Néhe des
hydrophoben Zentrums um W11. Stabile HB mit den Seitenktten von W11 und Q33
sind registrierbar (Abb. 4.37-A). Auch wenn LPG ein flexibleres Verhalten zeigt, so
nimmt es doch vergleichbare Konformationen ein. HB zu W11, T29, Q33, S38 und
zur C-terminalen Carboxylgruppe sind zu beobachten (Abb. 4.37-B). PMeOx ist nicht
so nah zu Q33 wie PEG und LPG positioniert, kann jedoch auch W11 desolvatisie-
ren (Abb. 4.37-C). Der Amidwasserstoff des Linkers bildet eine stabile Orientierung
zum Aromaten von W11, wihrend die entsprechende Carbonylgruppe mit dem Riick-

grat von 128 und T29 wechselwirkt. Das Polymer bleibt hingegen relativ flexibel und

streckt sich manchmal zum C-Terminus aus, teilweise auch zu den hydrophoben Ami-
nosduren P8, P9 und 128. An dieser Konjugationsstelle verhélt sich PEtOx identisch
(Abb. 4.37-D).

Abbildung 4.37: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 26 von Pin 1 WW. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosduren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.38: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 26 von Pin 1 WW. Die
oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall von
10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist orange,
LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe sind
diese Momentaufnahmen als Sphéren tibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigenschaf-
ten dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle der
aminosdurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund ge-
kennzeichnet.
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4.3.1.9 Konjugationsstelle 27

PEG interagiert zunédchst mit R14, anschlieflend {iber seinen Linker mit der Carboxyl-
gruppe von K12 und iiber die Ethersauerstoffatome mit dem Riickgratamid von P9
(Abb. 4.39-A). Die Wechselwirkung mit E12 ist iiber den Grofiteil der Zeit hinweg
zu beobachten, wiahrend die Polymerkette sehr flexibel bleibt und teilweise 128 adres-
siert. Im Falle von LPG etabliert der Linker dieselbe Interaktion, wéahrend sich die
Polymerkette zum N-Terminus ausstreckt und hauptséchlich solvensexponiert bleibt
(Abb. 4.39-B). Teilweise sind jedoch auch HB zwischen den Hydroxylgruppen von
LPG und E12 zu erkennen. Der Linker wechselwirkt auch im Falle von PMeOx mit
E12 (Abb. 4.39-C). Das Polymer adressiert zum Teil P9. Im Gegensatz zu allen ande-
ren Polymeren scheint PEtOx mit seiner Lange Y23 und F25 des oberen hydrophoben
Zentrums erreichen zu kénnen. Dabei wechselwirkt es auch mit R14 und R17 (Abb.
4.39-D). Die Bedeckung der Proteinoberfliche ist somit bei diesem Polymer am gros-
ten (Abb. 4.40).

A /j B g C
mf/ ol

Y

Abbildung 4.39: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 27 von Pin 1 WW. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminoséuren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.40: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 27 von Pin 1 WW. Die
oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall von
10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist orange,
LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefdrbt. Im letzten Bild der obersten Reihe sind
diese Momentaufnahmen als Sphéren {ibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigenschaf-
ten dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle der
aminosidurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund ge-
kennzeichnet.
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4.3.1.10 Konjugationsstelle 28

PEG orientiert sich entweder zum Riickgratamid von P9 oder, was haufiger der Fall
ist, in Richtung W11 und N26 (Abb. 4.41-A). LPG verhélt sich dhnlich (Abb. 4.41-B),
kann jedoch stérkere Interaktionen mit H27 etablieren. PMeOx bildet keine Wech-
selwirkungen mit dem Protein aus, mit Ausnahme der Seitenkette der benachbar-
ten Aminosiure T29 (Abb. 4.41-C). PEtOx verbleibt solvensexponiert und sehr fle-
xibel (Abb. 4.41-D). Das Interaktionsprofil verdeutlicht starkere Wechselwirkungen
von PEG und LPG mit den N-terminalen Aminosduren im Vergleich zu den POx-

Polymeren.

Abbildung 4.41: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 28 von Pin 1 WW. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosiuren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.42: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 28 von Pin 1 WW. Die
oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall von
10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist orange,
LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe sind
diese Momentaufnahmen als Sphéren {ibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigenschaf-
ten dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle der
aminosiurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund ge-
kennzeichnet.
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4.3.1.11 Konjugationsstelle 29

Mit Ausnahme einiger weniger Momentaufnahmen etabliert PEG abermals Interak-
tionen mit W11 und Q33 des unteren hydrophoben Zentrums (Abb. 4.43-A). LPG
zeigt ein dhnliches Verhalten (Abb. 4.43-B). PMeOx ist flexibler und wechselwirkt
seltener mit W11 und Q33. Dagegen adressiert es oft die hydrophoben Seitenketten
P9 und 128 (Abb. 4.43-C). Im Gegensatz hierzu verbleibt PEtOx in einer stabilen,
geknéuelten Konformation in der Ndhe von W11 und N26 (Abb. 4.43-D), was auch
am RMSF-Wert erkennbar ist (Abb. 4.44).

Abbildung 4.43: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 29 von Pin 1 WW. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosauren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.44: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 29 von Pin 1 WW. Die
oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall von
10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist orange,
LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe sind
diese Momentaufnahmen als Sphéren {ibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigenschaf-
ten dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle der
aminosiurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund ge-
kennzeichnet.
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4.3.1.12 Konjugationsstelle 30

PEG zeigt ein duflerst flexibles Verhalten und etabliert lediglich mit S32 linger an-
dauernde Interaktionen (Abb. 4.45-A). LPG fluktuiert ebenso, bevor es Wechselwir-
kungen mit S16, R17, Y23 und S32 in der zweiten Hélfte der Trajektorie zeigt (Abb.
4.45-B). PMeOx verbleibt auf der Oberfliche von Y23 und F25, interagiert jedoch,
im Gegensatz zu LPG, nicht mit Aminosduren der ersten Schleife (Abb. 4.45-C). Zu-
sitzlich zu Y23 und Y25 interagiert es auch tiber eine Carbonylgruppe mit R14. Im
Gegensatz zu den anderen Polymeren richtet sich PEtOx nicht entlang der Protein-
oberflache aus, sondern um 128 und den Aromaten von H27 (Abb. 4.45-D). PMeOx
zeigt, basierend auf diesen Beschreibungen, die grofite Oberflichenbedeckung (Abb.
4.46).

Abbildung 4.45: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 30 von Pin 1 WW. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosduren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.



4.3. Vergleich der Polymere

Interaktionsenergie pro Am

Interaktionsenergie [kcal/mol]

0__4JJJ‘_14114A_4_ haddd Al

K6 L7 P8 P9 G10W11E12K13R14M15S16 R17 S18 S19 G20R21 V22 Y23 Y24 F25 N26 H27 128 T29 [l A31 S32 Q33 F34 E35 R36 P37 S38 G39

Bedeckte Proteinoberfliache Bedeckte Polymeroberfliche

2

Protein-Polymer HB

2

Bedeckte Proteinoberfliche [A%]
3

Bedeckte Polymeroberfliache [%]

Dill

o

e e
s S
8

g

Protein-Polymer HB pro A2
g
8

30

20

m I
0

e
s
8

e
8

14
&

e
3

e
8

e
8

LPG  PMeOx  PE{Ox
Polymer

RMSF Protein

PMeOx  PEtOx

Wassermolekiile innerhalb 5 A pro A2

Interaktionsenergie
5

2
°

2

g — —

2 ) BA

3 2 o 5

£ 075 £ E 0.04

3 2 K

3 g g

[ g & 003

2 050 £ 60 2

£ g g

2 g £ 002

E £ a

g 025 230 §

£ & 2 001

2 b B

b = ]

& 0.00 £ o0 £ 000

H PEG LPG  PMeOx  PEIOx PEG LPG  PMeOx  PEiOx
Polymer Polymer

Abbildung 4.46: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 30 von Pin 1 WW. Die
oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall von
10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist orange,
LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe sind
diese Momentaufnahmen als Sphéren {ibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigenschaf-
ten dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle der
aminosiurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund ge-

kennzeichnet.
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4.3.1.13 Konjugationsstelle 32

PEG ist zwischen den Aminosduren Y23 und F34 positioniert und streckt sich zu
S16 und R17 aus (Abb. 4.47-A). In manchen Momentaufnahmen wechselt es seine
Konformation in Richtung des dritten g-Faltblatts und interagiert mit dem Amid-
riickgrat von F34. Ahnliche Konformationen hin zur ersten Schleife kénnen im Falle
von LPG beobachtet werden (Abb. 4.47-B), wobei auch Momentaufnahmen mit kom-
pakten Polymerkonformationen zu registrieren sind. PMeOx streckt sich zu R17 aus
und ist imstande, die Aromaten von Y23 und F34 iiber die gesamte Simulationszeit
hinweg zu adressieren (Abb. 4.47-C). PEtOx ist rigider, etabliert aber dhnliche Inter-
aktionen (Abb. 4.47-D). Beide POx-Varianten befinden sich auf der Oberfliche des
zweiten und dritten S-Faltblatts und fiihren somit zu einer starken Bedeckung der
Proteinoberfliche (Abb. 4.48).

Abbildung 4.47: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 32 von Pin 1 WW. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosiuren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.48: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 32 von Pin 1 WW. Die
oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall von
10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist orange,
LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe sind
diese Momentaufnahmen als Sphéren {ibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigenschaf-
ten dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle der
aminosiurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund ge-
kennzeichnet.
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4.3.2 Her2-Konjugate
4.3.2.1 Konjugationsstelle 7

PEG orientiert sich zunédchst um R10 herum und interagiert ebenso mit Y13, W14
und Y35 (Abb. 4.49-A). In manchen Momentaufnahmen verbleibt das Polymer sol-
vensexponiert oder adressiert V1 und N3 am N-Terminus. LPG ist nicht um R10
herum positioniert, stattdessen wechselwirkt es mit der Seitenkette von E8 und der
Riickgratcarbonylgruppe von S39 (Abb. 4.49-B). Wéhrend der zweiten Hélfte der Tra-
jektorie wird R10 durch eine Carbonylgruppe des Linkers adressiert, wahrend sich das
Polymer zu N11 und W14 hin umorientiert. PMeOx ist zunédchst oberhalb der dritten
a-Helix zu N43 hin ausgestreckt. Danach findet es sich relativ solvensexponiert im
Bereich des N-Terminus wieder, bevor es, dhnlich wie PEG, wiederum R10, Y13, W14
und Y35 adressiert (Abb. 4.49-C). PEtOx verbleibt iiber die gesamte Simulationszeit
hinweg in der Ndhe des Aromaten von W14 parallel zur a-Helix, wihrend das Amid
des Linkers teilweise mit der Carbonylgruppe von N11 wechselwirkt (Abb. 4.49-D).
Mit W14 zeigt es die mit Abstand grofite Interaktionsenergie.

Abbildung 4.49: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 7 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosiuren in Polymerna-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.50: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 7 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefiarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren iibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle
der aminosédurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund
gekennzeichnet.
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4.3.2.2 Konjugationsstelle 8

Zunéchst liegt PEG geknéuelt vor und adressiert die Seitenkette von N11 mit dem
terminalen Monomer. Danach streckt es sich zu K49 und K50 aus (Abb. 4.51-A).
Letzteres interagiert entweder mit dem Polymer oder dem Linker des Konjugats.
LPG ist sehr flexibel und adressiert entweder eigene Strukturbereiche oder Amino-
sduren in der Ndhe des N-Terminus, v. a. V1, D2 und K4 (Abb. 4.51-B). Gegen Ende
der Simulation streckt es sich nach unten zur Helix aus, in die Ndhe von N11, E15
und K49. Es wechselt dann die Richtung und wechselwirkt mit der Seitenkette von
D37 iiber seinen Linker und dem Riickgrat von Y35 iiber eine der Hydroxylgruppen.
PMeOx verbleibt zunédchst nicht zielgerichtet auf der Proteinoberfléache, hauptséchlich
nahe dem N-Terminus. Spéater jedoch etabliert es eine relativ stabile Konformation
um die Seitenkette von N43 herum und adressiert mit den terminalen Monomeren
hydrophobe Areale von A29, F30 und L44 (Abb. 4.51-C). PEtOx wechselwirkt mit
dem Seitenkettenamid von N11 in einer gekniuelten Konformation. Uber einige aus-
gestreckte Orientierungen hinweg windet es sich anschliefend um den Aromaten von
F5 und wechselwirkt mit N3 iiber seine terminale Carbonylgruppe, was zu einer Defor-

mation der ersten Helix fithrt (Abb. 4.51-D). Entsprechend ist die Interaktionsenergie

mit F5 an dieser Stelle am grofiten.

Abbildung 4.51: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 8 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosduren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.52: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 8 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren tibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle

der aminosdurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund
gekennzeichnet.
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4.3.2.3 Konjugationsstelle 15

PEG wechselwirkt zundchst mit K7 und R10 (Abb. 4.53-A). In der zweiten Hélfte
der Trajektorie verbleibt das Polymer vornehmlich in einer geknéduelten oder solvens-
exponierten Konformation, interagiert aber auch teilweise mit den Seitenketten von
K49 und N52. LPG ist zunéchst in der Néhe des C-Terminus um die Aminoséuren
N21, N52, D53 und K58 positioniert. Dann adressiert es K7, R10, N11 und vor allem
E8 (Abb. 4.53-B). Am Ende orientiert es sich wieder zum C-Terminus hin. PMeOx
verbleibt zumeist in der Ndhe von N11 mit seinem Linker, sowie um R10 und W14
mit den Monomeren (Abb. 4.53-C). Gegen Ende streckt es sich aus zu einem hy-
drophoben Areal, wobei es mit K7, M9, Y13 und Y35 adressiert. In &hnlicher Weise
interagiert auch der Linker von PEtOx mit N11, wihrend der Polymer-Part oberhalb
der Aromaten von Y13 und W14 liegt, dabei wechselwirkt es auch mit Y35 (Abb.
4.53-D).

Abbildung 4.53: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 15 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosiuren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.54: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 15 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefiarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren iibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle
der aminosédurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund

gekennzeichnet.
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4.3.2.4 Konjugationsstelle 21

PEG windet sich zundchst um K49. Nach nur 30 ns dreht sich der Linker um, was
zu einer Polymerkonformation fernab der Helices fithrt. Interaktionen mit den Sei-
tenketten von N23, Q26 und N55 kénnen beobachtet werden (Abb. 4.55-A). Ahnlich
zu PEG hélt sich auch LPG hauptsédchlich unterhalb des helikalen Parts des Proteins
auf und adressiert dabei N23, Q26, N24 und das Riickgrat von L22 (Abb. 4.55-B).
Es streckt sich auch entlang des C-Terminus aus und wechselwirkt mit K58. PMe-
Ox scheint iiber lange Zeit hinweg keine spezifische Aminosidure zu adressieren (Abb.
4.55-C). Es hélt sich vornehmlich in einer geknéduelten Konformation unterhalb des
helikalen Parts des Proteins auf. Manchmal streckt sich das Polymer zu den hydro-
phoben Aminoséduren L18 und L19 sowie zur Seitenkette von N52 aus. PEtOx zeigt
ebenso geknéduelte Konformationen nahe N23, Q26 und Q55 (Abb. 4.55-D).

Abbildung 4.55: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 21 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosduren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.56: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 21 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren iibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle
der aminosdurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund
gekennzeichnet.
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4.3.2.5 Konjugationsstelle 23

PEG schiitzt Q25, Q26 und Q55 in einer geknéuelten Konformation (Abb. 4.57-A).
Erst gegen Ende der Simulation adressiert es F30 und L44. LPG wechselwirkt mit
einer Vielzahl von Aminosauren: A17, Q25, Q26 und S33 (Abb. 4.57-B), gegen Ende
auch mit Q47. Im Falle von PMeOx werden zunéichst auch Aminosiuren in der Ndhe
des C-Terminus adressiert (Abb. 4.57-C), am Ende die hydrophoben Aminoséduren
F30 und L44. Das grofiere PEtOx hélt sich im selben Areal in der Ndhe von N23, Q26
und Q55 auf (Abb. 4.57-D) und zeigt starke Wechselwirkungen mit den hydrophoben
Aminosduren A29 und F30.

Abbildung 4.57: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 23 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéahlte zusétzliche Aminoséduren in Polymerna-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.58: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 23 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren iibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle
der aminosdurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund
gekennzeichnet.



160 Kapitel 4. Ergebnisse: Modellproteine

4.3.2.6 Konjugationsstelle 25

PEG halt sich im selben hydrophoben Areal wie bei Konjugationsstelle 23 auf: {iber
Q26 hin zu F30 und L44 (Abb. 4.59-A). LPG verbleibt unterhalb der Helices und
schiitzt N23, Q26 und Q55 (Abb. 4.59-B), streckt sich aber auch manchmal aus und
interagiert mit K58. Genau wie PEG verbleibt auch PMeOx nahe F30 und L44 (Abb.
4.59-C). Im Gegensatz hierzu streckt sich das gréBere PEtOx tiber diese Aminosduren
hinweg zu einem weiteren hydrophoben Areal aus: M9, Y13, I31 und Y35 (Abb. 4.59-
D).

Abbildung 4.59: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 25 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosauren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.60: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 25 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren {ibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle
der aminosdurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund
gekennzeichnet.
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4.3.2.7 Konjugationsstelle 29

PEG verbleibt in einer geknéduelten Konformation und interagiert mit R28 und R32
(Abb. 4.61-A). Am Ende der Simulation adressiert es F30 und L44. LPG befindet
sich ebenso auf den Aminosduren F30 und L44, wobei die terminalen Monomere HB
mit den Seitenketten von D36 und D37 ausbilden kénnen (Abb. 4.61-B). PMeOx
verbleibt ebenso auf F30, L44, sowie L51 (Abb. 4.61-C). PEtOx zeigt ausgestrecktere
Konformationen in der Nithe von N23, Q25, Q55 und A56 (Abb. 4.61-D). Ahnlich zu

allen anderen Polymeren zeigt es jedoch auch Konformationen nahe F30 und L44.

Abbildung 4.61: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 29 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosiuren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.62: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 29 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett geférbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren iibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle
der aminosédurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund
gekennzeichnet.
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4.3.2.8 Konjugationsstelle 33

PEG interagiert entweder mit N23, Q26, F30, K50, L51 und Q55 (Abb. 4.63-A)
oder windet sich um A29. LPG wechselwirkt mit den Aminosduren F30, L51 und
Ab54, sowie mit E47 mit seinen ersten Hydroxylgruppen (Abb. 4.63-B). PMeOx und
PEtOx verhalten sich dhnlich zu PEG und strecken sich nach unten zur Helix (N23,
Q26, F30, K50, L51 und Q55) oder verbleiben in einer geknéuelten Konformation
(Abb. 4.63-C und Abb. 4.63-D).

Abbildung 4.63: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 33 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefidrbt. Ausgewéahlte zusétzliche Aminoséduren in Polymerna-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.64: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 33 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett geférbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren iibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle
der aminosédurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund
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4.3.2.9 Konjugationsstelle 39

Wihrend PEG zunéchst zwischen Y15 und Y35 positioniert ist, streckt es sich relativ
frith ins Solvens aus. Es verbleibt dann in der N&he von F5 und windet sich zum Teil
um K4 (Abb. 4.65-A). LPG verbleibt ebenso solvensexponiert und abgewandt von
den Helices. Oft interagiert es mit der Seitenkette von D2 tiber eine HB (Abb. 4.65-
B). PMeOx hélt sich ebenso in der Ndhe von F5 des C-Terminus auf (Abb. 4.65-C),
richtet sich jedoch auch teilweise nach unten zu Y15 und Y35 aus. PEtOx ist sehr
flexibel, Interaktionen mit F5 sind jedoch auch zu beobachten (Abb. 4.65-D). Dabei
hélt sich das Polymer auf einer Seite der Helices auf, die von den anderen Polymeren
nicht adressiert wird (nahe von A42 und L45).

Abbildung 4.65: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 39 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosiuren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.66: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 39 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefiarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren iibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle
der aminosédurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund
gekennzeichnet.
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4.3.2.10 Konjugationsstelle 43

Nachdem es zunéchst nach unten zu E47, K50 und L51 gerichtet ist (Abb. 4.67-A),
etabliert PEG eine geknéuelte Konformation in der zweiten Hélfte der Trajektorie.
LPG wechselwirkt iiber seinen Linker und die ersten Hydroxylgruppen mit E47, iiber
die terminalen Monomere mit K49. Danach etabliert es zum Teil HB mit D36 (Abb.
4.67-B) oder richtet sich nach unten zum hydrophoben Areal von F30 und L51. PMe-
Ox fluktuiert zunéchst stark, adressiert spater jedoch dieselben Aminoséuren (Abb.
4.67-C). Dieser Bereich wird auch von PEtOx geschiitzt (Abb. 4.67-D). Ahnlich zur
Konjugationsstelle 39 wechselwirkt das Polymer spéter auch mit der anderen Seite
der Helix (F5, A42 und L45).

Abbildung 4.67: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 43 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosiuren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.68: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 43 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefirbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren tibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle
der aminosédurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund
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4.3.2.11 Konjugationsstelle 46

Nach einiger Zeit in einer geknéduelten Form und Wechselwirkungen mit N43 richtet
sich die PEG-Kette in Richtung F30 aus, wihrend die Amid-Struktur des Linkers
mit E47 und die Carbonylgruppe des Linkers mit K50 interagieren kann (Abb. 4.69-
A) verbleibt PEG, abgewandt vom Protein, in einer geknéduelten Form. LPG scheint
ebenso geringe Fluktuationen an dieser Stelle aufzuweisen. Es wechselwirkt durch-
gangig mit K49 und D53 (Abb. 4.69-B). Im Gegensatz hierzu wechselt PMeOx héufig
die Position. Nur nahe zu F30 und 144 lassen sich teilweise stabile Konformationen
beobachten (Abb. 4.69-C). Ahnlich zu den Dynamiken an den Konjugationsstellen 39
und 43 verbleibt PEtOx in der Néahe von F5, A42 und L45 zwischen den Helices 1
und 3 (Abb. 4.69-D). Gegen Ende streckt es sich auch zu N11 von Helix 1 aus.

Abbildung 4.69: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 46 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosiuren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.70: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 46 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett geférbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren iibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle
der aminosédurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund

gekennzeichnet.
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4.3.2.12 Konjugationsstelle 47

PEG adressiert den hydrophoben Bereich von F30 und L44 (Abb. 4.71-A). LPG
verbleibt oberhalb von K49 und bildet, wie bei Konjugationsstelle 46, HB zu D53 aus
(Abb. 4.71-B). PMeOx interagiert zunéchst tiber seine terminale Carbonylgruppe
mit N23 (Abb. 4.71-C) und wechselwirkt dann gegen Ende mit Q26, F30 und L54.
PEtOx interagiert mit dhnlichen Aminosduren. Nach der Hélfte der Simulationszeit
lassen sich Konformationen beobachten, bei denen das Polymer zwischen R32 und
D36 positioniert ist (Abb. 4.71-D).

(o D

Abbildung 4.71: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 47 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosiuren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.72: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 47 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren iibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle
der aminosaurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund

gekennzeichnet.
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4.3.2.13 Konjugationsstelle 49

Neben einigen geknéuelten Konformationen hélt sich PEG entweder neben N43 oder
oberhalb von A42 und L45 auf (Abb. 4.73-A). LPG bildet mit seinen Hydroxylgruppen
zumeist HB mit E47, wihrend sich die Ethersauerstoffatome um K50 winden. Spéater
adressiert das Polymer die Carboxylgruppen von E8 und E15 (Abb. 4.73-B). PMeOx
hélt sich zunéchst zwischen den Aminosduren R14, E15, S41 und L45 auf, bevor es
eine stabile Konformation iiber eine Carbonylgruppe des Linkers mit N3 etabliert.
Ebenso bildet eine Carbonylgruppe des Polymers Interaktionen mit dem Riickgrat
von N43 aus (Abb. 4.73-C). Im Falle von PEtOx ist die Proteinkonformation deutlich
modifiziert, weil das Polymer sich um den N-Terminus windet. HB zu N3 und F5
konnen beobachtet werden. Die Seitenkette von F5 wird durch das Polymer ebenso
geschiitzt (Abb. 4.73-D).

“\B

Abbildung 4.73: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 49 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosduren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.74: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 49 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren {ibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle
der aminosdurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund
gekennzeichnet.
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4.3.2.14 Konjugationsstelle 50

PEG fluktuiert stark, wobei stabile Konformationen in der Nahe von A29, F30, S33
und L51 (Abb. 4.75-A), sowie von Q40 und N43 beobachtet werden kénnen. LPG
wechselwirkt mit einer Vielzahl an Seitenketten in der Ndhe des hydrophoben Be-
reichs: S33, E36, N40 und D47 (Abb. 4.75-B). Am Ende der Simulation streckt sich
das Polymer entlang der Helix aus, dhnlich zu PEG. Im Falle von PMeOx werden
zundchst A42 und N43 adressiert (Abb. 4.75-C), bevor sich das Polymer, wie auch
die anderen Varianten, nach unten zu F30 ausrichtet. Letztere Aminosidure wird auch
von PEtOx zu Beginn der Simulation adressiert. Danach orientiert sich das Polymer
parallel zur Helix aus. Dabei kann K58 mit dem Linker wechselwirken (Abb. 4.75-D).

Abbildung 4.75: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 50 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosduren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.76: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 50 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett geférbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren iibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle
der aminosédurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund
gekennzeichnet.
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4.3.2.15 Konjugationsstelle 53

Nach wenigen Nanosekunden windet sich PEG um K49 und verdndert seine Kon-
formation nicht mehr (Abb. 4.77-A). In vergleichbarer Weise interagiert LPG mit
K49 tiber seine Ethergruppen, wiahrend die Hydroxylgruppen E15 adressieren (Abb.
4.77-B). Gegen Ende streckt sich das Polymer nach oben und interagiert mit einer
Carbonylgruppe des Linkers mit K50 und den Hydroxylgruppen mit E8. Beide POx-
Varianten bleiben solvensexponiert und richten sich teilweise parallel zur Helix aus,
wobei F5 adressiert werden kann (Abb. 4.77-C und 4.77-D).

Abbildung 4.77: Beispielhafte Momentaufnahmen von (A) PEG, (B) LPG, (C) PMeOx
und (D) PEtOx an der Konjugationsstelle 53 des Her2-Affibodys. PEG ist orange, LPG griin,
PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Ausgewéhlte zusétzliche Aminosauren in Polymerné-
he sind ebenso dargestellt.
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Abbildung 4.78: Protein-Polymer-Dynamiken an Konjugationsstelle 53 des Her2 Affibody.
Die oberste Reihe zeigt Momentaufnahmen aus den Trajektorien jedes Polymers im Intervall
von 10 ns, die erste Momentaufnahme des Proteins ist als Cartoon dargestellt. PEG ist oran-
ge, LPG griin, PMeOx blau und PEtOx violett gefarbt. Im letzten Bild der obersten Reihe
sind diese Momentaufnahmen als Sphéren {ibereinandergelagert. Darunter sind alle Eigen-
schaften dargestellt, die in Kap. 3.1.8 geschildert wurden. Die Konjugationsstelle ist im Falle
der aminosaurespezifischen Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert) als K auf rotem Grund
gekennzeichnet.
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4.3.3 Zusammenfassender Vergleich
4.3.3.1 Pin 1 WW-Domaéine
4.3.3.1.1 Vergleich der berechneten Eigenschaften

Fiir eine zusammenfassende Ubersicht der ermittelten Eigenschaften sind die Mittel-
werte aller Konjugationsstellen in Abb. 4.79 fiir die Pin 1 WW-Doméne dargestellt.
Zum Vergleich einzelner Konjugate sind die in Kap. 4.3.1 gezeigten Durchschnitts-
werte weiterhin in Abb. 4.80 aufgefiihrt. Eine tabellarische Ubersicht der ermittelten

Interaktionsenergien ist fiir jede Simulation in der Abb. 4.81 zu finden.

Beim Blick auf die Mittelwerte in Abb. 4.79 ldsst sich zunéchst anmerken, dass einige
Eigenschaften wie bspw. die Interaktionsenergie pro Polymeroberfliche erwartungsge-
maB groBere Werte fiir das kiirzere PEG-Polymer zeigen. Durch die geringere Lénge
ist ein groflerer Anteil innerhalb der Proteinndhe zu verorten, wihrend die Wahr-
scheinlichkeit proteinferner Strukturen bei den anderen Polymeren mit jeweils fiinf
Monomeren deutlich grofler ist. Insofern stellt sich grundsétzlich die Frage, in welcher
Form die Polymerketten verschiedener Léange vergleichend gegeniibergestellt werden
sollten. Im Falle groferer Konjugate (siehe Kap. 5) werden in der Regel Polymere dhn-
licher Molekulargewichte miteinander verglichen, die aufgrund der unterschiedlichen

Konstitutionen ebenso verschiedene Léngen besitzen.

Ungeachtet dessen zeigt PEG auf Basis dieser Berechnungen die insgesamt grofite
Solvatation (Anzahl der in der N&he befindlichen Wassermolekiile). Der Anteil an
bedeckter Proteinoberfliche ist am gréfiten im Falle der sterisch anspruchsvolleren
POx-Polymere. Diese fithren ebenso insgesamt zu einer leichten Erniedrigung der
Riickgratflexibilitat des Proteins. Dagegen zeigen die etherbasierten Polymervarianten
PEG und LPG deutlich mehr HB zum Protein. PEG zeigt weiterhin deutlich geringere
RMSF-Werte als die iibrigen Polymerarten. LPG stellt dagegen das Polymer mit den

grofiten Fluktuationen dar.

Beim Vergleich der einzelnen Konjugationsstellen (Abb. 4.80) zeigt sich, dass alle Po-
lymerarten bei den in den Faltblattern zu verortenden Stellen (14, 23, 26, 32) eine
groBere Bedeckung aufweisen, als es bei den Konjugationen an den flexiblen Schleifen
der Fall ist (Abb. 4.80-A, 4.80-B). Fir PEG und LPG ist die Anzahl an HB zum
Protein besonders fiir die im zweiten Faltblatt gelegenen Konjugationsstellen 23 und
26 relativ gro3 (Abb. 4.80-C). Im Gegensatz zu den Varianten, die an den Faltblattern
konjugiert sind, weisen jene mit Konjugationen an der ersten und zweiten Schleife eine
starkere Solvatation von PEG und LPG auf (Abb. 4.80-D). Erhohte Fluktuationen
des Proteinriickgrats im Gegensatz zu den unkonjugierten Varianten sind besonders
fiir Konjugate an den Stellen 16, 17 und 18 zu finden (Abb. 4.80-E). PEG mit den
geringsten Fluktuationen zeigt keine groflien Unterschiede fiir die RMSF-Werte der
verschiedenen Konjugationsstellen (Abb. 4.80-F). Besonders grofie Unterschiede in
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Abhéngigkeit der Konjugationsstelle sind dagegen fiir PEtOx zu finden. Dieses Po-
lymer zeigt fiir die Stellen 19, 21, 23 und 29 relativ geringe, fiir die Stellen 16, 17,
26, 27 und 28 relativ hohe Fluktuationen. Ubereinstimmend mit den Beobachtungen
zur Bedeckung der Polymere bzw. des Proteins sind die Interaktionsnergien zwischen

Protein und Polymer fiir die Konjugationsstellen an den Faltblattern relativ grof3
(Abb. 4.80-G).

Im Hinblick auf die favorisierten Wechselwirkungsbereiche der Polymere (Abb. 4.81)
interagiert PEG bei den Konjugationsstellen 14, 16, 17, 18, 19 und 21 mit Amino-
sduren der ersten Schleife und des dritten Faltblatts (vgl. Beschreibungen in Kap.
4.3.1). Konjugationen im zweiten Faltblatt und der zweiten Schleife fithren dagegen
zu Wechselwirkungen im Bereich von W11 und E12. Das Profil von LPG &hnelt je-
nem von PEG. Die POx-Varianten zeigen starke Wechselwirkungen mit Aminoséuren
des zweiten und dritten Faltblatts (Y23, F25, S32, F34), nur Konjugate der zweiten
Schleife zeigen, wie bei PEG und LPG, erhohte Wechselwirkungen mit Bereichen
des N-Terminus und des ersten Faltblatts (W11 und E12). Die Protein-Polymer-
Wechselwirkungen und die Dynamik der einzelnen Polymerarten sollen im Folgenden

noch naher charakterisiert werden.
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Abbildung 4.79: Mittelwerte untersuchter Eigenschaften fiir die Pin 1-Konjugate (aus Wer-
ten der Abbildungen in Kap. 4.3.1). Daten fiir PEG sind orange, fiir LPG griin, fiir PMeOx
blau und fiir PEtOx violett gefarbt. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts.
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Abbildung 4.80: Ubersicht iiber die Mittelwerte der berechneten Eigenschaften der Pin 1
WW-Konjugate, aufgetragen fiir alle vier Polymere fiir jede Konjugationsstelle. Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler des Mittelwerts.
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Abbildung 4.81: Durchschnittliche Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert, gefarbt von
weif} nach rot) zwischen den Polymeren an jeder Konjugationsstelle (Reihen) und jeder ein-
zelnen Aminosédure der Pin 1 WW-Doméne (Spalten). Sekundérstrukturelemente sind blau
gekennzeichnet. Die Interaktionsenergie fiir die Konjugationsstelle wurde jeweils auf Null ge-
setzt.
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4.3.3.1.2 PEG und LPG

Die Polymere PEG und LPG bestehen aus denselben Etherriickgraten und zeigen ins-
gesamt sehr dhnliche Wechselwirkungsprofile. An vielen Konjugationsstellen (14, 17
und 21) zeigen sich, besonders bei PEG, bevorzugte Konformationen in der Néahe der
hydrophoben Aminosaduren Y23 und F25 unter gleichzeitiger Ausbildung von HB mit
der Seitenkette von S32 (Abb. 4.82-A). Durch das Etherriickgrat werden somit hydro-
phobe Areale adressiert, in denen gleichzeitig einzelne HB ausgebildet werden kénnen
(mit Y23 oder S32). Dies entspricht den Beobachtungen aus [107]. Sind die Polymere
nicht in diesem Bereich vorzufinden, so lassen sich Interaktionen mit Argininen (R17,
R21) oder Serinen der ersten Schleife (S18, S19) beobachten (Abb. 4.82-B).

A | B
r § Y23

b

F25 - %‘ 7 332
'~

y A

Abbildung 4.82: (A) Ausrichtung der PEG-Kette an der Konjugationsstelle 14 zwischen
hydrophoben Aminoséduren hin zu S32. (B) Interaktion von PEG mit benachbartem Arginin
und Serin an Konjugationsstelle 16.

F34

Im Falle des hydrophileren LPG, welches iiber eine gréflere Anzahl an HB ausbil-
denden Strukturelementen verfiigt, sind die Interaktionen mit R17 teils etwas ausge-
préagter. Auch stérkere intrapolymere Wechselwirkungen und Interaktionen mit dem
Solvens sind in vielen Simulationen iiber die zusédtzlichen Hydroxylgruppen beob-
achtbar (Abb. 4.83-A). Aufgrund des gleichen Polymerriickgrats ist jedoch nur selten
ein deutlich unterschiedliches Verhalten von PEG zu LPG zu erkennen. So streckt
sich letzteres im Falle der Konjugationsstelle 19 iiber F34 hinaus zur Carboxylgruppe
von E35, ersteres hingegen adressiert diesen Bereich nicht. Uber seine endstindigen
Hydroxylgruppen kann LPG, wenn auch nur sehr kurz, mit dieser Aminosédure wech-
selwirken (Abb. 4.83-B). Dies stellt jedoch, neben E12, die einzige Carboxylgruppe
innerhalb der WW-Doméne dar. Letztere wird an der benachbarten Konjugationsstel-
le 27 ebenfalls adressiert. Im Falle der Her2-Simulationen sind solche Interaktionen
haufiger beobachtbar (vide infra).
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A

Abbildung 4.83: (A) Interaktionen der LPG-Kette mit den eigenen Monomeren (Konjuga-
tionsstelle 17). (B) Interaktionen von LPG mit R21 und E35 an Konjugationsstelle 19.

4.3.3.1.3 Effekt des Linkers

An einigen Konjugationsstellen wird auch deutlich, inwiefern die Dynamik des jeweili-
gen Polymers von den Interaktionen des Linkers bestimmt wird. So ist der Asparagin-
Linker entscheidend an Wechselwirkungen mit E12 (Abb. 4.84-A) und W11 (Abb.
4.84-B) an den Positionen 26 bzw. 27 beteiligt und bestimmt somit die initiale Aus-
richtung der Polymerkette. Die Auswahl des Linkers kann also durchaus einen grofien
Effekt auf die Polymerdynamik haben. Im Falle der Konjugationsstelle 26 ist die
NH-7-Wechselwirkung des Linkers mit W11 fiir alle Polymervarianten beobachtbar.
Diese Interaktion wurde von Price et al. in deren neuester Studie nidher beleuchtet
[104] und konnte in der hier vorliegenden Arbeit somit wiedergefunden werden, wo-
bei eine polymerbasierte Desolvatation in diesem Areal den Autoren zufolge zu einer

Starkung der Wechselwirkung fithren sollte.

A E12 ’

Abbildung 4.84: (A) Interaktionen des Asparagin-Linkers mit der Seitenkette von E12
(PEG-Konjugationsstelle 27). (B) Interaktionen des Asparagin-Linkers mit W11 an LPG-
Konjugationsstelle 19.
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4.3.3.1.4 PMeOx und PEtOx

Die POx-Varianten zeigen eine teils deutlich von PEG und LPG abweichende Dy-
namik, da sie strukturell grundlegend verschieden sind. Es zeigt sich insgesamt ei-
ne stérkere Tendenz zu Wechselwirkungen mit aromatischen Strukturen, was auch
dem Interaktionsprofil in Abb. 4.79 zu entnehmen ist. Dabei sind Konformationen
zu erkennen, bei denen die Seitenketten der POx-Polymere auf den aromatischen
Ringen, besonders von Y23, F25 und F34, aufliegen (Abb. 4.85). Diese Wechselwir-
kungen basieren hochstwahrscheinlich auf den hydrophoben Alkylgruppen der Sei-
tenketten. Ahnliche Konformationen fiir PMeOx wurden kiirzlich auch in einer Si-
mulation einer Poly(2-methyl-2-oxazolin)-b-poly(2-phenyl-2-oxazin)-b-poly(2-methyl-
2-oxazolin)-basierten Wurmmizelle beobachtet, wobei hierbei ebenfalls die Hypothese
moglicher namiqa—7* Aromat- UNd T Amid** T Aromat- Wechselwirkungen aufgestellt wur-
de [322]; diese spielen jedoch vermutlich, im Vergleich zu hydrophoben Effekten, bei
diesen Oligomeren und einer geringen Anzahl moglicher aromatischer Wechselwir-
kungspartner nur eine untergeordnete Rolle. Nichtkovalente n—7n*-Wechselwirkungen
wurden in der Vergangenheit bereits bzgl. strukturell ahnlicher Peptoide und des pro-
linreichen Proteins Kollagen beschrieben [323, 324].

Abbildung 4.85: Beispiele fiir POx-Konformationen, bei denen die Monomere mit aromati-
schen Aminosduren wechselwirken. (A) Interaktionen von PMeOx an der Konjugationsstelle
16. (B) Interaktionen von PEtOx an Konjugationsstelle 19.

Auch wenn diese Interaktionen an einigen Konjugationsstellen fiir beide POx-Varianten
beobachtet werden (14, 16, 21, 32), so zeigen PMeOx und PEtOx teilweise auch eine
deutlich unterschiedliche Dynamik. Exemplarisch sollten hier die Stellen 18 und 19
hervorgehoben werden (Abb. 4.86-A und 4.86-B). Wihrend sich PMeOx an der Stelle
18 zu F34 hin orientiert, wendet sich PEtOx zu den Aminosduren K13 und M15 auf
der Riickseite der ersten Schleife hin. An der Stelle 19 ist teilweise das Gegenteil zu
beobachten: PMeOx zeigt Konformationen in der Nahe von M15, dagegen werden hier
Y23 und F34 deutlich 6fter von PEtOx adressiert. Weiterhin kann PMeOx das obere
hydrophobe Zentrum im Falle der Konjugationsstelle 30 erreichen, PEtOx verbleibt
im Bereich der zweiten Schleife in der Nahe von H27. Dagegen adressiert PEtOx das
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hydrophobe Zentrum an der Konjugationsstelle 27, PMeOx hingegen verbleibt hier,
durch Wechselwirkungen des Linkers mit E12, in der Nahe der zweiten Schleife (Abb.
4.86-C und 4.86-D).

Diese beiden Gegeniiberstellungen (Konjugationsstelle 18 vs. 19, 27 vs. 30) deuten
darauf hin, dass die Distanz der Konjugationsstelle zu favorisierten Wechselwirkungs-
partnern das Verhalten beider POx-Derivate, zumindest im Falle kiirzerer Oligomere,
entscheidend beeinflussen kann. Die Riickgratldngen beider Varianten sind gleich, die
PEtOx-Seitenketten sind jedoch hydrophober und sterisch anspruchsvoller. Im Falle
der Stellen 18 und 30 kénnte die Konjugationsstelle fiir das gréflere PEtOx-Oligomer
aufgrund sterischer Effekte zu nah an den Aminoséduren Y23 und F34 positioniert sein,
wahrend diese im Falle der etwas weiter entfernt gelegenen Stellen 19 und 27 durch
die grofleren PEtOx-Seitenketten besser erreicht werden kénnen als es bei PMeOx
der Fall ist.

Neben Wechselwirkungen mit aromatischen Gruppen zeigen sich auch viele Interak-
tionen tiber die Carbonylgruppen der POx-Derivate, die prinzipiell als HB-Akzeptoren
zur Verfiigung stehen (z. B. bei PMeOx fiir R17 an den Konjugationsstellen 14 und 23,
bei PEtOx fur R14, R17 und N30 an Konjugationsstelle 27). So lassen sich auch HB
zu Hydroxylgruppen von bspw. S32 und Y23 beobachten. Das Wechselwirkungspo-
tenzial der eher polaren Amid-Strukturelemente der Poly(2-alkyl-2-oxazoline) sollte
daher nicht vernachléssigt werden. Die Relevanz dieser Interaktionen wurde in der

Literatur im Falle POx-basierter, wirkstoffbeladener Mizellen bereits erwéhnt [325].

4.3.3.2 Her2-Affibody
4.3.3.2.1 Vergleich der berechneten Eigenschaften

Analog zu den Konjugaten der Pin 1 WW-Domaéne sind die Mittelwerte der Eigen-
schaften in Abb. 4.87 gezeigt, jene fiir die einzelnen Konjugationsstellen in Abb. 4.88,
sowie die Interaktionsenergien der Polymere mit den Aminoséduren in einer tabellari-
schen Form in der Abb. 4.89.

Wie bei der Pin 1 WW-Domaéne zeigen die POx-Varianten im Hinblick auf die Mittel-
werte der Konjugationsstellen (Abb. 4.87) die groBte Proteinbedeckung und Wechsel-
wirkungen mit aromatischen Aminosaduren (F5, W14, F30). Die kiirzere PEG-Kette
zeigt abermals die gréfite prozentuale Bedeckung. PEG und LPG zeigen mehr HB mit
dem Protein und eine im Vergleich zu den POx-Varianten héhere Solvatation. Alle
Polymervarianten zeigen bei diesem Peptid grofiere RMSF-Werte im Verhéltnis zu
den Simulationen unkonjugierter Varianten. Auch hier zeigt PEG deutlich geringere
RMSF-Werte im Vergleich zu den Polymeralternativen und die gréfite Interaktions-

energie in Relation zur verfiigbaren Polymeroberflache.



188 Kapitel 4. Ergebnisse: Modellproteine

Abbildung 4.86: Vergleich der POx-Interaktionen mit aromatischen Aminosduren an den
Konjugationsstellen (A) 18, (B) 19, (C) 27 und (D) 30. PMeOx ist tiirkis gefarbt, PEtOx
violett.
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Vergleicht man die einzelnen Konjugationsstellen miteinander (Abb. 4.88) , so lésst
sich, in Relation zur Pin 1 WW-Doméne (vgl. Abb. 4.80), keine Abhéngigkeit der
Eigenschaften von der Sekundérstruktur des Konjugationsbereichs erkennen. Der
Bedeckungsgrad des Proteins und des jeweiligen Polymers (Abb. 4.88-A und 4.88-
B), sowie die entsprechende Anzahl an HB (Abb. 4.88-C) und die Protein-Polymer-
Interaktionsenergie (Abb. 4.88-G) sind aber im Falle der Stelle 39 zwischen Helices
2 und 3 relativ gering. Bei PEG kommt es vermehrt zu erhohten Fluktuationen des
Proteinriickgrats (Abb. 4.88-E, Stellen 21, 33, 46, 53), dies lasst sich fiir die anderen
Polymere nur vereinzelt beobachten (fir LPG an Stelle 50, fiir PMeOx an Stelle 49,
fir PEtOx an den Stellen 46 und 50).

Die Tabelle zu den Protein-Polymer-Wechselwirkungen (Abb. 4.89) zeigt hauptsich-
lich erh6hte Interaktionen mit Aminosduren in der Néhe der Konjugationsstelle (d. h.
Konjugationen an Helix 1 fithren bspw. zu Wechselwirkungen mit der ersten Helix).
Die POx-Varianten zeigen teilweise starke Wechselwirkungen mit W14, sowie favori-
sierte Interaktionen mit F5, auch bei Konjugationen an der dritten Helix. Auch fiir
den Affibody soll das Verhalten der einzelnen Polymere im Folgenden néher beschrie-

ben werden.
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Abbildung 4.87: Mittelwerte untersuchter Eigenschaften fiir die Her2-Konjugate (aus Wer-
ten der Abbildungen in Kap. 4.3.2). Daten fiir PEG sind orange, fiir LPG griin, fiir PMeOx
blau und fiir PEtOx violett gefarbt. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts.
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Abbildung 4.88: Ubersicht iiber die Mittelwerte der berechneten Eigenschaften der
Affibody-Konjugate, aufgetragen fiir alle vier Polymere fiir jede Konjugationsstelle. Fehler-
balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts.
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Abbildung 4.89: Durchschnittliche Interaktionsenergien (mit -1 multipliziert, gefarbt von
weifl nach rot) zwischen den Polymeren an jeder Konjugationsstelle (Reihen) und jeder einzel-
nen Aminosdure des Her2-Affibody (Spalten). Sekundérstrukturelemente sind blau gekenn-
zeichnet. Die Interaktionsenergie fiir die Konjugationsstelle wurde jeweils auf Null gesetzt.
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4.3.3.2.2 PEG

Durch die deutlich gréflere strukturelle Vielfalt des Her2-Affibodys im Vergleich zur
kleineren WW-Doméne ergeben sich teils andere Wechselwirkungen. Kénnen, in An-
lehnung an Beobachtungen aus [105-108], Interaktionen der PEG-Kette und / oder
des Maleimid-Linkers mit Lysinen, besonders benachbarter an den Positionen i 4+ 3
und ¢ + 4, beobachtet werden? Wechselwirkungen von PEG mit Lysinen lassen sich
in der Tat sehr viel 6fter als im Falle der WW-Doméne beobachten. In dieser lassen
sich auch nur zwei Lysine finden, von denen eines am N-Terminus (K6) und das an-
dere auf der dem oberen hydrophoben Zentrum abgewandten Seite positioniert ist.
Interaktionen mit diesen wurden daher erwartungsgeméafl wenige gefunden. Im Falle
des Her2-Affibodys jedoch lassen sich an vielen Konjugationsstellen entsprechende
Wechselwirkungen finden. So interagiert PEG bspw. mit K49 und K50 an den Stellen
7 und 8 (Abb. 4.90-A), mit K4 an Position 39 und mit K50 an Position 43.

Abbildung 4.90: (A) PEG-Interaktion mit K49 an Konjugationsstelle 8. (B) Interaktionen
von PEG und den Carbonylgruppen des Maleimid-Linkers mit K49 an Konjugationsstelle 53.
(C) Bedeckung des hydrophoben Areals um F30 und L44 durch die PEG-Kette an Konju-
gationsstelle 47. (D) Exemplarische PEG-Konformation in der N&dhe der Aminosiuren Q25,
Q26 und Q55 im Bereich der Schleife zwischen Helices 1 und 2.
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Lysine an den Stellen ¢ + 3 und ¢ + 4 sind im Falle der Konjugationsstellen 46 und
53 vorzufinden (K49 und K50). An ersterer sind keine starken Wechselwirkungen der
PEG-Kette mit Lysinen zu beobachten, an letzterer jedoch interagiert das Polymer
mit K49. Interaktionen der Carbonylgruppen des Maleimid-Linkers, wie von Price et
al. postuliert, werden sowohl an Konjugationsstelle 46 als auch an Stelle 53 beobach-
tet (Abb. 4.90-B). Auch an Position 39 interagiert eine Carbonylgruppe des Linkers
teilweise mit einem nahegelegenen Lysin (K4). Inwiefern diese Interaktionen durch
eine PEGylierung beeintriachtigt werden, miisste durch zusétzliche Simulationen der
jeweiligen Cys-Maleimid-Strukturen untersucht werden. Dies zeigt jedoch, dass der
Cys-Maleimid-Linker, wie auch der Asparagin-Linker der WW-Doméne, bedeutende
Wechselwirkungen mit dem Peptid ausbilden kann, die bei einer Konjugation bertick-

sichtigt werden miissen.

An besonders vielen Stellen wird das Areal um F30 und L44 adressiert (Abb. 4.90-C).
Ahnlich zu PEG-Konformationen nahe Y23 und F34 der WW-Doméne werden somit
einige apolare Proteinbereiche desolvatisiert. Es existieren weiterhin auch viele Inter-
aktionen mit positiv geladenen Argininen (z. B. R10 an Position 7, R28 und R32 an
Position 29), dhnlich zu jenen mit R17 und R21 der WW-Doméne. Viele Konjugati-
onsstellen (21, 23, 25) befinden sich nahe der Schleife zwischen der ersten und zweiten
Helix. Hier finden sich eine Vielzahl an Glutaminen und Asparaginen (N23, N24, 25,
Q26, Q55). Diese konnen als HB-Donatoren fungieren, entsprechend sind starke In-
teraktionsenergien registrierbar (Abb. 4.90-D). Gleichzeitig konnte die Stabilitiat des
Peptids ebenso durch eine desolvatationsbasierte Starkung der intramolekularen HB,
bspw. zwischen Q26 und Q55, moduliert werden, dhnlich wie es Price et al. im Falle

von Salzbriicken postulierten [102].

4.3.3.2.3 LPG

Auch im Falle von LPG lassen sich einige Interaktionen mit Lysinen finden, so z.
B. an Position 46 mit K49 (wobei hier ebenso der Maleimid-Linker mit dieser Ami-
nosdure wechselwirkt) oder an Position 8 mit K4 (Abb. 4.91-A). Ebenso wird das
hydrophobe Areal F30 / L44 adressiert. Am deutlichsten jedoch lassen sich Wechsel-
wirkungen der Hydroxylgruppen mit Aspartaten und Glutamaten finden. Die Anzahl
an Carboxylgruppen dieser Aminosauren ist in der WW-Doméne sehr begrenzt. Im
Falle des Her2-Affibodys lassen sich jedoch zahlreiche Interaktionen an verschiedenen
Konjugationsstellen beobachten: so z. B. an Position 8 mit D2 und E15, an Position
33 mit E47 und an Position 43 mit D36 und E47 (Abb. 4.91-B). Die funktionellen
Gruppen der Aminosduren N23, N24, Q25, Q26 und Q55 koénnen, dhnlich wie bei

PEG, erwartungsgeméafl auch als Wechselwirkungspartner dienen.



194 Kapitel 4. Ergebnisse: Modellproteine

Abbildung 4.91: (A) LPG-Interaktionen mit K4 an Konjugationsstelle 8. (B) LPG-
Interaktionen mit D36 und E47 an Position 43.

4.3.3.2.4 PMeOx und PEtOx

Wie bei der WW-Doméne lassen sich zahlreiche Interaktionen mit aromatischen
Gruppen beobachten, was auch dem Interaktionsprofil in Abb. 4.87 zu entnehmen
ist. So werden bspw. F5 durch Konjugation an Position 8, Y13 und W14 durch Kon-
jugation an Position 7, sowie F30 und Y35 durch Konjugation an der Position 25
adressiert (Abb. 4.92). Es lassen sich, wie bei den anderen Polymervarianten, viele
Konformationen in der Néhe des solvensexponierten hydrophoben Areals von F30 /
L44 / 145 finden. Analog zu den Konjugaten der WW-Doméne kénnen die Polymere
iiber ihre Carbonylgruppen mit HB-ausbildenden funktionellen Gruppen des Peptids
wechselwirken, so z. B. mit N23 an Position 33 oder Q55 an Position 47.

Abbildung 4.92: (A) PMeOx- und (B) PEtOx-Interaktionen an Konjugationsstelle 15.
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4.4 Zusammenfassung

In Kap. 4.1.1 wurden verschiedene Modellarten des maschinellen Lernens zur Gene-
rierung von Vorhersagemodellen zur PEG-basierten thermodynamischen Stabilisie-
rung getestet. Eine fehlende Limitierung der Anzahl genutzter Deskriptoren fiihrte
bei Pin 1-spezifischen Modellen zum kompletten Overfitting. Auch wenn die Pin 1-
unspezifischen Modelle mit einer deutlich geringeren Anzahl an Deskriptoren eine
sehr gute Leistung bzgl. eines Validierungssets zeigten, so deuten die Beobachtun-
gen auch hier teilweise auf ein Overfitting hin. Weiterhin wurde das jeweils beste
Modell auf Basis des Validierungssets ausgewéahlt, sodass dieses nicht als unvorein-
genommen genug angesehen werden kann. Der entwickelte Ansatz diente jedoch als
Vorarbeit zu den Modellen in Kap. 4.1.2 und konnte aufzeigen, dass die Nutzbarkeit
solcher komplexerer Modellarten bei der vorliegenden Datensatzgrofie sehr begrenzt
ist. Modelldeskriptoren beschreiben sowohl spezifische Protein-PEG-Interaktionen als
auch Modulationen der Solvatation in verschiedenen Hydrathiillen. Verschiedene Mo-
delldeskriptoren wurden zum exemplarischen Vergleich strukturell unterschiedlicher
Konjugate (z. B. mit Linkern verschiedener Rigiditdt) mithilfe visueller Analysen
der Polymerdynamik und der Proteinsolvatation nédher untersucht. Dies signalisiert
die Eignung von MDs als Methode zur Abbildung des Verhaltens der Konjugate auf

molekularer Ebene.

Der Modellgenerierungsansatz in Kap. 4.1.2, welcher sich auf simplere Modelltypen
begrenzte, fithrte schlieBlich zu den Modellen A2-R6 und A2-C1. Modell A2-R6 zeigte
eine bei einem deutlich erweiterten Datensatz im Vergleich zur kristallstrukturbasier-
ten Richtlinie von Price et al. allgemein verbesserte Leistung. Auch fiir ein Konjugat
der strukturell der WW-Doméne dhnlichen Src SH3-Doméne konnte eine optimierte
Vorhersage erhalten werden. Modell A2-C1 stufte dieses Konjugate ebenfalls als stabi-
lisiert ein. Wahrend Modell A2-R6 dhnliche Deskriptoren zu den Pin 1-unspezifischen
Regressionsmodellen in Kap. 4.1.1 nutzte, legte Modell A2-C1 den Fokus auf die Sol-
vatation der PEG-Kette. Die im Anschluss zusétzlich generierten Modelle A2v2-R1
und A2v2-C1 mit einem aktualisierten Datensatz 1 zeigten vergleichbar gute Statisti-
ken und nutzten verschiedene Abwandlungen des Price-Winkels als Deskriptoren. In
nahezu allen Modellen aus Kap. 4.1 wurde der Deskriptor molbur, der die durch PEG
bedeckte Proteinoberfliche beschreibt, als besonders bedeutend eingestuft. Es stellt
sich jedoch die Frage, ob gewisse Einstellungen im Modellgenerierungsansatz (z. B.
die Filterschritte bzgl. der Deskriptoren) weiter optimiert werden kénnen. Vorhersa-
gen zu alternativen Polymerarten deuten darauf hin, dass fiir diese separate Modelle

entwickelt werden miissten.

Generell stellt die fiir QSPR-Ansétze extrem kleine Anzahl an Konjugaten in ei-
nem duflerst engen Energieintervall die fiir diese Studie entscheidende Limitation dar.
Deutlich mehr experimentelle Untersuchungen sind notwendig, um optimierte Model-

le zu entwickeln. Eine QSPR-~-Modellgenerierung wurde dennoch vorgenommen, da die
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Bedeutung verschiedener Deskriptoren anhand der Modelle interpretiert werden kann
und die energetischen Differenzen fiir eine in silico-basierte Berechnung mithilfe deut-
lich rechenintensiverer, erweiterter Simulationsmethoden (siehe Kap. 4.2) sehr gering
sind bzw. im Bereich der fiir solche Methoden grundsétzlich angenommenen Fehler-
grenzen liegen. Ein Fokus auf andere, prinzipiell aus Simulationen sehr viel leichter
zugéngliche Eigenschaften, wie bspw. die sterische Abschirmung der Binderegionen
von Proteinen durch PEG, wére denkbar. Allerdings standen fiir diese Studie lediglich
die von Price et al. publizierten AAG?[—Werte und keine Messwerte zu Bioaktivitaten

zur Verfiigung.

In Kap. 4.2 wurde ein zu den QSPR-Modellen grundlegend anderer Ansatz gewéhlt,
um den Effekt auf die konformative Stabilitdt zu untersuchen: Es wurden fiir zwei
exemplarische, besonders stabilisierter und destabilisierter Konjugate Metadynamik-
Simulationen durchgefiihrt. Die berechneten Energiedifferenzen stimmten qualitativ
mit den experimentellen Beobachtungen iiberein, fiir eine quantitative Aussage sind
die Profile jedoch nicht ausreichend konvergiert. Ebenso wurde beobachtet, dass sich
die PEG-Ketten im Falle von stabilisierten Varianten auf partiell entfaltete Areale
legen, wodurch der Entfaltungsprozess moglicherweise beeinflusst wird. Eine grofiere
Anzahl an Konjugaten mit deutlich l&ingeren Simulationszeiten miisste untersucht
werden, um die Eignung dieses Metadynamik-Ansatzes zur Abschéitzung der PEG-

basierten Stabilisierung evaluieren zu kénnen.

Ein systematischer Vergleich der Dynamik verschiedener Polymervarianten (PEG,
LPG, PMeOx und PEtOx) zeigte im Falle von PEG bevorzugte Konformationen in
der Nihe solvensexponierter hydrophober Areale (in Ubereinstimmung mit [103]), die
gleichzeitig HB-Donatoren zur Etablierung von Wechselwirkungen mit den Ethersau-
erstoffatomen des Polymers bieten. Starke Interaktionen mit Lysinen und Argininen
wurden im Falle der strukturell deutlich komplexeren Her2-Affibody-Konjugate re-
gistriert. Eine bevorzugte Wechselwirkung von PEG mit Lysinen wurde bereits in
der Literatur beschrieben [107]. Ebenso konnten in diesen Simulationen Interaktio-
nen des Maleimid-Linkers mit Lysinen beobachtet werden, in Ubereinstimmung mit
den Beschreibungen aus [108]. LPG besitzt das selbe Etherriickgrat wie PEG, aber
zusétzliche Hydroxymethylseitenketten. Im Falle der WW-Konjugate wurden zu PEG
sehr dhnliche Interaktionsprofile registriert. In den Affibody-Strukturen konnten je-
doch deutlich mehr Wechselwirkungen mit den hier vermehrt vorkommenden Car-
boxylgruppen von Aspartaten und Glutamaten beobachtet werden. Desolvatationen
hydrophober Areale wurden ebenso beobachtet. Die POx-Varianten zeigten deutlich
andere Wechselwirkungsprofile. Die hydrophoben Alkylseitenketten interagierten mit
aromatischen Gruppen von Tyrosinen und Phenylalaninen. Zusétzlich konnten die
Carbonylgruppen der tertiiren Amid-Strukturen als HB-Akzeptoren mit verschiede-
nen Aminosduren wechselwirken, bspw. Asparaginen oder Glutaminen. An einzel-

nen Konjugationsstellen lieen sich deutliche Unterschiede zwischen dem Verhalten
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von PMeOx und PEtOx erkennen, die mit der sterisch anspruchsvolleren Beschaffen-
heit des letzteren Polymers erkldrt werden kénnen. Im Vergleich zum Her2-Affibody
konnte fiir die Pin 1 WW-Doméne eine groflere Abhéngigkeit der untersuchten Ei-
genschaften von der Sekundérstruktur des Konjugationsbereichs beobachtet werden.
Konjugationsstellen in den unstrukturierten Bereichen fiihrten bei der WW-Doméne
zu stérker solvensexponierten Polymeren, geringeren Wechselwirkungen zum Protein

und grofleren Fluktuationen des Proteinriickgrats.

Insgesamt konnten in diesem Kapitel QSPR-Modelle zur PEG-basierten Stabilisie-
rung generiert werden, die eine groflere strukturelle Vielfalt abdeckten und im Ver-
gleich zur von Price et al. publizierten kristallstrukturbasierten Richtlinie deutlich
bessere Vorhersagen lieferten. Fiir eine weitere Optimierung stellt die vorliegende Da-
tensatzgrofe jedoch die entscheidende Limitierung dar. Exemplarische Metadynamik-
Simulationen konnten die experimentell ermittelten energetischen Differenzen qua-
litativ erfassen und zeigten eine mogliche Dynamik der PEG-Ketten beim Entfal-
tungsprozess auf. Systematische Vergleiche der Dynamik verschiedener Polymerarten

zeigten favorisierte Interaktionspartner auf.
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Kapitel 5

Ergebnisse: Biologika

5.1 Gaullbeschleunigte Molekulardynamik-Simulationen

Durch gaufibeschleunigte Molekulardynamik-Simulationen zehn verschiedener Start-
konformationen (insgesamt 1.5 ps pro Konjugat) konnten lokale Wechselwirkungen
mit allen Proteinbereichen néher studiert werden. Zur Analyse der Interaktionen wur-
den Polymerdichten und entsprechende Kontaktprofile berechnet. Diese Aspekte sol-
len im vorliegenden Kapitel interpretiert werden, zusétzliche Analysen zur experi-
mentell bestimmten thermischen Stabilitdt sind in Kap. 5.3, jene zur Bioaktivitit in
Kap. 5.4 aufgefiihrt.

5.1.1 Polymerdichten

Es wurden Polymerdichten berechnet, die die Gitterpunkte représentieren, fiir die
ein Wert von mindestens 30 % der in der Simulation hochsten gefundenen Aufent-
haltswahrscheinlichkeit der Polymeratome registriert wurde (Abb. 5.1). Diese Ana-
lysen gewiahren einen ersten Eindruck von der Verteilung der Polymeratome auf der
Proteinoberfliche und der bevorzugten Wechselwirkungsareale. Es zeigt sich, dass in
allen Féllen die Binderegionen fiir die Rezeptoren IFNAR1 und IFNAR2 teilweise
oder vollstandig von den Dichten bedeckt werden, was fiir eine generell verringerte
Bioaktivitat im Vergleich zum Wildtyp spricht (vgl. Kap. 5.4). Die Dichten nehmen
bei grofleren Polymerketten (20 - 50 kDa) ein vergleichbar grofies Volumen um das
Protein ein, auch bei den grofiten Konjugaten (30 - 50 kDa) sind jedoch unbedeck-
te Proteinbereiche zu finden. Vor allem im Falle der PEtOx-Konjugate zeigen sich
groflere Areale mit freiliegender Proteinoberflache, was darauf hindeutet, dass die In-
teraktionen des Proteins mit dieser Polymerart am geringsten ausgeprigt sind. Die
Aufenthaltspunkte der Polymere der DBCO-Konjugate sind im Vergleich zu jenen
der BCN-10-kDa-Varianten leicht verdndert. So zeigt sich bspw. fiir PEG eine gro-
Bere Dichte im oberen Bereich unmittelbar um die Konjugationsstelle. PEtOx zeigt
beim DBCO-Konjugat eine geringere Tendenz der Adressierung dieses Areals. Fiir ei-
nen detaillierteren Blick auf mdgliche Protein-Polymer-Wechselwirkungen sollen die

nachfolgend beschriebenen Kontaktprofile dienen.
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BCN 10 kDa BCN 20 kDa BCN 30 - 50 kDa DBCO 10 kDa

Abbildung 5.1: Polymerdichten fiir die Simulationen der Konjugate mit BCN-Linker fiir
PEG (10 kDa: orange, 20 kDa: rot, 40 kDa: pink), LPG (10 kDa: hellgriin, 20 kDa: griin, 50
kDa: cyan) und PEtOx (10 kDa: schwarz, 20 kDa: sandfarben, 30 kDa: braun), sowie ganz
rechts fiir jene mit DBCO-Linker (PEG: rot, LPG: griin, PEtOx: grau). Diese sind aus jeweils
zwei Blickrichtungen dargestellt und repriasentieren alle Gitterpunkte mit mindestens 30 % der
hochsten ermittelten Polymerdichte in der jeweiligen Simulation. Die erste Momentaufnahme
ist als Cartoon dargestellt, in welchem die Bindungsstellen von IFNAR1 (rot) und IFNAR2
(griin) koloriert sind. Die Konjugationsstelle ist zusétzlich mit schwarzen Kugeln markiert
(Nachdruck mit Genehmigung aus [304], Copyright 2021 American Chemical Society).
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5.1.2 Kontaktprofile

Zur Bestimmung favorisierter Wechselwirkungsbereiche auf der Proteinoberfliche wur-
de zunéchst der durchschnittliche Anteil jeder Aminosédure an der solvenszugénglichen
Oberflache des Proteins in den zehn Simulationen des Wildtyps iiber den sasa-Befehl
in VMD [326] mit einer Solvenssphire von 1.4 A bestimmt (Abb. 5.2). AnschlieBend
wurde jeweils der prozentuale Anteil jeder einzelnen Aminosdure an der gesamten
Bedeckung der Polymeroberfliche fiir alle 0.1 ns in den Simulationen bestimmt. Die
Prozente wurden ebenso fiir alle 20 verschiedenen proteinogenen Aminosduretypen
aufsummiert. Im Falle einer komplett ungerichteten Interaktion mit dem Protein sollte
der ermittelte Anteil mit dem prozentualen Anteil der Aminosdure an der solvenszu-
gianglichen Proteinoberflache iibereinstimmen, da sich das Polymer gleichméfig iiber
das Protein verteilen wiirde und lang genug ist, um jeden Bereich des Proteins errei-
chen zu konnen. Liegt der Anteil an der Bedeckung des Polymers aber sehr viel héher,
so spricht dies fiir eine favorisierte Wechselwirkung. Bei dieser Analyse wurden die

Werte fiir die Konjugationsstelle K31 auf Null gesetzt bzw. herausgefiltert.

204.38

Solvenszugangliche Oberflache [A2]

0.32

Abbildung 5.2: Tllustration der IFN-a2a-Struktur, gefarbt nach den per VMD ermittelten
Absolutwerten der solvenszugénglichen Oberflichen (die Konjugationsstelle ist zusétzlich als
Kugeln dargestellt). Fir die Kontaktprofile wurden die prozentualen Anteile genutzt, wobei
der Wert fiir K31 auf Null gesetzt wurde.

Es ist zu erwarten, dass bei einer solchen Analyse hydrophobe Interaktionen, bei wel-
chen die Polymeratome groe Flachen der Aminoséduren (bspw. F, Y, L) adressieren,
zu grofleren Anteilen an bedeckter Polymeroberfliache fithren. Interagiert das Polymer
hingegen iiber eine HB spezifisch mit lediglich einem Bereich der Aminosiureseiten-
kette (z. B. einem Amid-Stickstoffatom von N/Q), so wird die restliche Oberfliche
dieser Aminoséure nicht zwingend adressiert. Weiterhin flielen in die Ermittlung der
mittleren Anteile an der bedeckten Polymeroberfliche auch wiederkehrende transi-
ente Annéherungen des Polymers an das Protein ein, die iiber die Zeit hinweg nicht

unbedingt lange bestehen bleiben.
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Als eine ergénzende Analyse der stabilsten, spezifischen Wechselwirkungen wurden
daher ebenfalls die langsten konsekutiven Aufenthaltsdauern des Polymers um die
Aminosiiuren herum ermittelt (sozusagen die maximalen Uberlebensdauern der Kon-
takte). Dies entspricht der Vorgehensweise aus [107]. Hierfiir wurde ein Kontakt in
einer Momentaufnahme registriert, sobald sich ein Polymeratom (Wasserstoffatome
eingeschlossen) innerhalb von 3 A eines spezifischen Seitenkettenschweratoms einer
Aminoséure befand (im Falle von Glycin das C,-Atom). Es wurde dann fir jede
Aminosédure die grofite Anzahl an konsekutiven Momentaufnahmen ermittelt, in de-
nen der Kontakt bestand (max. 150 ns, was der Lange eines Replikons entspricht).
Auch hier wurden die Kontakte mit der Konjugationsstelle K31, die zu jeder Zeit
bestehen, herausgefiltert.

5.1.2.1 IFN-a2a-K3;-BCN-10-kDa
5.1.2.1.1 BCN-PEG-10-kDa

PEG adressiert v. a. Aminoséuren im Bereich zwischen R120 und Y135 (Abb. 5.3-A).
Dieses Areal der vierten Helix besteht aus einer Vielzahl positiv geladener Seiten-
ketten (R120, K121, R125, K131, K134). Beim Vergleich des Anteils der Bedeckung
der Polymeroberfliche mit der solvenszugénglichen Oberflache zeigen die hydropho-
ben Aminosduren L, Y, F, A und die positiv geladenen Aminosduren R und K die
grofite Praferenz (Abb. 5.3-B und 5.3-C). Die teils recht grofien Standardfehler sind
darauf zuriickzufiihren, dass unterschiedliche Areale des Proteins in den verschiede-
nen Replika adressiert werden. Eine favorisierte Interaktion von PEG mit Lysinen
und Argininen zeigt sich auch im Hinblick auf die maximalen Kontaktzeiten (Abb.
5.3-D). Bei visueller Betrachtung der Simulationen lésst sich eine gehdufte Windung
der Polymerketten um die positiv geladenen Seitenketten von R und K beobachten
(Abb. 5.4-A und 5.4-B). Die drei Lysine mit der gréfiten maximalen Kontaktzeit (K70,
K131, K134) liegen dicht beieinander in unmittelbarer Ndhe der Konjugationsstelle
(Abb. 5.4-C).

Eine bevorzugte Windung von PEG-Ketten um positiv geladene Lysine herum wurde
in einer neueren Publikation, in der Simulationen von PEG-Biokonjugaten durchge-
fithrt wurden, bereits beschrieben [107]. In Ubereinstimmung mit dieser Publikation
deutet die bevorzugte Bedeckung der Aminosduren L, Y, F und A darauf hin, dass
bei der Interaktion mit Lysinen und Argininen gleichzeitig nahegelegene hydrophobe
Areale adressiert werden (z. B. L117 und L128 in Helix 4). Die Tendenz zur Interak-
tion von PEG iiber Ethersauerstoffatome mit Kationen wurde bzgl. positiv geladener
Ionen bereits frith in der Literatur beschrieben [327, 328] und ebenso im Falle von
PEGylierten Lipidmembranen beobachtet, wobei ein Kation in der Regel durch fiinf
Ethersauerstoffatome koordiniert wurde [23]. Der hiufige Einsatz von PEG bei Prote-
inkristallisationen resultiert weiterhin in einer Vielzahl an PDB-Strukturen, in denen

PEG-Oligomere in der Nahe von Lysinen zu finden sind [107].
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Abbildung 5.3: (A) Anteil jeder Aminosdure am bedeckten Polymerbereich des 10-kDa-
BCN-PEG-Konjugats in Relation zum Anteil an der solvenszugénglichen Oberflache des Wild-
typs (Berechnung der Flichen fiir alle 0.1 ns). Dazu ist die IFN-a2a-Struktur aus zwei Blick-
richtungen gezeigt, mit schwarzen Kugeln an der Konjugationsstelle K31. Die Farbung zeigt
die Differenz der Prozentanteile an (Polymeroberfliche - solvenszugingliche Oberfliche, von
blau (+2) tiber weif bis rot (-2)). (B) Top 20 Aminoséuren mit der positivsten Oberflichen-
differenz aus (A). (C) Fiir die 20 proteinogenen Aminosduren aufsummierte Werte aus (A).
(D) Top 20 der ldngsten konsekutiven Kontaktzeiten mit dem Polymer. In (A), (B) und (C)
sind die Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert + Fehler) gekennzeichnet.

5.1.2.1.2 BCN-LPG-10-kDa

Im Falle von LPG, welches sich aus dem selben Riickgrat mit Ethersauerstoffatomen
zusammensetzt, werden ebenso einige Arginine adressiert (R22, R125, R149), es ldsst
sich jedoch eine geringere Tendenz zur Adressierung der vierten Helix beobachten
(Abb. 5.5-A). Insgesamt zeigt sich eine Verteilung der Anteile an der bedeckten Poly-
meroberfliche, die eher jener der solvenszugénglichen Oberflichen entspricht. Wech-
selwirkungen mit Aminoséuren im Bereich um die erste Helix (M16, R22) sind héufi-
ger zu beobachten. Die aufsummierten Werte zeigen wiederum Wechselwirkungen mit
hydrophoben Aminosduren wie Y, F, L, A, aber in diesem Falle auch Methioninen
und Serinen (Abb. 5.5-C). Arginine zeigen eine stark positive Differenz, dagegen ste-
hen Lysine in der Rangfolge im Vergleich zu den Resultaten der PEG-Simulationen
deutlich weiter hinten. Erhchte Bedeckungen des unteren unstrukturierten Bereichs
zwischen Helix 1 und Helix 2 resultieren weiterhin in starkeren Interaktionen mit
Glutaminen (v. a. Q40).
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Abbildung 5.4: Darstellungen exemplarischer Interaktionen mit (A) Lysinen und (B) Ar-
gininen in der Simulation der 10-kDa-PEG-Variante. Eine wie im Text beschriebene Koordi-
nation iiber fiinf Ethersauerstoffatome ist hier gegeben. Wasserstoffatome sind ausgeblendet.
In (C) ist die Verteilung der am stérksten adressierten Lysine illustriert. Dabei ist die Kon-
jugationsstelle mit schwarzen Kugeln gekennzeichnet.

Die maximalen Kontaktzeiten zeichnen ein anderes Bild. Neben Argininen und Lysi-
nen sind hier einige Aspartate und Glutamate vorzufinden (E51, D71, D82, E87), die
iiber ihre Carboxylgruppen die HB-Donatoren der LPG-Hydroxymethylseitenketten
adressieren konnen (Abb. 5.6). Aspartat steht in der Rangfolge in Abb. 5.5-C im
Vergleich zu den PEG-Simulationen entsprechend weiter vorne, Glutamat dagegen
verbleibt hier an letzter Stelle (die Differenz ist jedoch nicht so negativ wie in Abb.
5.3-C). Dies ist v. a. darauf zuriickzufithren, dass E165 den C-Terminus und damit
einen sehr groflen Anteil der solvenszugénglichen Oberflache darstellt. Der Anteil an
bedeckter Polymeroberfliche ist fiir diese Aminosédure im Vergleich zu Abb. 5.3-C
sehr viel hoher, liegt aber dennoch unterhalb der entsprechenden SASA. Generell
sind die maximalen Kontaktzeiten in Abb. 5.5-D im Vergleich zu Abb. 5.3-D deutlich
langer, sodass davon ausgegangen werden kann, dass LPG in der Lage ist, stabilere

Wechselwirkungen mit dem Protein zu etablieren.
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Es gibt aufgrund des gemeinsamen Polymerriickgrats also insgesamt grofie Uber-
schneidungen mit dem Verhalten von PEG (Wechselwirkungen mit hydrophoben Ami-
nosduren und Argininen), allerdings fithren die Seitenketten von LPG zu einem erwei-
terten Interaktionsprofil, indem v. a. zusétzliche HB-Akzeptoren (Carboxylgruppen
von D/E) adressiert werden konnen. Weiterhin scheint die Tendenz der Bedeckung
von Serinen (z. B. S163) und Methionen (M16, M148) etwas erhoht zu sein.
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Abbildung 5.5: (A) Anteil jeder Aminosdure am bedeckten Polymerbereich des 10-kDa-
BCN-LPG-Konjugats in Relation zum Anteil an der solvenszugénglichen Oberflache des Wild-
typs (Berechnung der Flichen fiir alle 0.1 ns). Dazu ist die IFN-a2a-Struktur aus zwei Blick-
richtungen gezeigt, mit schwarzen Kugeln an der Konjugationsstelle K31. Die Farbung zeigt
die Differenz der Prozentanteile an (Polymeroberfliche - solvenszugingliche Oberfliche, von
blau (+2) tiber weif bis rot (-2)). (B) Top 20 Aminoséuren mit der positivsten Oberflichen-
differenz aus (A). (C) Fiir die 20 proteinogenen Aminosduren aufsummierte Werte aus (A).
(D) Top 20 der langsten konsekutiven Kontaktzeiten mit dem Polymer. In (A), (B) und (C)
sind die Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert + Fehler) gekennzeichnet.
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Abbildung 5.6: Darstellungen exemplarischer Interaktionen mit (A) Aspartaten und (B)
Glutamaten in der Simulation der 10-kDa-LPG-Variante. Wasserstoffatome sind ausgeblen-
det.
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5.1.2.1.3 BCN-PEtOx-10-kDa

PEtOx mit seinen grofleren, teils hydrophoben Seitenketten zeigt wiederum ein deut-
lich anderes Kontaktprofil. Es werden v. a. die Aminosduren des flexiblen Bereichs
zwischen der ersten und der zweiten Helix adressiert, in welchem sich auch die Kon-
jugationsstelle befindet. Die Carbonylgruppe der Seitenkette kann als potenzieller
HB-Akzeptor fungieren. Dies ist aus Interaktionen mit Hydroxylgruppen von Serinen
(z. B. S72, S152), sowie Amiden von Glutaminen (z. B. Q40, Q46, Q61) und Aspa-
raginen (z. B. N45, N65, N156) ersichtlich (Abb. 5.7 und 5.8-A). Weiterhin scheinen
v. a. Wechselwirkungen mit Tyrosinen (Y85, Y89, Y135) und Phenylalaninen (z. B.
F27, F64) vorzukommen. Hierbei lassen sich Konformationen erkennen, bei denen die
hydrophobe Seitenkette auf diesen Arealen aufliegt (Abb. 5.8-B).

Diese Beobachtungen resultieren in einer im Vergleich zu den PEG /LPG-Simulationen
anderen Rangfolge der Fléchendifferenzen (Abb. 5.7-C). F und Y stehen in dieser
weiter vorne. Auch die Differenzen der Serine und Asparagine sind sehr viel positi-
ver als bei PEG und LPG. Wie auch im Falle des LPG werden ebenfalls Methionine
adressiert (M16 und M148). Insgesamt ist das Wechselwirkungsprofil also von Inter-
aktionen mit aromatischen Aminoséuren (Y, F) und HB-Donatoren (S, N, Q, R) fiir
die Carbonylgruppe der Polymerseitenketten gepriagt. Die Absolutwerte der langsten

Kontaktzeiten sind vergleichbar mit jenen in den PEG-Simulationen.

5.1.2.2 IFN-a2a-K3;-DBCO-10-kDa
5.1.2.2.1 DBCO-PEG-10-kDa

Wie beeinflusst die Nutzung des DBCO-Linkers das Interaktionsprofil? Analoge Kon-
taktprofile zu den BCN-Konjugaten sind in den Abb. 5.9, 5.10 und 5.11 gezeigt. Im
Falle von PEG zeigen sich gehéufte Wechselwirkungen mit Aminoséuren in der Nihe
der Konjugationsstelle (R22, K23, R33) und dem C-terminal gelegenen R162. Inter-
aktionen mit den Aminoséuren der vierten Helix (K121, R125, K134) sind weiterhin
zu beobachten, jedoch weitaus seltener (Abb. 5.9-A). Wie auch im Falle der BCN-
Variante zeigen sich v. a. Wechselwirkungen mit Argininen und Lysinen, sowie hydro-
phoberen Aminosiuren (L, F und A). Ahnlich zu den BCN-LPG- und BCN-PEtOx-
Varianten, die eine Tendenz zur Adressierung des unstrukturierten Bereichs um die
Konjugationsstelle aufweisen, sind hier Polymerbedeckungen durch M16 erkennbar.
Weiterhin werden Serine deutlich 6fter adressiert (525, S136, S152). Wéhrend sich
also das bevorzugte Proteinareal in diesen Simulationen des DBCO-PEG-Konjugats
von jenem des BCN-PEG-Konjugats unterscheidet, handelt es sich, mit Ausnahme

der Serine, zum grofiten Teil um die selben Aminosduretypen.
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Abbildung 5.7: (A) Anteil jeder Aminosdure am bedeckten Polymerbereich des 10-kDa-
BCN-PEtOx-Konjugats in Relation zum Anteil an der solvenszugénglichen Oberfliche des
Wildtyps (Berechnung der Flichen fiir alle 0.1 ns). Dazu ist die IFN-a2a-Struktur aus zwei
Blickrichtungen gezeigt, mit schwarzen Kugeln an der Konjugationsstelle K31. Die Farbung
zeigt die Differenz der Prozentanteile an (Polymeroberflache - solvenszugéngliche Oberflache,
von blau (+2) tiber weif} bis rot (-2)). (B) Top 20 Aminoséduren mit der positivsten Oberfld-
chendifferenz aus (A). (C) Fiir die 20 proteinogenen Aminosiduren aufsummierte Werte aus
(A). (D) Top 20 der ldngsten konsekutiven Kontaktzeiten mit dem Polymer. In (A), (B) und
(C) sind die Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert + Fehler) gekennzeichnet.
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Abbildung 5.8: Darstellungen exemplarischer Interaktionen mit (A) Serinen und (B) Ty-
rosinen in der Simulation der 10-kDa-PEtOx-Variante. Wasserstoffatome sind ausgeblendet.
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Abbildung 5.9: (A) Anteil jeder Aminosdure am bedeckten Polymerbereich des 10-kDa-
DBCO-PEG-Konjugats in Relation zum Anteil an der solvenszugénglichen Oberfliche des
Wildtyps (Berechnung der Flichen fiir alle 0.1 ns). Dazu ist die IFN-a2a-Struktur aus zwei
Blickrichtungen gezeigt, mit schwarzen Kugeln an der Konjugationsstelle K31. Die Farbung
zeigt die Differenz der Prozentanteile an (Polymeroberfliche - solvenszugéngliche Oberfliche,
von blau (+2) iiber weif3 bis rot (-2)). (B) Top 20 Aminosduren mit der positivsten Oberfli-
chendifferenz aus (A). (C) Fir die 20 proteinogenen Aminosduren aufsummierte Werte aus
(A). (D) Top 20 der ldngsten konsekutiven Kontaktzeiten mit dem Polymer. In (A), (B) und
(C) sind die Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert + Fehler) gekennzeichnet.

5.1.2.2.2 DBCO-LPG-10-kDa

Auch die DBCO-LPG-Variante zeigt eine im Vergleich zur BCN-LPG-Variante ge-
ringere Tendenz, die vierte Helix zu adressieren (Abb. 5.10-A). Stattdessen zeigt das
Polymer eine hohere Wahrscheinlichkeit, mit dem unteren Bereich um Q40 - Q48 zwi-
schen Helix 1 und Helix 2 zu wechselwirken. Im Falle des BCN-Derivats wurden eher
Aminosduren am Beginn dieses unstrukturierten Bereichs oder innerhalb der ersten
Helix adressiert (L15, M16, R22). Somit wird auch bei LPG durch den Austausch des
Linkers ein anderes Areal des Proteins adressiert, im Gegensatz zu BCN-LPG schei-
nen hierbei Asparagine, Glutamine und Serine 6fter adressiert zu werden (vgl. Abb.
5.5-C und Abb. 5.10-C). Wie auch bei BCN-LPG zeigen die maximalen Kontaktzeiten
dagegen eine Préaferenz mit Aspartaten und Glutamaten. Mit Ausnahme der stabilen
Wechselwirkungen der BCN-LPG-Variante mit D82 und K83 sind die Absolutwerte
der Kontaktzeiten der DBCO- vergleichbar mit jener der BCN-Variante.
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Abbildung 5.10: (A) Anteil jeder Aminoséure am bedeckten Polymerbereich des 10-kDa-
DBCO-LPG-Konjugats in Relation zum Anteil an der solvenszugénglichen Oberfliche des
Wildtyps (Berechnung der Flichen fiir alle 0.1 ns). Dazu ist die IFN-a2a-Struktur aus zwei
Blickrichtungen gezeigt, mit schwarzen Kugeln an der Konjugationsstelle K31. Die Farbung
zeigt die Differenz der Prozentanteile an (Polymeroberflache - solvenszugéngliche Oberflache,
von blau (+2) tiber weif} bis rot (-2)). (B) Top 20 Aminoséduren mit der positivsten Oberfld-
chendifferenz aus (A). (C) Fiir die 20 proteinogenen Aminosiduren aufsummierte Werte aus
(A). (D) Top 20 der ldngsten konsekutiven Kontaktzeiten mit dem Polymer. In (A), (B) und
(C) sind die Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert + Fehler) gekennzeichnet.

5.1.2.2.3 DBCO-PEtOx-10-kDa

SchliefSlich kann auch im Falle des DBCO-PEtOx-Derivats eine préferierte Interak-
tion des Polymers mit Aminosduren der Helix 1 und des unstrukturierten Bereichs
zwischen Helix 1 und Helix 2 nahe der Konjugationsstelle erkannt werden (Abb. 5.11-
A). Im Vergleich zur BCN-Variante werden die unteren Bereiche vor Helix 2 jedoch
deutlich seltener adressiert. Asparagine und Serine fallen in der Rangfolge der bevor-
zugten Aminosduretypen zuriick, das Polymer bedeckt bevorzugt F27 und umliegende
hydrophobe Aminosduren (L30) und Arginine (R22, R33). Leucine werden insgesamt
starker bedeckt. Das Profil der maximalen Kontaktzeiten zeigt im Vergleich zum
BCN-Derivat insgesamt geringere Absolutwerte und eine gréflere Anzahl an Glutami-
nen in den Top 20. In beiden Varianten bildet Y89 die stabilsten Kontakte mit dem

Polymer aus.
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Abbildung 5.11: (A) Anteil jeder Aminosédure am bedeckten Polymerbereich des 10-kDa-
DBCO-PEtOx-Konjugats in Relation zum Anteil an der solvenszugénglichen Oberfliche des
Wildtyps (Berechnung der Flichen fiir alle 0.1 ns). Dazu ist die IFN-a2a-Struktur aus zwei
Blickrichtungen gezeigt, mit schwarzen Kugeln an der Konjugationsstelle K31. Die Farbung
zeigt die Differenz der Prozentanteile an (Polymeroberfliche - solvenszugéngliche Oberfliche,
von blau (+2) iiber weif3 bis rot (-2)). (B) Top 20 Aminosduren mit der positivsten Oberfli-
chendifferenz aus (A). (C) Fir die 20 proteinogenen Aminosduren aufsummierte Werte aus
(A). (D) Top 20 der ldngsten konsekutiven Kontaktzeiten mit dem Polymer. In (A), (B) und
(C) sind die Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert + Fehler) gekennzeichnet.

5.1.2.3 Acyl-PEG-10-kDa

Zusétzlich zum Vergleich zwischen BCN- und DBCO-Linker wurde ein Replikon der
BCN-PEG-10-kDa-Variante fiir 150 ns simuliert, in der der Linker in der Startkonfor-
mation durch eine einfache Peptidbindung bzw. Acylgruppe ausgetauscht wurde. Ei-
ne solche wird oft bei klassischen Kupplungsreaktionen ohne Click-Chemie-Verfahren
unter Nutzung eines Succinimidylesters erhalten (siche erstes Beispiel in Tab. 1.3).
Sehr dhnliche Proteinoberflichen werden durch PEG mit dieser Linkerart, verglichen
mit BCN, adressiert (Abb. 5.12). Wahrend das acylierte Lysin teilweise ins Solvens
gestreckt ist (im Gegensatz zum BCN-Linker, welcher zumeist direkt auf der Protein-
oberflache aufliegt), wechselwirken die ersten PEG-Monomere mit den selben Amino-
sauren (K121 und R149). Die von PEG bedeckte Proteinoberfliche betrdgt im Falle
der K31-BCN-Variante 21.98 + 0.05 % und beim acylierten Derivat 20.84 4+ 0.10 %.
Dieser exemplarische Vergleich zeigt damit auf, dass der in diesen Studien genutz-
te BCN-Linker trotz seiner Grofle nicht zu einer drastischen Verringerung der vom
Polymer adressierten Oberfléche fithrt [304].
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Abbildung 5.12: Polymerdichten (Berechnung analog zu Abb. 5.1) fiir die Simulationen der
K31-BCN-PEG- (blaues Gitter) und K31-Acyl-PEG-Varianten (rotes Gitter). Riickgratatome
der Konjugationsstelle sind als schwarze Kugeln dargestellt (Nachdruck mit Genehmigung aus
[304], Copyright 2021 American Chemical Society).

5.1.2.4 Groflere BCN-Konjugate (20 - 50 kDa)

Werden die Kontaktprofile durch Nutzung ldngerer Polymerketten beeinflusst? Im
Folgenden sollen auch die Kontaktprofile der BCN-Konjugate mit ldngeren Polymer-
ketten (20 - 50 kDa) kurz beschrieben werden. Dabei sollte angemerkt werden, dass
diese Varianten aus Zeitgriinden genauso lange wie die 10-kDa-Varianten simuliert

wurden, obwohl diese Systeme deutlich mehr Freiheitsgrade beinhalten.

5.1.2.4.1 20 kDa

Im Falle von BCN-PEG-20-kDa, zeigt sich ein zur 10-kDa-Variante nahezu identisches
Profil: Das Polymer wechselwirkt bevorzugt mit Aminosiduren der Helix 4, v. a. Ar-
gininen und Lysinen (Abb. 5.13). Abermals zeigen sich positive Flidchendifferenzen
fiir die hydrophoben Aminosduren Tyrosin, Phenylalanin und Alanin. R22, K23 und
R33 in der Nahe der Konjugationsstelle werden allerdings hdufiger adressiert. Auch

die maximalen Kontaktzeiten zeigen generell etwas grofiere Werte.

BCN-LPG-20-kDa zeigt ein Profil, welches auf eine gleichméfigere Bedeckung der
Proteinoberfliche hindeutet, als es bei der 10-kDa-Variante der Fall ist (Abb. 5.14-
A). So werden im Vergleich zu letzterer auch vermehrt Aminosduren im Bereich der
zweiten Helix und zwischen Helix 3 und 4 adressiert. Nur noch die Termini stel-
len grofiere Bereiche mit negativen Flidchendifferenzen dar. Viele Arginine werden
adressiert (R22, R120, R125), diese fallen in der Rangfolge dennoch zuriick (Abb.
5.14-C). Dagegen riickt Cystein (C29, C138) nach vorne. Weiterhin kommt es auch
zur Bedeckung von 124, welches sich in unmittelbarer Ndhe zu R22 und K23 befindet.
Dies fiihrt zu insgesamt sehr positiven Flachendifferenzen fiir Isoleucin. Serine zeigen

die positivste Flachendifferenz. Weiterhin zeigen sich (noch ausgeprigter als bei der
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10-kDa-Variante) stabile Wechselwirkungen mit Glutamaten und Aspartaten (z. B.
D32, E58, D77, E78, E132, Abb. 5.14-D), die Absolutwerte der Kontaktzeiten sind
vergleichbar mit jenen aus Abb. 5.5-D.

BCN-PEtOx-20-kDa zeigt eine im Vergleich zum 10-kDa-Derivat geringere Tendenz
zur Bedeckung der Aminosduren im unteren Areal des unstrukturierten Bereichs zwi-
schen Helix 1 und 2 (Q40 - A50, Abb. 5.15). Entsprechend riicken Asparagine und
Glutamine, die in diesem Bereich vermehrt vorzufinden sind, in der Rangfolge bzgl.
der Flachendifferenzen nach hinten. Aminosduren um F27, die auch schon von der
10-kDa-Variante adressiert wurden, zeigen hingegen einen noch gréfleren Anteil an

der Polymerbedeckung.

5.1.2.4.2 30 - 50 kDa

Auch fiir das BCN-PEG-40-kDa-Konjugat zeigt sich eine Préferenz fiir Arginine und
Lysine, sowie hydrophobe Aminosduren Leucin, Methionin, Alanin und Phenylalanin.
Tyrosin riickt in der Rangfolge nach hinten. Im Gegensatz zur 10-kDa- und 20-kDa-
Variante werden die Termini starker bedeckt, v. a. das C-terminal gelegene R162 wird

ofter adressiert.

Im Falle von BCN-LPG-50-kDa werden Aminosduren der flexiblen Termini und in un-
mittelbarer Nahe zur Konjugationsstelle im Vergleich zur 10-kDa-Variante vermehrt
adressiert. Wie bei der LPG-20-kDa-Variante auch zeigt sich eine Bedeckung der
Polymeroberfliche, die sehr der Verteilung der solvenszugénglichen Oberfliche &h-
nelt. Die Absolutwerte der maximalen Kontaktzeiten sind fiir diese Gréflenordnung
der Konjugate wiederum fiir LPG am grofiten. Diese signalisieren abermals stabile
Wechselwirkungen mit Aspartaten (D2, D71) und vielen Glutamaten (E107, E113,
E146).

Wie auch im Falle der 20-kDa-Variante sind Bedeckungen beim BCN-PEtOx-30-kDa-
Konjugat im unteren unstruktierten Bereich zwischen Helix 1 und 2 (Q40 - A50) im
Gegensatz zur 10-kDa-Variante erniedrigt. Analog zu den gréfiten PEG- und LPG-
Konjugaten zeigen sich leicht erhohte Bedeckungen im Bereich der beiden Termini.
Wechselwirkungen mit Argininen riicken in der Rangfolge der Flachendifferenzen nach
hinten. Im Hinblick auf die maximalen Kontaktzeiten zeigen sich &hnliche Préferen-
zen wie bei der 10-kDa-Variante (Interaktionen mit Tyrosinen und Serinen). Durch
Interaktionen mit Q61 riickt Glutamin an die Spitze der Rangfolge der Aminosduren

mit den positivsten Flachendifferenzen.
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Abbildung 5.13: (A) Anteil jeder Aminoséure am bedeckten Polymerbereich des 20-kDa-
BCN-PEG-Konjugats in Relation zum Anteil an der solvenszugénglichen Oberflache des Wild-
typs (Berechnung der Flichen fiir alle 0.1 ns). Dazu ist die IFN-a2a-Struktur aus zwei Blick-
richtungen gezeigt, mit schwarzen Kugeln an der Konjugationsstelle K31. Die Farbung zeigt
die Differenz der Prozentanteile an (Polymeroberfliche - solvenszugéngliche Oberflache, von
blau (+2) tiber weifl bis rot (-2)). (B) Top 20 Aminoséuren mit der positivsten Oberflachen-
differenz aus (A). (C) Fiir die 20 proteinogenen Aminosduren aufsummierte Werte aus (A).
(D) Top 20 der ldngsten konsekutiven Kontaktzeiten mit dem Polymer. In (A), (B) und (C)
sind die Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert + Fehler) gekennzeichnet.
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Abbildung 5.14: (A) Anteil jeder Aminosédure am bedeckten Polymerbereich des 20-kDa-
BCN-LPG-Konjugats in Relation zum Anteil an der solvenszugénglichen Oberfliche des Wild-
typs (Berechnung der Flichen fiir alle 0.1 ns). Dazu ist die IFN-a2a-Struktur aus zwei Blick-
richtungen gezeigt, mit schwarzen Kugeln an der Konjugationsstelle K31. Die Farbung zeigt
die Differenz der Prozentanteile an (Polymeroberfliche - solvenszugéingliche Oberfliche, von
blau (+2) {iber weifl bis rot (-2)). (B) Top 20 Aminosduren mit der positivsten Oberflichen-
differenz aus (A). (C) Fiir die 20 proteinogenen Aminosduren aufsummierte Werte aus (A).
(D) Top 20 der ldngsten konsekutiven Kontaktzeiten mit dem Polymer. In (A), (B) und (C)
sind die Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert + Fehler) gekennzeichnet.
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Abbildung 5.15: (A) Anteil jeder Aminosédure am bedeckten Polymerbereich des 20-kDa-
BCN-PEtOx-Konjugats in Relation zum Anteil an der solvenszugénglichen Oberfliche des
Wildtyps (Berechnung der Flichen fiir alle 0.1 ns). Dazu ist die IFN-a2a-Struktur aus zwei
Blickrichtungen gezeigt, mit schwarzen Kugeln an der Konjugationsstelle K31. Die Farbung
zeigt die Differenz der Prozentanteile an (Polymeroberfliche - solvenszugéngliche Oberfliache,
von blau (+2) tiber weifl bis rot (-2)). (B) Top 20 Aminosduren mit der positivsten Oberfla-
chendifferenz aus (A). (C) Fiir die 20 proteinogenen Aminoséduren aufsummierte Werte aus
(A). (D) Top 20 der ldngsten konsekutiven Kontaktzeiten mit dem Polymer. In (A), (B) und
(C) sind die Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert + Fehler) gekennzeichnet.
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Abbildung 5.16: (A) Anteil jeder Aminosidure am bedeckten Polymerbereich des 40-kDa-
BCN-PEG-Konjugats in Relation zum Anteil an der solvenszugénglichen Oberfliche des Wild-
typs (Berechnung der Flichen fiir alle 0.1 ns). Dazu ist die IFN-a2a-Struktur aus zwei Blick-
richtungen gezeigt, mit schwarzen Kugeln an der Konjugationsstelle K31. Die Farbung zeigt
die Differenz der Prozentanteile an (Polymeroberfliche - solvenszugéngliche Oberflache, von
blau (+2) tiber weif} bis rot (-2)). (B) Top 20 Aminosduren mit der positivsten Oberflichen-
differenz aus (A). (C) Fiir die 20 proteinogenen Aminosiduren aufsummierte Werte aus (A).
(D) Top 20 der ldngsten konsekutiven Kontaktzeiten mit dem Polymer. In (A), (B) und (C)
sind die Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert + Fehler) gekennzeichnet.
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Abbildung 5.17: (A) Anteil jeder Aminoséure am bedeckten Polymerbereich des 50-kDa-
BCN-LPG-Konjugats in Relation zum Anteil an der solvenszugénglichen Oberfliche des Wild-
typs (Berechnung der Flichen fiir alle 0.1 ns). Dazu ist die IFN-a2a-Struktur aus zwei Blick-
richtungen gezeigt, mit schwarzen Kugeln an der Konjugationsstelle K31. Die Farbung zeigt
die Differenz der Prozentanteile an (Polymeroberfliche - solvenszugéngliche Oberflache, von
blau (+2) tiber weifl bis rot (-2)). (B) Top 20 Aminoséuren mit der positivsten Oberflachen-
differenz aus (A). (C) Fiir die 20 proteinogenen Aminosduren aufsummierte Werte aus (A).
(D) Top 20 der ldngsten konsekutiven Kontaktzeiten mit dem Polymer. In (A), (B) und (C)
sind die Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert + Fehler) gekennzeichnet.
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Abbildung 5.18: (A) Anteil jeder Aminosdure am bedeckten Polymerbereich des 30-kDa-
BCN-PEtOx-Konjugats in Relation zum Anteil an der solvenszugénglichen Oberflache des
Wildtyps (Berechnung der Flichen fiir alle 0.1 ns). Dazu ist die IFN-«2a-Struktur aus zwei
Blickrichtungen gezeigt, mit schwarzen Kugeln an der Konjugationsstelle K31. Die Farbung
zeigt die Differenz der Prozentanteile an (Polymeroberfléche - solvenszugéngliche Oberfléche,
von blau (+2) {iber weif} bis rot (-2)). (B) Top 20 Aminosduren mit der positivsten Oberfl4-
chendifferenz aus (A). (C) Fir die 20 proteinogenen Aminoséduren aufsummierte Werte aus
(A). (D) Top 20 der ldngsten konsekutiven Kontaktzeiten mit dem Polymer. In (A), (B) und
(C) sind die Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert + Fehler) gekennzeichnet.
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5.1.3 Fazit

Die berechneten Kontaktprofile der 10-kDa-BCN-Varianten deuten auf eine bevorzug-
te Interaktion von PEG mit positiven Argininen und Lysinen hin, um die es sich mit
seinen Ethersauerstoffatomen windet. Diese Aminosduren sind v. a. im Bereich der
vierten Helix vorzufinden. Ergénzend hierzu werden hydrophobe Aminoséuren (F, Y,
L, A) adressiert, was die Beobachtungen aus [107] stiitzt. LPG mit zusitzlichen Hy-
droxymethylseitenketten zeigt ein erweitertes Interaktionsprofil mit geringerer Bede-
ckung von Lysinen. Bedeckungen von Serinen, Methioninen und Glutaminen werden
vermehrt registriert. Der grofite Unterschied zu PEG findet sich in den maximalen
Kontaktzeiten des Polymers mit dem Protein. LPG zeigt hierbei die stabilsten Inter-
aktionen aller drei Polymerarten und eine Priferenz zu den Aminoséduren Aspartat
und Glutamat, mit denen es HB ausbilden kann. PEtOx zeigt bevorzugte Interaktio-
nen mit den aromatischen Aminoséduren Tyrosin (v. a. Y89) und Phenylalanin. Zu-
sétzlich kdnnen tiber die Carbonylgruppe der Seitenkette verschiedene HB-Donatoren,

v. a. Glutamine, Asparagine und Serine, adressiert werden.

Insgesamt bewirkt der Austausch des BCN- durch den DBCO-Linker durchaus eine
Verdanderung des vom Polymer bedeckten Proteinareals. Interaktionen mit Aminoséu-
ren der Helix 4 werden verringert, dagegen zeigen sich gréflere Wechselwirkungen mit
Aminoséduren, die sich in der Helix 1 oder im unstrukturierten Bereich zwischen der
ersten und zweiten Helix befinden. Die zur Interaktion bevorzugten Aminoséurety-
pen dndern sich jedoch nur marginal. Im Falle des DBCO-LPG-Derivats, welches das
einzige DBCO-Konjugat darstellt, das eine im Vergleich zur BCN-Variante deutlich
erniedrigte Schmelztemperatur aufweist (vgl. Kap. 5.3.1), zeigen sich u. a. geringere
Bedeckungen von Argininen und eine erhéhte Tendenz zu Interaktionen mit Asparagi-
nen und Serinen. Weiterhin scheinen stabile Wechselwirkungen mit D82 und K83, wie
sie bei der BCN-Variante gefunden wurden, beim DBCO-Derivat nicht ausgebildet

zu werden.

Im Hinblick auf die grofleren Konjugate (20 - 50 kDa) zeigen die Polymere generell
eine hohere Tendenz, Aminoséduren in der Ndhe der Konjugationsstelle zu bedecken.
Die grofiten Derivate (30 - 50 kDa) weiBen zudem deutlich mehr Wechselwirkungen

mit den beiden flexiblen Termini des Proteins auf.
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5.2 Coarse-grained-Simulation

5.2.1 Vergleich mit GaMD-Simulationen

Die CG-Simulation einer IFN-a2a-K31-PEG-10-kDa-Variante ohne Linker zeigt ei-
ne im Vergleich zu den GaMD-Ansétzen deutlich andere Polymerdynamik. Durch
die lingere Simulationszeit von 10 ps mit einer sehr viel gréfleren Solvensbox und
einer starken Reduktion an Freiheitsgraden kommt es zum Sampling vieler Konfor-
mationen mit solvensexponierten Polymerketten. Diese Verteilung ist aus den Punkt-
wolken in Abb. 5.19 ersichtlich. Eine Polymerdichte in Analogie zu jenen aus den
GaMD-Ansétzen zeigt jedoch lediglich im Bereich um R120 - R125 erhohte Aufent-
haltswahrscheinlichkeiten (Abb. 5.20). Dies entspricht dem Areal der Helix 4, welches
auch in den GaMDs durch PEG am héufigsten adressiert wird.

Zeit [us]
10
8

o N O

Abbildung 5.19: Darstellung von Momentaufnahmen der CG-Simulation aus zwei Blickrich-
tungen (Riickgratkugeln lachsfarben, Seitenkettenkugeln gelb, Konjugationsstelle schwarz).
Der Polymer-Anteil des Konjugats ist fiir alle 100 ns als kleinere, transparente, sowie fiir jede
Mikrosekunde zusétzlich als opake Kugeln gezeigt. Diese Kugeln sind von rot iiber weifl hin
zu blau, basierend auf dem Zeitpunkt der Momentaufnahme, koloriert.

Abbildung 5.20: (A) Polymerdichte analog zu Abb. 5.1 aus der CG-MD. (B) Polymerdichte
aus Abb. 5.1 zur GaMD des BCN-PEG-10-kDa-Konjugats (Nachdruck mit Genehmigung aus
[304], Copyright 2021 American Chemical Society).
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Ein entsprechendes Kontaktprofil wurde ebenfalls erstellt und ist in Abb. 5.21 einseh-
bar. Auch wenn hier wie bei der GaMD der BCN-PEG-10-kDa-Variante viele Arginine
und Lysine bedeckt werden (R120, K121, R125, K133), so scheinen Bedeckungen der
hydrophoben Aminosduren Leucin und v. a. Phenylalanin deutlich ausgepréigter zu
sein. Im Gegensatz zur GaMD zeigt sich eine geringe Adressierung von R33, K70 und
R149, dagegen interagiert das Polymer mit F27 und F36 zwischen Helix 1 und 2. Eine
deutliche Préaferenz fiir Phenylalanine zeigt sich auch beim Blick auf die maximalen
Kontaktzeiten. Die Absolutwerte dieser Zeiten sind im Vergleich zur GaMD deutlich
kleiner. Hierbei wurde ein Kontakt registriert, sofern eine Polymerkugel innerhalb von
8 A der auBersten Aminosiureseitenkettenkugel zu finden war. Ein grofierer Grenz-
wert im Vergleich zu den GaMDs (3 A) wurde gewihlt, da die CG-Kugeln grofiere
Radii als die Atome in den GaMDs aufweisen. Geringere Grenzwerte als 8 A wurden

getestet, fiihrten jedoch zu kaum registrierbaren Kontakten.

Insgesamt zeigt sich, dass PEG analog zur GaMD der BCN-PEG-10-kDa-Variante
Bereiche der vierten Helix adressiert. Im Unterschied zur GaMD zeigen sich jedoch
schwéchere Wechselwirkungen mit Argininen und Lysinen und stérkere mit Leucinen
und Phenylalaninen. Diese Unterschiede resultieren vermutlich aus dem MARTINI-
2-Kraftfeld, moglicherweise werden PEG-Wechselwirkungen mit polaren Proteinbe-
reichen in diesem unterschitzt (vide infra). Andererseits kommt es zum Sampling

proteinferner Polymerkonformationen, was bei den GaMDs nicht beobachtet wurde.
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Abbildung 5.21: (A) Anteil jeder Aminosiure am bedeckten Polymerbereich des CG-10-
kDa-BCN-PEG-Konjugats in Relation zum Anteil an der solvenszuginglichen Oberfliache des
Wildtyps (Berechnung der Flichen fiir alle 0.1 ns). Dazu ist die IFN-a2a-Struktur aus zwei
Blickrichtungen gezeigt, mit schwarzen Kugeln an der Konjugationsstelle K31. Die Farbung
zeigt die Differenz der Prozentanteile an (Polymeroberfliche - solvenszugéngliche Oberfléche,
von blau (+2) {iber weifl bis rot (-2)). (B) Top 20 Aminosduren mit der positivsten Oberfla-
chendifferenz aus (A). (C) Fiir die 20 proteinogenen Aminoséuren aufsummierte Werte aus
(A). (D) Top 20 der langsten konsekutiven Kontaktzeiten mit dem Polymer. In (A), (B) und
(C) sind die Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert + Fehler) gekennzeichnet.
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5.2.2 Verwendetes Kraftfeld

Es wurden die PEG-Parameter des MARTINI-2-Kraftfelds verwendet, welche auch
im PolyPly-Programm implementiert sind [313]. Diese wurden mit Beriicksichtigung
der Dynamik reiner PEG-Ketten, PEGylierter Lipid-Bilayer, PEG-basierter nichtio-
nischer Tenside und Polystyren-PEG-Blockcopolymere entwickelt. Die Fahigkeit al-
terer MARTINI-Parameter fiir PEG, Protein-Interaktionen richtig wiederzugeben,
wurde in einer Publikation kiirzlich infrage gestellt und in diesem Zuge ein abge-
wandeltes Parameterset entwickelt [329]. Unter diesen Gesichtspunkten kénnte eine
Implementierung dieser modifizierten MARTINI-2-Parameter oder eine Nutzung des
MARTINI-3-Kraftfelds entlang eines kiirzlich publizierten Protokolls [163] zu einer
groBeren Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus den atombasierten Simulationen

fihren.

Dennoch zeigen die Ergebnisse dieser Simulation exemplarisch, dass die GaMDs ledig-
lich proteinnahe Konformationen der Polymere abbilden, die aber unter Umstinden
nur einen sehr geringen Anteil des in der Wirklichkeit besuchten Phasenraums dar-
stellen. Im Hinblick auf PEG wird hierbei zwischen einem Shroud (Hiille) und einem
Dumbbell (Hantel)-Modell unterschieden (Abb. 5.22). Im Dumbbell-Modell bildet
die PEG-Kette eine eigenstindige Entitdt (random coil) fernab der Proteinoberfla-
che, wihrend das Shroud-Modell ein Umwinden des Polymers um diese herum be-
schreibt. Je nach System und Polymerldnge werden beide Vorstellungen als mégliche
Polymeranordnungen in Betracht gezogen [107, 330]. Entsprechende weiterfithrende
CG-Simulationen kénnten daher dabei helfen, den Anteil an Konformationen, in de-
nen sich das Polymer vom Protein abgewandt befindet, richtig wiederzugeben und
damit die Relevanz der in den GaMD-Simulationen beobachteten Interaktionen bes-
ser einstufen zu koénnen. Eine solche Gewichtung wére auch im Hinblick auf die in
den Kap. 5.3 und 5.4 durchgefiithrten Berechnungen zur Bestimmung der thermischen

Stabilitat und Bioaktivitdt von Bedeutung.

Shroud-Modell Dumbbell-Modell

Abbildung 5.22: Schematische Darstellungen des Shroud (links) und des Dumbbell-Modells
(rechts). Das Polymer kann das Protein, je nach Grofie, umhiillen und mit diesem wechsel-
wirken oder als eher unabhéngige Entitdt im Solvens vorliegen. Die durchgefithrten GaMD-
Simulationen kénnen lediglich proteinnahe Konformationen wiedergeben.
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5.3 Untersuchungen zur thermischen Stabilitat

In den letzten Kapiteln wurden die bevorzugten Wechselwirkungspartner der ver-
schiedenen Polymerarten ndher analysiert. Hier soll nun untersucht werden, ob die
experimentell mittels DSF-Messungen (siehe Kap. 3.2.7) ermittelten Schmelztempe-
raturen verschiedener Konjugate mit aus den Simulationen ableitbaren Parametern
in Verbindung gebracht werden koénnen, um somit den Effekt der Polymere auf die

thermische Stabilitit interpretieren zu konnen.

5.3.1 10-kDa-Varianten

Folgende Schmelzpunkte wurden experimentell zunéchst ermittelt:

*
8 *
= 65.0 et | ! 1 Struktur Temperatur [°C] PDI
: *
‘g : ' Wildtyp 64.7 - 65.3 -
S 625 I e I Ny 62.3 - 63.0 -
& an BCN-PEG-10.7 kDa  60.9 - 61.7 1.04
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Abbildung 5.23: Per DSF ermittelte Schmelztemperaturen (95%-Konfidenzintervalle; n = 5;
signifikante Unterschiede mit p-Werten von <0.05 durch Sterne angedeutet). Gelistete Massen
basieren auf MALDI-TOF (Matrix-assistierte Laser-Desorption-Ionisierung-Time-of-flight)-
Messungen. Die Polydispersitdt (PDI) wurde iiber eine Grofienausschlusschromatographie
ermittelt (Reproduzierung mit Genehmigung aus [304], Copyright 2021 American Chemical
Society).

Es handelt sich um einen duflerst engen Temperaturbereich. Der Wildtyp weist eine
gegeniiber allen anderen aufgelisteten Strukturen signifikant hohere thermische Sta-
bilitdt auf. Alle Konjugate weisen dementsprechend eine Destabilisierung auf, wobei
diese im Falle des BCN-LPG-Derivats am geringsten ausféllt. Dieses Konjugat ist das
einzige, welches sich signifikant von allen anderen unterscheidet und eine vergleichbare
Schmelztemperatur zur unkonjugierten Struktur mit Azidgruppe aufweist (hier mit
N3 gekennzeichnet). Es handelt sich auch um den einzigen Fall, in dem der Austausch
des BCN- mit einem DBCO-Linker einen deutlichen Effekt auf die Schmelztemperatur
hat. Die PEG-Derivate zeigen im Vergleich zu den LPG-Konjugaten etwas niedrigere
Schmelztemperaturen, die PEtOx-Konjugate sind die instabilsten PBK.

Zunéchst wurden aus den entsprechenden GaMD-Simulationen der BCN-10-kDa-
Varianten Parameter ermittelt, die Protein-Polymer-Wechselwirkungen beschreiben,

z. B. die Anzahl an Protein-Polymer-HB, die durch das jeweilige Polymer bedeckte
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Proteinoberflache oder die Interaktionsenergie mit allen Aminosduren des Proteins.
Diese Untersuchungen zeigten jedoch zunéchst keine Korrelation mit den experimen-
tellen Befunden. Es wurden schliefilich drei Parameter gefunden, die alle in gewis-
ser Weise die Proteinflexibilitét beschreiben: (1) die durch eine CNA vorhergesagte
Schmelztemperatur, (2) die Anzahl an nativen Kontakten, (3) sowie das Verhéltnis
der RMSF-Werte zum Wildtyp. Die nachtraglich simulierten DBCO-Varianten wur-
den mithilfe dieser Parameter korrekt bzgl. ihrer thermischen Stabilitédt eingestuft.
Entsprechende Korrelationen sind in den Abb. 5.24 gezeigt und sollen im Folgenden

néher beschrieben werden.
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Abbildung 5.24: (A) Korrelation zwischen den CNA-basierten und den experimentell be-
stimmten Schmelztemperaturen. Farben entsprechen den Dichtedarstellungen der Abb. 5.1:
WT = blau, BCN-LPG = griin, DBCO-LPG = dunkelgriin, BCN-PEG = orange, DBCO-
PEG = rot, BCN-PEtOx = dunkelgrau, DBCO-PEtOx = grau. (B) Korrelation zwischen
den experimentell bestimmten Schmelztemperaturen und der Anzahl nativer Kontakte. (C)
Korrelation zwischen den experimentell bestimmten Schmelztemperaturen und den RMSF-
Verhéltnissen, die in (D) oben rechts aufgelistet sind. (D) Aminosdurespezifische RMSF-
Verhéltnisse zwischen den Biokonjugaten und dem Wildtyp (Verhéltnis der Durchschnittswer-
te aller Replika). Dargestellt sind die Aminoséduren G10 bis T155 ohne die flexiblen Termini.
Die grofiten Unterschiede sind fiir die Aminoséuren der Schleifen und einige Bereiche der He-
lices 2 und 3 zu erkennen (L30 - T52, Q62 - T79 und L95 - E113). Diese sind als rote Kugeln
in der dargestellten Struktur markiert. Letztere ist gelb in Arealen mit groflen Unterschieden
bzgl. der in Abb. 5.27 weiter unten dargestellten Perkolationsindizes gefarbt (Reproduzierung
bzw. Nachdruck mit Genehmigung aus [304], Copyright 2021 American Chemical Society).

5.3.1.1 CN-Analysen

Zur Durchfithrung der CN-Analysen der in Kap. 5 behandelten IFN-«a2a-Konjugate
mit dem Programm CNA 2.0 wurden fiir alle 0.1 ns PDB-Strukturen der Simulationen

gespeichert. Dieses Analysenprogramm wurde bisher nur fiir Proteine oder Systeme
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mit kleineren, nichtkovalenten Liganden verwendet. Die Monomere wurden entspre-
chend als Ligand-Heteroatome definiert, wiahrend der BCN- bzw. DBCO-Linker als
Teil der Aminosdure K31 beschrieben wurde. Somit konnte der Einfluss nichtkovalen-
ter Wechselwirkungen des Polymers mit dem Protein auf die Rigiditét des Proteins

untersucht werden.

Ein Energiebereich zwischen -10 und 0 kcal/mol mit Schritten von 0.05 kcal/mol
wurde analysiert (E = -10 0 0.05). Zur Beurteilung hydrophober Effekte wurde der
Standardgrenzwert von 0.25 A (¢ = 0.25) verwendet. Befanden sich zwei Kohlenstoff-,
ein Kohlenstoff- und ein Schwefel-, oder zwei Schwefelatome innerhalb dieses Grenz-
werts (inklusive der jeweiligen VdW-Radien) wurde dies als hydrophober Kontakt
eingestuft (H = 1). Deren Stdrke wurde mit zunehmenden Temperaturen bei der
Entfaltungssimulation des Programms nicht moduliert (TUS = 1). Diese Einstellun-
gen in Kombination mit einem auf der Konfigurationsentropie vom Typ 2 basierenden
Spline-Fit ergab die beste Korrelation (Abb. 5.24-A).

Der Wildtyp wurde korrekt als stabilste Variante eingestuft, gefolgt vom BCN-LPG-
Konjugat. Auch die iibrige Rangfolge stimmt mit den experimentellen Befunden iiber-
ein, wobei beide PEtOx-Varianten als deutlich destabilisiert beurteilt wurden. Die
vom Programm ausgegebene Schmelztemperatur basiert auf einer Umrechnung der
jeweiligen Energie-Grenzwerte, bei denen eine Entfaltung anzunehmen ist. Im Falle
der Konfigurationsentropie vom Typ 2 ist dies an jenem Grenzwert gegeben, an dem
sich der grofite Rigiditétscluster des Netzwerks anfingt aufzulésen und das System
nicht mehr dominiert. Die Konfigurationsentropie H vom Typ 2 basiert auf der In-
formationstheorie nach Shannon und beschreibt den Grad der Unordnung in Bezug

zur Realisation eines bestimmten Zustands:!

H:—ZwS In ws (5.1)

s ng

- Y82 ng
n _Anzahl Cluster der Grofle s
5 Anzahl Atome N

(5.2)

Ws

(5.3)

Die finale Entropie wird hierbei aus der Summe der Werte fiir alle im System ge-
fundenen Clustergréfien s gebildet. Dabei beschreibt w, die Wahrscheinlichkeit eines
Atoms, sich in einem Cluster der Grofle s zu befinden. Diese Wahrscheinlichkeit re-
sultiert wiederum aus einer Verrechnung mit der normierten Clustergréfie ng, bei der
die Anzahl der Cluster mit der Gréfle s in Relation zur Anzahl an Atomen N im
gesamten Netzwerk gesetzt wird. Zu Beginn besteht lediglich ein rigider Cluster im
System, die Entropie besitzt daher den Wert Null. Fallt der grofite Cluster in sich
zusammen, so kommt es zum Anstieg moglicher Systemzustiande (verschiedene Clus-

tergrofien s) und damit der Entropie H. Verdndert sich die Entropie also an einem

!Die eher uniibliche Nutzung des Kennzeichens H fiir eine Entropie richtet sich hierbei nach den
publizierten Arbeiten zu CNA-basierten Deskriptoren [234, 235].
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gegebenen Energie-Grenzwert sehr stark, so wird ein Phaseniibergang vermutet. Die
ausgegebenen absoluten Temperaturwerte sollten allerdings lediglich relativ zwischen
vergleichbaren Systemen beurteilt werden [231, 234, 235, 331].

5.3.1.1.1 Generierte Netzwerke

Die Stabilitdt der PEG- und LPG-Varianten scheint bei der thermalen Entfaltungssi-
mulation durch das CNA-Programm tiiberbewertet zu werden. Dies kénnte daraus re-
sultieren, dass diese Strukturelemente Ethersauerstoffatome besitzen, deren Fahigkeit
zur Ausbildung von HB vom Programm iiberschétzt wird. Eine Visualisierung exem-
plarischer Ensemble-Netzwerke per visualCNA zeigt, dass LPG besonders viele HB
ausbildet, PEtOx das Protein dagegen hauptséchlich iber hydrophobe Constraints
beeinflusst (Abb. 5.25). PEG zeigt deutlich weniger HB als LPG. Die Ethersauer-
stoffatome scheinen bei beiden Varianten jedoch mafigeblich zur Rigiditat beizutra-
gen und viele HB-Constraints, v. a. iber Lysine und Arginine, ausbilden zu kénnen
(Abb. 5.26).

5.3.1.1.2 Perkolationsindizes

Neben globalen Rigiditdtsindizes konnen mithilfe des CNA-Programms auch loka-
le Effekte tiber verschiedene Parameter analysiert werden (sieche Kap. 1.4). Eine
ndhere Inspektion der lokalen Indizes zeigt auf, dass die destabilisierten PEtOx-
Konjugate besonders im Falle der Perkolationsindizes vom Typ 2 deutlich positi-
vere Energiegrenzwerte in bestimmten Bereichen aufweisen (um V55 - N65 und R125
- T155, entspricht Bereichen der Helices 2, 4 und 5), verglichen mit allen iibrigen
Strukturen (Abb. 5.27-A). Diese Indizes geben die Grenzwerte an, bei denen sich
die Aminosduren vom aktuell grofiten rigiden Cluster loslésen. Geringe Absolutwerte
deuten auf eine wihrend der Entfaltung frithere Flexibilisierung der entsprechenden
Bereiche hin. Beim Blick auf die instabilen Areale in Kombination mit den gefundenen
Polymerdichten (Abb. 5.27-B und 5.27-C) zeigt sich, dass diese Aminosduren durch
PEG und LPG bedeckt sind und damit rigidisierende Wechselwirkungen ermoglicht
werden, wiahrend sie im Falle der PEtOx-Konjugate zu einem stéirkeren Grad solvens-

exponiert bleiben.

5.3.1.2 Native Kontakte

Die Anzahl nativer Kontakte wird oft zur Untersuchung von Entfaltungssimulationen
genutzt [332]. In diesem Falle wurden alle Aminosdurekontakte (fir die individuellen
Atome berechnet), basierend auf der jeweiligen NMR-Struktur mit dem standard-
méBigen Grenzwert von 4.5 A, beriicksichtigt. Ausgenommen wurden die Kontakte
von K31 und der sehr flexiblen Termini C1 - L9 und N156 - E165. Daraus wurde der

durchschnittliche Anteil an Momentaufnahmen berechnet, in denen diese Kontakte in
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den Simulationen registriert wurden. Trotz der &uflerst geringen prozentualen Unter-
schiede kann eine Korrelation im Hinblick auf die untersuchten Konjugate beobachtet
werden (Abb. 5.24-B).

Abbildung 5.25: Visualisierung exemplarischer CNA-Netzwerke der 10-kDa-BCN-
Konjugate von (A) PEG, (B) LPG und (C) PEtOx mittels visual CNA. Rote Stébe illustrie-
ren HB, violette Salzbriicken und griine hydrophobe Wechselwirkungen.
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Abbildung 5.26: Visualisierung exemplarischer CNA-Interaktionen der 10-kDa-BCN-
Konjugate. Die betreffenden Aminosauren sind violett gefarbt, die Polymerkohlenstoffatome
weifl. Constraints sind analog zu Abb. 5.25 illustriert. (A) PEG bildet viele HB-basierte Cons-
traints iiber seine Ethersauerstoffatome aus, z. B. mit Lysinen. (B) LPG bildet ebenso viele
HB-Constraints iiber sein Riickgrat aus, aber auch iiber die zusétzlichen Hydroxymethylsei-
tenketten. (C) PEtOx bildet iiberwiegend hydrophobe Constraints mit dem Protein aus.
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Abbildung 5.27: (A) Energie-Grenzwerte fiir die aminosdurespezifischen Perkolationsindi-
zes vom Typ 2, mit grofien Differenzen fiir die PEtOx-Konjugate in den Bereichen um V55 -
N65 und R125 - T155. (B) Darstellung der Polymerdichten der BCN-Konjugate aus Abb. 5.1,
mit den relevanten Bereichen aus (A) in gelb markiert. (C) Darstellung der Polymerdichten
der DBCO-Konjugate aus Abb. 5.1, mit den relevanten Bereichen aus (A) in gelb markiert
(Reproduzierung bzw. Nachdruck mit Genehmigung aus [304], Copyright 2021 American Che-
mical Society).

Korrekterweise wird bei dieser Kontakte-Analyse auch lediglich im Falle der LPG-
Derivate ein signifikanter Unterschied zwischen der BCN- und der DBCO-Variante
erkannt. Es ist denkbar, dass der Anteil durch die Polymere auf verschiedene Weisen
beeinflusst werden kann: Durch Protein-Polymer-Interaktionen kénnen iiblicherweise
im Protein vorliegende Wechselwirkungen ersetzt und damit die Prozentzahlen ver-
ringert werden. Dagegen kann ein Aufliegen des Polymers auf der Proteinoberfléche

auch zum Erhalt bzw. zur Starkung solcher intramolekularen Interaktionen beitragen
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(vgl. [102]), was besonders im Falle der sehr flexiblen Schleifenbereiche vorstellbar
ist, die sich ohne Gegenwart der Polymere im Solvens leichter voneinander abwenden
konnen. Daher ist es durchaus auch nachvollziehbar, dass der Wildtyp eine niedrigere

Anzahl an Kontakten aufweisen kann.

Bei dieser Analyse kann ebenso eine relative ,Kontaktstarke® fiir jedes Atom ausge-
geben werden, wobei der stérkste native Kontakt (ein Kontakt, der durchweg erhalten
bleibt) den Wert 100 erhélt (somit handelt es sich um die Prozentzahl an Moment-
aufnahmen, in denen der Kontakt gefunden wird). Fiir den exemplarischen Vergleich
zwischen der BCN-LPG- und der DBCO-LPG-Variante wurde die Differenz dieser
,Kontaktstiarken* ermittelt und visualisiert (Abb. 5.28-A). Es zeigt sich, dass Un-
terschiede in der Anzahl der nativen Kontakte vermehrt aus Bereichen der unteren
unstrukturierten Bereiche und der Termini resultieren und nicht ausschliellich am
Ort der Konjugationsstelle zu verorten sind. Um letztere zeigt sich lediglich eine gro-
Bere Kontaktstéirke fiir das benachbarte 124 im Falle des DBCO-Konjugats, erhéhte
Kontaktstarken der BCN-Variante sind v. a. im Bereich um R125 zu finden. Der
sterisch anspruchsvollere DBCO-Linker zeigt eine im Vergleich zum BCN-Linker gro-
Bere Anzahl an Atomen, die sich weiter entfernt von der Proteinoberfliche befinden
(Abb. 5.28-B), was die Ausrichtung der Polymerkette beeinflussen kann. Insgesamt
existieren sowohl Bereiche, in denen ein Erhalt der nativen Kontakte im Falle der
BCN-Variante wahrscheinlicher ist, als auch Areale, in denen das DBCO-Konjugat
groBere ,,Kontaktstéarken zeigt. Somit lasst sich kein einzelner Proteinbereich bestim-
men, der fiir den Unterschied beider Konjugate hinsichtlich ihrer nativen Kontakte

als entscheidend eingestuft werden kann.
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Differenz relative Kontaktstarke
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Abbildung 5.28: (A) Atombasierte Differenzen der relativen , Kontaktstiarken“ zwischen der
BCN-LPG- und der DBCO-LPG-Variante (Kontaktstirkepcn - Kontaktstarkeppco). Rote
Areale zeigen Bereiche, in denen in den DBCO-Simulationen native Kontakte 6fter erhalten
blieben, blaue repréisentieren jene Atome, die ihre nativen Kontakte in den BCN-Simulationen
langer erhalten konnten (die Konjugationsstelle ist mit schwarzen Kugeln gekennzeichnet).
(B) Verteilung der BCN- (blau) und DBCO-Atome (rot) in den Simulationen (Illustration
aller 5 ns als Punkte).



5.3. Untersuchungen zur thermischen Stabilitét 227

5.3.1.3 RMSF-Verhaltnis

RMSF-Werte der Riickgratschweratome aller Aminosduren wurden berechnet. Dabei
wurde die Fluktuation um die durchschnittliche Struktur der jeweiligen Simulation
berechnet und zum Erhalt von Pseudo-B-Faktoren mit % multipliziert. Der Durch-
schnittswert aller Replika wurde jeweils mit jenem der Wildtyp-Simulationen in Re-
lation gesetzt (Abb. 5.24-C und 5.24-D). Groflere Einfliissse der Polymere sind v. a.
im Bereich der flexiblen Schleifen und einiger Aminosduren der Helices 2 und 3 zu
beobachten (L30 - T52, Q62 - T79 und L95 - E113). Die Anderungen in diesen Berei-
chen korrelieren mit den experimentell bestimmten Schmelztemperaturen, wobei eine

Destabilisierung durch eine grofiere Fluktuation dieser Bereiche gekennzeichnet ist.

5.3.1.4 Vergleich mit LiP-Assays

Wie in Kap. 3.2.7 erwdhnt wurden sogenannte LiP-Assays durchgefiihrt, bei denen
die Konjugate, die einer Proteolyse durch die Proteinase K unterzogen wurden, nach
bestimmten Zeitintervallen massenspektrometrisch charakterisiert wurden. Die de-
tektierten Peptidfragmente gaben Riickschliisse auf die Schnittstellen durch die Pro-
teinase und damit auf mégliche Schutzmechanismen der konjugierten Polymere. Die
Ergebnisse zu den 10-kDa-BCN-Varianten sind in Abb. 5.29 grafisch zusammenge-
fasst. Es lassen sich keine bedeutenden Unterschiede zwischen den Schnittmustern
der unterschiedlichen Polymervarianten erkennen, auch nicht im Vergleich zum Wild-
typ. Dies deutet darauf hin, dass die Polymere lediglich schwache Interaktionen zum
Protein ausbilden und somit proteinabgewandte Konformationen (Dumbbell-Modell,

siche Kap. 5.2) dominieren.

Die Resultate sollten jedoch nicht direkt mit den Ergebnissen aus Kap. 5.1 in Verbin-
dung gebracht werden. Wéhrend hierbei die Proteolysen zu bestimmten Zeitpunkten
im Minutenbereich untersucht wurden, konnten durch die Simulationen lediglich je-
weils 1.5 us jedes Biokonjugats simuliert werden. Dadurch konnten ausschlielich pro-
teinnahe Konformationen wiedergegeben werden. Die Beobachtungen unterstreichen
jedoch die in Kap. 5.2 bereits erwdhnte Notwendigkeit eines alternativen bzw. er-
ginzenden Multiscale-Modeling-Simulationsansatzes, der die proteinfernen Polymer-
konformationen in geeigneter Weise beriicksichtigen kann. Weiterhin ist zu erwéhnen,
dass der Proteinverdau natiirlich ebenso von den gewahlten Zeitpunkten und v. a. der
verwendeten Proteinase abhingt. Eine Analyse mit verschiedenen Proteasen, welche

mehr Schnittstellen abdecken, kénnte ein differenzierteres Bild liefern.
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A IFN-02a WT IFNK31N,-BCN-PEG IFNK31N,-BCN-LPG B IFN-a2a WT IFNK31N,-BCN-PEtOx
¥ & 4

Abbildung 5.29: Ergebnisse der limitierten Proteolyse der 10-kDa-BCN-Konjugate und
des Wildtyps mit Proteinase K. Die Aminoséduren an Position P1 und P1’ des detektierten
Verdaus sind zu gegebenen Zeitpunkten farblich markiert. Dabei wurden in (A) die Frag-
mente des Wildtyps (blau), sowie der BCN-PEG- (orange) und BCN-LPG-Konjugate (griin)
zur Detektion mit Ethylacetat extrahiert; in (B) wurden jene des Wildtyps (blau) und des
BCN-PEtOx-Konjugats (violett) mit Chloroform extrahiert (Nachdruck mit Genehmigung
aus [304], Copyright 2021 American Chemical Society).

5.3.2 Groflere Konjugate

Von den Verbundpartnern wurden fiir die grofieren Varianten (20 - 50 kDa) zusétz-
liche Schmelztemperaturmessungen vorgenommen (Abb. 5.30). Die fur die 10-kDa-
Konjugate beschriebenen Parameter wurden analog in den Simulationen dieser Struk-
turen (siehe Kap. 5.1.2.4) untersucht. Price et al. konnten bei einer Vergroferung
einer konjugierten PEG-Kette an der WW-Doméne {iber vier Monomere hinaus hin
zu einer 2 kDa-PEG-Kette (entspricht ca. 33 % Massenanteil am Konjugat, dhnlich
zu therapeutisch verwendeten Strukturen) keine bedeutenden Unterschiede in der
thermischen Stabilitét registrieren [100]. Auch bei den hier vorliegenden IFN-o2a-
PEG-Konjugaten ist keine Anderung der Schmelztemperaturen mit ansteigender Po-
lymermasse (10, 20, 40 kDa) erkennbar.
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Abbildung 5.30: Per DSF ermittelte Schmelztemperaturbereiche (Mittelwert + Standard-
abweichung; n > 4; signifikante Unterschiede mit p-Werten von <0.05 durch Sterne ange-
deutet). Die gelisteten molaren Massen basieren auf MALDI-TOF-Messungen, dynamischer
Lichtstreuung (°) oder einer Grofienausschlusschromatographie (*). Die Polydispersitat (PDI)
wurde tiber eine Grofienausschlusschromatographie ermittelt (PEG/LPG-Daten publiziert un-
ter Creative Commons Attribution License [333], PEtOx-Daten eingereicht [334]).

Die Ergebnisse analoger Parameterberechnungen zu Abb. 5.24 und 5.27 sind in Abb.
5.31 zusammengefasst. Im Falle der groferen PEtOx-Konjugate wird abermals eine
Destabilisierung mit relativ positiven Perkolationsindizes in den Bereichen V55 - N65
und R125 - T155 durch das CNA-Programm vorhergesagt. Hier kann jedoch fiir
keinen der oben beschriebenen Parameter eine iiberzeugende Korrelation mit der
Schmelztemperatur festgestellt werden, besonders das gréfite LPG-Konjugat zeigt
bei den RMSF-Verhéltnissen grofle Abweichungen zu den iibrigen Varianten.

Da diese gréfleren Konjugate genauso lange wie die 10-kDa-Varianten simuliert wur-
den, jedoch noch weitaus mehr Freiheitsgrade besitzen und somit deutliche Konforma-
tionsédnderungen der Polymere vermutlich auch nur in weitaus gréfieren Solvensboxen
realisierbar sind, ist die Annahme eines unzureichenden Samplings als primére Ursa-
che fiir diese Diskrepanz gerechtfertigt. Zu diesem Aspekt kommt hinzu, dass sich die
Molekulargewichte der simulierten Ketten im Falle der gréfferen Konjugate deutlicher
von den experimentell untersuchten Strukturen unterscheiden, als es bei den 10-kDa-
Varianten der Fall ist (die modellierten Molekulargewichte stellen die anfangs experi-
mentell geplanten Zielgrofien dar). So macht es vermutlich einen Unterschied, ob ein
IFN-a2a-K31-BCN-PEtOx95 kpa- oder ein IFN-a2a-K31-BCN-PEtOx3zq kpa-Derivat
modelliert wird. Generell stellt die gegebene Polydispersitit dieser Konjugate, welche
besonders im Falle der LPG-Derivate relativ stark vom Wert 1 abweicht, eine Varietét
an tatséchlich vorliegenden Kettenldngen dar, welche durch die hier vorgenommenen

Modellierungen nicht wiedergegeben werden kann.
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Abbildung 5.31: Analoge Darstellungen der Berechnungen aus Abb. 5.24 und 5.27 mit den
zusétzlich experimentell bestimmten Schmelztemperaturen aller IFN-a2a-BCN-Konjugate
aus Abb. 5.23 und 5.30.
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5.4 Untersuchungen zur Bioaktivitat

Zusétzlich zu DSF-Messungen wurden die Bioaktivitdten der BCN-Konjugate experi-
mentell iiber SEAP-Assays (siehe Kap. 3.2.7) bestimmt (Abb. 5.32). Diese Aktivitéten
korrelierten mit den per dynamischer Lichtstreuung (DLS) ermittelten hydrodynami-
schen Durchmessern der Konjugate (5.33-A). Ein groflerer hydrodynamischer Durch-
messer kann die Bindung des Proteins an IFNAR1 und IFNAR2 beeintréichtigen, da
die Polymere somit eine Anndherung des Proteins an die Rezeptoren unterbinden.
Dabei zeigt das PEtOx-20-kDa-Konjugat experimentell einen Durchmesser, der eher
jenem der 10-kDa-Konjugaten &hnelt, und die entsprechende 30-kDa-Variante einen
Durchmesser, der jenem der 20-kDa-PEG/LPG-Konjugaten &hnelt.

Da dieser Durchmesser mit einem bestimmten Faktor mit dem jeweiligen Gyrations-
durchmesser korrelieren sollte, wurde dieser fiir alle BCN-Konjugate in silico ermittelt
und mit den experimentellen Daten in Verbindung gesetzt (Abb. 5.33-B und 5.33-C).
Analog zu den hydrodynamischen Durchmessern zeigt sich eine Korrelation, sodass

der Gyrationsdurchmesser zur Abschéitzung der Bioaktivitdt genutzt werden kann.
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Abbildung 5.32: Per SEAP-Assay und DLS ermittelte Bioaktivitdten und hydrodynamische
Durchmesser (Mittelwert + Standardabweichung; n > 3; signifikante Unterschiede mit p-
Werte von <0.05 angedeutet; PEG/LPG-Daten unter Creative Commons Attribution License
[333], PEtOx-Daten eingereicht [334]).
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Abbildung 5.33: (A) Korrelation der Bioaktivitdten mit den hydrodynamischen Durch-
messern der Konjugate (R? = 0.92, 73 = 0.96, PEG/LPG-Daten unter Creative Commons
Attribution License [333], PEtOx-Daten eingereicht [334]). (B) Korrelation der hydrodyna-
mischen Durchmesser mit berechneten Gyrationsdurchmessern (R? = 0.85, 75 = 0.78). (C)
Korrelation der Gyrationsdurchmesser mit der Bioaktivitit (R? = 0.88, 75 = 0.82).

Sofern die Bioaktivitat direkt durch die Lange des ausgestreckten Polymers bestimmt
werden kann, sollte bei selbem Molekulargewicht (z. B. 10 kDa) und vergleichbarer
Riickgratlange von jeweils drei Schweratomen ein ansteigender Durchmesser in der
Reihenfolge PEtOx (98.13 Da pro Monomer), LPG (74.08 Da pro Monomer) und
PEG (44.05 Da pro Monomer) zu erwarten sein. Die PEtOx-20-kDa-Variante zeigt
erwartungsgeméafl einen im Vergleich zu PEG und LPG mit selbem Molekularge-
wicht signifikant geringeren hydrodynamischen Durchmesser, die hydrodynamischen
Durchmesser der PEG- und LPG-Varianten gleicher Gréfienordnung unterscheiden

sich jedoch nicht signifikant.

Aufgrund der Beobachtungen stellt sich die Frage, ob analoge Korrelationen mit der
Bioaktivitédt auch mithilfe einfacher ermittelbarer Eigenschaften wie der Monomeran-
zahl und / oder der Lénge des ausgestreckten Polymers gefunden werden kénnen, ohne
hydrodynamische Durchmesser experimentell bestimmen oder lingere Simulationen
durchfithren zu miissen. In Abb. 5.34-A und 5.34-B sind entsprechende Korrelationen
gezeigt, die verdeutlichen, dass eine geringfiigig schlechtere Korrelation direkt mithil-
fe der Monomeranzahlen erhalten wird. Zusétzlich wurde die Korrelation aus Abb.
5.33-C lediglich mit den 10 Startkonformationen jedes Konjugats wiederholt, welche
nach den initialen, 1 ns langen Simulationen in implizitem Solvens erhalten wurden
(Abb. 5.34-C). Hier wurden zu den GaMD-Analysen nahezu identische Mittelwer-
te erhalten, deren Korrelation leicht verbesserte statistische Werte aufweist. Somit
stellt die Generierung dieser Startkonformationen eine ausreichende und gleichzeitig
im Vergleich zu den GaMDs und experimentellen Messungen der hydrodynamischen
Durchmessern deutlich schnellere Methode zur ersten Abschitzung der Bioaktivitét
dar.
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Abbildung 5.34: (A) Korrelation der Bioaktivitdten mit den fiir die Simulationen model-
lierten Anzahlen an Monomeren (R? = 0.83, 75 = 0.78) und (B) den in MOE vermessenen
Lingen der ausgestreckten Polymerketten (R? = 0.81, 75 = 0.73). (C) Korrelation der Bio-
aktivitit mit den Gyrationsdurchmessern der Startkonformationen der GaMDs (R? = 0.93,
Tp = 0.87). Farbschema siehe 5.33-A.
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5.5 Zusammenfassung

In Kap. 5.1 wurden GaMD-Simulationen fiir eine Vielzahl von Konjugaten unter-
schiedlicher Gréfle und Zusammensetzung durchgefiihrt. Durch ndhere Analysen der
Protein-Polymer-Kontaktprofile wurden bevorzugte Wechselwirkungspartner der Po-
lymerarten ermittelt. Im Falle der BCN-PEG-10-kDa-Variante wurden bevorzugte
Interaktionen des Polymers mit Argininen und Lysinen in der Ndhe hydrophober Ami-
nosduren (F, Y, L, A) detektiert, was den Beobachtungen aus der Literatur entspricht
[107]. LPG zeigte ein erweitertes Interaktionsprofil, indem die zusétzlichen Hydro-
xymethylseitenketten HB-Akzeptoren adressierten, Lysine wurden geringer bedeckt.
LPG wies die stabilsten Wechselwirkungen aller Polymerarten auf, vornehmlich mit
Aspartaten und Glutamaten. PEtOx wechselwirkte iiber die HB-Akzeptorfidhigkeit
der Carbonylsauerstoffatome der Seitenketten mit HB-Donatoren wie Serinen, Glut-
aminen und Asparaginen, sowie mit den hydrophoben Alkylseitenketten auch iiber
aromatische Aminosauren, v. a. Tyrosine. Diese Beobachtungen decken sich mit den
systematischen Analysen aus Kap. 4.3. DBCO-10-kDa-Varianten zeigten verstirkte
Bedeckungen der Aminoséuren in der Nidhe der Konjugationsstelle, favorisierte Ami-
nosduretypen stimmten allerdings zu einem grofien Teil mit den Beobachtungen zu
den BCN-Konjugaten iiberein. GroBere BCN-Konjugate (20 - 50 kDa) zeigten ebenso
verstirkte Wechselwirkungen mit Aminosduren der ersten Helix und des unstruktu-
rierten Bereichs zwischen Helix 1 und 2. Die grofiten Varianten (30 - 50 kDa) wiesen

zudem stérkere Bedeckungen beider Termini auf.

Die CG-Simulation eines PEG-Konjugats in Kap. 5.2 verdeutlicht, dass die Polymere
durchaus auch zum groflen Teil solvensexponierte, proteinabgewandte Konformatio-
nen einnehmen koénnen, die durch die Limitationen der GaMD-Simulationen nicht
beobachtet werden kénnen. Eine passende Gewichtung zwischen proteinnahen und
-fernen Konformationen durch geeignete CG-Simulationen kénnte die Ergebnisse in

Kap. 5.3 verbessern, da hierbei lediglich erstere beriicksichtigt werden konnten.

In Kap. 5.3 konnten mogliche Ursachen fiir eine Destabilisierung der 10-kDa-Konjugate
von IFN-a2a ermittelt werden. Die Parameter beschreiben in verschiedener Weise die
Flexibilitdt unterschiedlicher Proteinbereiche. Ein Effekt von PEG auf die Stabilitat
von Proteinen iiber eine Modulation der Flexibilitdt wurde bereits in der Literatur be-
schrieben [92]. Vermutlich aufgrund mangelnder Stichprobengréfien wurden im Falle
der grofleren IFN-a2a-Konjugate keine analogen Korrelationen gefunden. Effekte, die
in einer (De-)stabilisierung resultieren, repriasentieren vermutlich proteinindividuelle,
multifaktorielle Phdnomene. Es wéren voraussichtlich, &hnlich zu den Modellprote-
instudien in Kap. 4, weiterfithrende multivariate Korrelationen notwendig, um diese

ausreichend abbilden zu konnen.
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Kap. 5.4 zeigte, analog zu experimentell ermittelten hydrodynamischen Durchmes-
sern, eine Korrelation der Gyrationsdurchmesser mit den Bioaktivitdten der Konju-
gate auf. Dabei konnte eine vergleichbare Korrelation mithilfe der Startkonformatio-
nen der GaMDs erhalten werden. Diese konnen relativ zeiteffizient modelliert werden,
sodass die Ermittlung dieser Gyrationsdurchmesser eine wertvolle Alternative zur ex-
perimentellen Bestimmung hydrodynamischer Durchmesser darstellen kann. Da Kor-
relationen mit der Anzahl an Monomeren oder den Polymerldngen zu etwas schlech-
teren Ergebnissen fiithrten, héngt die erniedrigte Bioaktivitdt nicht ausschliefilich von

der Lange der ausgestreckten Polymerketten ab.

Insgesamt konnte durch dieses Kapitel demonstriert werden, dass Simulationen gro-
Berer Konjugate auf atomarer Ebene durchaus wertvolle Beitrdge zur Interpretation
experimenteller Befunde liefern konnen. Sie kénnen weiterhin dazu dienen, favorisierte
Protein-Polymer-Wechselwirkungspartner zu detektieren. Die genannten Limitierun-
gen machen es jedoch unabdingbar, fiir weitergehende Analysen solcher Systeme in
Zukunft deutlich zeitintensivere Simulationen durchzufiihren und / oder zur Abde-
ckung des moglichen Konformationsraums geeignete Parameter fiir CG-Kraftfelder zu
entwickeln. Letztere kénnen jedoch spezifische Wechselwirkungen mit den Biologika
unter Umstanden nicht akkurat wiedergeben. Nur mit einem geeigneten Multiscale-
Modeling-Ansatz [335] konnten also detaillierte Polymer-Protein-Interaktionen wie in
Kap. 5.1.2 unter gleichzeitiger Beriicksichtigung proteinabgewandter Polymerkonfor-

mationen iiber langere Simulationszeiten hinweg getreu abgebildet werden.
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6. Fazit und Ausblick

6.1 Fazit

PBK stellen im Vergleich zu klassischen Proteinsystemen aufgrund der kovalent ge-
bundenen, in der Regel sehr groflen Polymerketten duflerst flexible Strukturen dar.
Computergestiitzte Verfahren zur Evaluation von Protein-Protein-Interaktionen, bspw.
iiber eigens dafiir entwickelte Docking-Programme mit Scoring-Funktionen, erhielten
in den letzten Jahren grofie Aufmerksamkeit [336-339]. Proteine verfiigen tiber charak-
teristische Sekundér-/Tertidr-/Quartarstrukturen, aufgebaut aus den 20 bekannten
proteinogenen Aminosduren mit unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften,
die die Entwicklung solcher generalisierter Ansétze erlauben. Dagegen bilden die zur
Biokonjugation genutzten Polymere, vornehmlich PEG, in der Regel keine geordneten
Strukturbereiche aus. Die simplen Etherstrukturen von PEG lassen die Vermutung
eher unspezifischer, schwacher Interaktionen mit Proteinen zu. Entsprechend ist ne-
ben der Nutzung von Docking-Ansitzen auch die Anwendung experimenteller Me-
thoden, bspw. der Rontgenstrukturanalyse, zur Strukturaufklarung dieser Systeme

extrem limitiert.

Die Charakterisierung von PBK profitierte in der Vergangenheit jedoch von moleku-
lardynamischen Simulationsmethoden, die die Dynamik dieser Systeme abbilden kon-
nen. Weithin etablierte Kraftfelder zur Abbildung solcher hybrider Systeme stehen
jedoch noch nicht zur Verfiigung, bisher wurden unterschiedlichste Parametersitze
zur Simulation genutzt. Dies macht einen Vergleich dieser Studien schwierig. Vergro-
berte Kraftfelder erlauben das Abbilden von Konformationsdnderungen iiber gréflere
Zeitintervalle hinweg und kénnen hier sinnvoll sein, resultieren jedoch auch in einem
deutlichen Detailverlust, der ein Studium spezifischer Protein-Polymer- oder Solvens-
Polymer-Wechselwirkungen verhindert. Es stellt sich die Frage, ob charakteristische
Wechselwirkungen tiber deutlich kleinere Oligomer-Modellprotein-Konjugate studiert
werden konnen. Diese stellen Systeme dar, die auch in annehmbarer Zeit mit ato-
marem Detail simuliert werden kénnen. Systematische Studien aus dem Labor von
J. L. Price deuten darauf hin, dass die thermische Stabilitdt groflerer Konjugate von
den Eigenschaften solcher Systeme abgeleitet werden kann. Hinweise auf den Ein-
fluss entropisch giinstiger Wasserverdrangungen untermauern die Vermutung, dass

vergroberte Kraftfelder hierfiir unzulédnglich sein kénnten.
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In Kap. 4 wurde daher untersucht, ob fiir die thermische Stabilitdt entscheidende
Figenschaften aus MD-Simulationen dieser Systeme extrahiert werden kénnen. Die
von Price et al. experimentell determinierten AAGS%—Werte wurden in multivariaten
QSPR-Vorhersagemodellen als Antwortvariablen genutzt, verschiedenste Eigenschaf-
ten aus den MD-Simulationen als Deskriptoren. Die ersten Modellgenerierungen in
Kap. 4.1.1 zeigten zu optimistische Leistungen, da die besten Modelle auf Basis der
Leistung des Holdout-Sets ausgewéhlt wurden, sowie sehr komplexe Modelltypen mit
einer Vielzahl an Deskriptoren fiir einen relativ kleinen Datensatz verwendet wurden.
Ansétze in Kap. 4.1.2 wurden auf lineare Regressions- und logistische Klassifikations-
modelle beschrankt, mit einem Holdout-Set, welches nicht zur Auswahl des besten
Modells diente. Dies fiihrte zu Modellen, die eine zur kristallstrukturbasierten Richt-
linie von Price et al. verbesserte Leistung zeigten und dabei sehr viel mehr Konju-
gate mit groflerer struktureller Vielfalt abdeckten. Es wurden Deskriptoren genutzt,
die sowohl spezifische Protein-PEG-Wechselwirkungen als auch die Solvatation der

Strukturen beschreiben.

Die Modelle untermauern das Gesamtbild, welches sich aus der bisherigen Literatur
ergibt: PEG kann {iber verschiedene Mechanismen zur Erhéhung der konformativen
Stabilitat fiihren. Hierzu konnen spezifische Protein-Polymer-Wechselwirkungen [99],
Starkungen intramolekularer Salzbriicken [102] oder NH-7-Bindungen [104] oder auch
Desolvatationen um Hydroxylgruppen [100] oder apolare Flachen [103] beitragen.
FEin multivariates Vorhersagemodell sollte daher zur Ermittlung der PEG-basierten
Stabilisierung geeignet sein. Die entscheidende Limitierung dieser Studie stellte jedoch
der zur Verfligung stehende Datensatz dar. Zur Etablierung generalisierter Modelle
miisste dieser in Zukunft noch deutlich erweitert werden. Die in Kap. 4.2 gezeigten
Metadynamik-Simulationen kénnen als Startpunkt fiir weiterfithrende Studien dienen
und zeigen einen moglichen Mechanismus einer PEG-basierten Stabilisierung wahrend

des Entfaltungsprozesses auf.

Ungeachtet einer Abschéitzung der thermodynamischen Stabilitdt konnen die Analy-
sen zu favorisierten Wechselwirkungspartnern aus den Kap. 4.3 und 5.1 dabei helfen,
die Dynamik der PEG-Alternativen LPG, PMeOx und PEtOx abzuschétzen. PEG in-
teragierte, in Ubereinstimmung mit bisherigen Publikationen, besonders mit Lysinen
und Argininen in der Ndhe apolarer Aminosduren. LPG adressierte iiber zusétzliche
Hydroxylgruppen auch Aspartate und Glutamate. Die POx-Varianten wechselwirk-
ten einerseits mit HB-Donatoren iiber ihre Carbonylgruppen und andererseits mit
den aromatischen Aminoséduren Tyrosin und Phenylalanin. Die Simulationen zu Kon-
jugaten von IFN-a2a in Kombination mit Untersuchungen zur thermischen Stabilitat
und Bioaktivitdt demonstrieren, dass in silico-Ansétze bei der Interpretation expe-
rimenteller Beobachtungen helfen kénnen. Die CG-Simulation verdeutlicht schlief3-
lich: Zur Untersuchung therapierelevanter Biokonjugate ist ein Multiscale-Modeling-
Ansatz notwendig. So kénnten spezifische Interaktionen evaluiert und gleichzeitig in

Relation zu proteinabgewandten Polymerkonformationen gewichtet werden.
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Abbildung 6.1: Zusammenfassende Illustration der Arbeit.



240 Kapitel 6. Fazit und Ausblick

6.2 Ausblick

Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit lassen sich eine Vielzahl an denkba-
ren Fortfithrungen der Studien zu PBK festhalten. Ein Teil soll im Folgenden kurz

aufgefithrt werden.

6.2.1 Studien zu Modellproteinen
6.2.1.1 Vergroflerung des Datensatzes

Die grofite Limitierung bzgl. der Generierung geeigneter Vorhersagemodelle in Kap.
4 stellte die geringe Anzahl an Konjugaten mit geeigneten experimentellen Daten
dar. Eine deutlich groflere Menge an charakterisierten Varianten mit einer breite-
ren Verteilung der AAGS%—Werte wire essenziell, moglichst mit einem gleichméfigen
Vorkommen der verwendeten Linkertypen und Konjugationsbereiche (g-Faltblitter,
a-Helices, unstrukturierte Elemente). Zur Erstellung generalisierter Modelle wéren

daher ebenso mehr Konjugate anderer Proteine notig.

Zusétzlich kénnten die simulierten Oligomer-Konjugate der Polymeralternativen ana-
log charakterisiert werden und so deren Vorhersagen tuberprift werden. Fiir diese
konnten zusétzliche Modelle entwickelt werden. Durch einen anschlieBenden Ver-
gleich bedeutender Modelldeskriptoren kénnte iiberpriift werden, ob fiir diese PEG-
Alternativen andere Eigenschaften einen wesentlich bedeutenderen Einfluss auf die
thermische Stabilisierung zeigen als es bei PEG der Fall ist. Bspw. kénnten, ausge-
hend von den Beobachtungen zur Polymerdynamik, die Anzahl an Protein-Polymer-
HB im Falle von LPG oder hydrophobe Interaktionen im Falle der POx-Varianten

einen starkeren Effekt haben.

6.2.1.2 Weitere QSPR-Modelle

Bei der Vielzahl an gewonnenen Deskriptoren wéare eine Nutzung von Modellarten
denkbar, die mehrere kollineare Parameter in einigen wenigen latenten Variablen ver-
einen. Der entwickelte Modellgenerierungsansatz in Kap. 4.1.2 konnte mit Modellar-
ten auf Basis der PLS-Methode getestet werden. Die Generierung von PLS-Modellen
konnte dabei weiterhin von zusétzlichen 3D-Deskriptoren profitieren. Diese Informa-
tionen konnten aus Dichtekarten gewonnen werden. So konnte z. B. die Ubereinstim-
mung des Aufenthalts der Polymerketten oder bestimmter Desolvatations-Hotspots
neu simulierter Konjugate mit jenen stark stabilisierter Varianten verglichen wer-
den. Differenzdichtekarten zwischen den Simulationen PEGylierter und unPEGylier-
ter Strukturen wurden bspw. fiir das Solvens erstellt und darauf aufbauend die Anzahl
an Gitterpunkten zwischen den beiden Konjugaten 16-1 und 27-1 verglichen, an denen
starke Desolvatationen registriert wurden. Detailliertere Arbeiten mit vergleichbaren

Dichtekarten kénnten zur Gewinnung geeigneterer Deskriptoren fithren.
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6.2.1.3 Sampling der ungefalteten Varianten

Wie einige in Kap. 1.1.6.1 aufgefithrte Publikationen suggerieren [95], konnte eine
PEGylierung ebenso einen starken Einfluss auf die ungefaltete Variante eines Pro-
teins haben. In der hier vorliegenden Arbeit wurden solche Konformationen nicht
untersucht. Ein grofles Ensemble an jeweils 50 verschiedenen, ungefalteten Konfor-
mationen der unPEGylierten Varianten von 16-1 und 23-1 wurde testweise iiber den
ProtSA-Webserver generiert [340] und, mitsamt PEGylierter Versionen, in kurzen
Replika (je 2 ns) simuliert, um die solvenszugénglichen Oberflichen mit jenen der ge-
falteten Varianten zu vergleichen. Die Idee hierbei war, dass der abschirmende Effekt
des Polymers bei stabilisierten Varianten deutlich grofler fiir die gefaltete Variante
im Vergleich zur ungefalteten ist (und somit die gefaltete Struktur im Vergleich zur
ungefalteten stérker stabilisiert wird). Die Ergebnisse zeigten jedoch keine Unterschie-
de zwischen den Konjugaten. Eventuell konnten weitere Deskriptoren zwischen den
(un)gefalteten Konformationen verglichen werden. Solche Ensembles kénnten ebenso
dazu dienen, mittels erweiterter Sampling-Methoden die Faltungsgeschwindigkeit des

Konjugats zu ermitteln.

6.2.1.4 Analyse anderer Eigenschaften

Vergleichbare Simulationsstudien zu Affinitéts- oder Proteolysedaten kleinerer Mo-
dellproteine sind denkbar. Solche Daten standen fiir diese Arbeit nicht zur Verfiigung
und konnten nur in sehr begrenztem Mafle in Bezug auf groflere Konjugate untersucht
werden. Wahrend die thermodynamische Stabilitdt von Konjugaten nicht direkt aus
den beobachteten Wechselwirkungen des Polymers mit dem Protein ableitbar ist, wa-
ren Schlussfolgerungen zu Affinitdten der Konjugate bei bekannter Binderegion auf
Basis solcher Simulationen einfacher. Eine verringerte Affinitat sollte mit dem Aus-
maf} der sterischen Abschirmung der Binderegion in den Simulationen korrelieren. In
dhnlicher Weise sollte die Abschirmung bekannter Schnittstellen von Proteasen mit

Proteolysedaten iibereinstimmen.

Eine weitere pharmazeutisch wichtige Eigenschaft stellt die Aggregationstendenz von
Biologika dar. Durch den AGGRESCAN3D-Webserver wurden bspw. potenzielle Hot-
spots der untersuchten Proteine detektiert, die mafigeblich zu einer Aggregation fiih-
ren kénnten. Hilfsstoffe in pharmazeutischen Formulierungen kénnen dazu beitragen,
diese Areale zu maskieren [341-343]. In dhnlicher Weise kénnte eine in silico-Studie
zur polymerbasierten Abschirmung dieser Proteinbereiche zur Abschatzung der Ag-

gregationstendenz von Konjugaten beitragen.

Im Hinblick auf die thermische Stabilitit konnte der Fokus bspw. auch von den
AAG(}—Werten weg, hin zu méglichen Entfaltungszentren der Proteine gerichtet wer-
den. So wurden bspw. mit dem CNA-Programm mdgliche Weak spots der Proteine
identifiziert. Es konnte ndher untersucht werden, inwiefern eine Abschirmung dieser

Bereiche mit einer Stabilisierung der Konjugate einhergeht.
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6.2.1.5 Experimentelle Ansatze

Die hier présentierten Modellierungsarbeiten basierten auf publizierten Stabilitéts-
daten, die iiber eine temperaturabhingige CD-Spektroskopie ermittelt wurden. Zur
Etablierung von Datensétzen wéren auch andere Messmethoden zur Charakterisie-
rung der Proteinstabilitdt denkbar, bspw. iiber eine chemisch induzierte Entfaltung
mittels Guanidiniumchlorid [95] oder DSF-Messungen analog zu jenen der grofieren
Konjugate in dieser Arbeit. Eine Alternative zum beschriebenen LiP-Assay zum Stu-
dium der Protein-Polymer-Interaktionen konnten NMR-Messungen darstellen. Erst
kiirzlich wurde ein solcher Ansatz mit 'H/*N-HSQC (Heteronuclear Single Quan-
tum Coherence)-Messungen beschrieben [15], wobei jedoch fraglich ist, inwiefern die
2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyloxyl (TEMPO)-Strukturen, die hierbei als Spin labels

eingesetzt wurden, die Polymerdynamik beeinflussen.

6.2.1.6 Alternative Simulationsansatze
6.2.1.6.1 Metadynamik-Simulationen

Der in dieser Arbeit entwickelte Ansatz zu Metadynamik-basierten Entfaltungssi-
mulationen koénnte auf eine gréflere Auswahl an Konjugaten mit deutlich ldngeren
Simulationszeiten erweitert werden. So kénnte die Eignung zur Abschéitzung PEG-
basierter Stabilisierungen evaluiert werden. Die engen Energieintervalle erlauben aber

vermutlich keinen verlasslichen quantitativen Vergleich.

6.2.1.6.2 Erhohte Temperaturen

Neben klassischen MD-Simulationen bei 300 K wurden zu Beginn der Arbeit einige
wenige Konjugationsstellen ebenso bei erhéhten Temperaturen simuliert (330 K und
360 K). Dieser Ansatz wurde jedoch nicht weiter verfolgt, da die Anzahl benétigter
Simulationen bei analoger Untersuchung des gesamten Datensatzes immens ansteigen
wiirde. Dennoch wére es retrospektiv gesehen interessant zu studieren, ob bestimmte
berechnete Eigenschaften (z. B. der Sekundérstrukturanteil und die Anzahl nativer
Kontakte) bei erhohten Temperaturen im Falle besonders destabilisierter Varianten
deutlich stirker moduliert werden als es bei stabilisierten Konjugaten der Fall ist. In
den Anfiangen dieser Arbeit wurde fiir einige wenige Varianten bspw. die Temperatur-
abhéngigkeit der Riickgratorderparameter untersucht, da diese in einer Studie {iber
Ribonucleasen bereits sehr gut mit den experimentell bestimmten Schmelztemperatu-
ren korrelierten [344]. Nach zusétzlichen Simulationen weiterer Konjugate ergab sich
aber keine vielversprechende Korrelation mehr. Es miisste im Einzelfall iiberpriift
werden, in welcher Art und Weise die jeweiligen Eigenschaften eine Temperaturab-
héngigkeit zeigen. Vergleichbare Simulationen kénnten auch zur Beobachtung einer

kompletten Entfaltung des Proteins dienen.
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6.2.1.6.3 Gerichtete MD-Simulationen

Neben Metadynamik-Simulationen existieren andere Simulationsansétze zur Untersu-
chung von Nichtequilibriumsbedingungen. Gerichtete MD-Simulationen kénnen bspw.
genutzt werden, um mithilfe der Jarzynski-Gleichung die Bindungskinetiken von Li-
ganden zu studieren [345, 346]. Durch Anlegen einer konstanten Kraft zur Entfaltung
einer einfachen, PEGylierten Helix wurde bereits der schiitzende Effekt des Polymers
auf die Riickgrat-HB untersucht [94]. Ein solcher Ansatz wurde in dieser Arbeit nicht
verfolgt, da die zugrundeliegenden Modellproteine wesentlich komplexere Struktu-
ren aufweisen und die Auswahl eines moglichen Angriffspunkts zur Entfaltung somit

keineswegs trivial ist.

6.2.1.6.4 Entfaltung iiber Go-Modelle

Zum Studium der Proteinentfaltung kénnen ebenso extrem vereinfachte Go-Modelle
dienen, die eine Art der Vergroberung des Kraftfelds repréisentieren [253, 256, 347].
Dabei werden Aminoséuren als einzelne Kugeln dargestellt. So wurde bspw. ein Go-
Modell fiir einen Replica Exchange-Ansatz zum Studium der nativen Kontakte von
T4-Lysozym-PEG-Konjugaten mit DBCO-Linker verwendet [348]. Vergleichbare Go-
basierte Simulationsansitze wurden in dieser Arbeit mit dem MMTSB-Toolset [349]
fir CHARMM ([350], sowie mit dem Programm GENESIS [351] fiir unPEGylierte
Varianten getestet. Hier besteht jedoch grundséitzlich das Problem einer geeigneten

Parameterentwicklung fiir den Polymer- und Linker-Part der Konjugate.

6.2.1.7 MD-Alternativen

Weiterhin existieren weitaus recheneffizientere Alternativen zu MDs zur schnellen Be-
urteilung der Stabilitdt und Dynamik biomolekularer Strukturen. Verschiedene An-
satze sind bspw. tiber das Python-Paket PolyDy [352] moglich: Analysen der Normal-
modi, sowie anisotropische oder auch Gaufische Netzwerkmodelle. Diese Methoden
konnten direkt zur Beurteilung von Stabilitdten dienen oder aber zur Gewinnung
moglicher Deskriptoren fiir die Modellgenerierung. Dabei stellt sich aber die Frage

nach einer geeigneten Implementierung der PEGylierten Aminosdure im Netzwerk.

6.2.2 Groflere Konjugate

6.2.2.1 Verbesserung des Samplings
6.2.2.1.1 Abbildung des Solvens

Eine entscheidende Limitierung dieser Studie stellte die begrenzte Stichprobennahme
der grofleren Konjugate dar, die, gerade aufgrund des expliziten Solvens, Systeme
mit zahlreichen Freiheitsgraden darstellen. Denkbar wéren hierzu Simulationen mit
implizitem Solvens, Hybrid-Simulationen (z. B. mit dem PACE-Kraftfeld [353]) oder
eine Nutzung des neu entwickelten Solvation Shell-Modells [354].
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6.2.2.1.2 GaMD-Alternativen

In dieser Studie wurden zur Unterstiitzung des Samplings GaMDs durchgefiihrt. Auch
wenn die generierten Daten grundsétzlich zur energetischen Regewichtung entlang
ausgewahlter Reaktionskoordinaten (z. B. Gyrationsradien, SASA) zur Verfiigung
stehen, kénnten klassische beschleunigte MD-Simulationen oder auch andere Ansét-
ze wie Replica Exchange-Methoden das Sampling weiter verbessern, auch wenn eine
genaue Regewichtung entlang bestimmter Variablen dadurch evtl. nicht mehr gewéhr-

leistet ist.

6.2.2.1.3 Vergroberte Kraftfelder

Die Etablierung geeigneter CG-Parameter konnte die Analyse grofierer Konjugate
mithilfe ldngerer Simulationen erleichtern. Ein Protokoll zur Simulation PEGylier-
ter Biologika mit dem neuen MARTINI 3-Kraftfeld wurde kiirzlich publiziert [163].
Im Falle der alternativen Polymere miissten geeignete Parameter vorerst entwickelt
werden. In einer kiirzlich publizierten Studie zu CG-Modellen von Polyethyleniminen
wurde darauf hingewiesen, dass diese als Startpunkt zur Entwicklung von Parametern
fiir Poly(2-alkyl-2-oxazoline) dienen kénnten [355]. Diese wurden mit einer zusitzli-
chen Kugel fiir die Seitenkette testweise im PolyPly-Programm implementiert. Ebenso
wurden fiir LPG die zur Verfiigung stehenden PEG-Parameter mit einer kleinen Ku-
gel ahnlich jener der Seitenkette von Serin erweitert. Die generierten Modelle fithrten
in ersten CG-Simulationen jedoch zur vollstindigen Aggregation der Polymere auf
die Proteinoberfliche, was auf unzureichende Parameter hindeutet. Weiterfithrende
Studien unter iterativem Abgleich mit Ergebnissen aus klassischen MD-Simulationen
und Experimenten wéren notwendig. Zuletzt stellt aber auch die korrekte Parametri-

sierung der komplexen Cyclooctin-Linker eine grole Herausforderung dar.

Wiren vergroberte Kraftfelder fiir die entsprechenden Systeme etabliert, so kénnte
weiterhin ein Backmapping-Ansatz eingesetzt werden, um geeignete Konformationen
fiir weitergehende Analysen gemifl Kap. 5.3.1 durchzufiithren [356]. So konnten die
Ergebnisse der CN-Analysen eventuell verbessert werden, da der Anteil an protein-

abgewandten Konformationen beriicksichtigt werden wiirde.

6.2.2.2 MD-Alternativen

Neben molekulardynamischen Ansétzen bieten bspw. auch Methoden, die auf dem
Prinzip des maschinellen Lernens basieren, Mdoglichkeiten, den Konformationsraum
von Systemen zu untersuchen, so z. B. der Ansatz des Generative Topographic Map-
ping [357, 358] oder jener der Boltzmann-Generatoren [359]. Auch rigiditdtsbasierte,
geometrische Simulationsmethoden existieren, um den Konformationsraum grofierer

Proteinsysteme zu studieren [360].
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Zusammenfassung

Polymer-Biokonjugationen, vornehmlich mit dem Goldstandard PEG, fiihren zu einer
verbesserten Pharmakokinetik, beeinflussen aber auch die konformative Stabilitdt von
Proteinen. Bisherige Mutationsstudien, in denen iiberwiegend (Asn)PEG4-Konjugate
der S-faltblattstrukturreichen, humanen Pin 1 WW-Doméne untersucht wurden, pos-
tulieren auf einer Proteindesolvatation beruhende Stabilisierungsmechanismen: eine
Starkung intramolekularer Salzbriicken und NH-m-Bindungen, sowie entropisch giins-

tige Wasserverdrangungen um apolare Aminosduren und Hydroxylgruppen.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Protein-Polymer-Dynamik auf molekularer Ebene zu cha-
rakterisieren, um damit rationale Ansdtze zum Design neuer Biokonjugate voranzu-
treiben und mogliche PEG-Alternativen zu etablieren. Hierzu wurde eine Vielzahl an
Deskriptoren mittels Molekulardynamik-Simulationen der WW-Konjugate gewonnen
und mit publizierten Stabilitdtsdaten (AAG?—Werte) in multivariaten Regressions-
und logistischen Klassifikationsmodellen korreliert. Die gewonnenen QSPR-Modelle
decken im Vergleich zu einer bereits publizierten, kristallstrukturbasierten Richtli-
nie einen groferen und strukturell vielfidltigeren Datensatz an Konjugaten ab und
zeigen gleichzeitig, auch fiir ein Konjugat der Src SH3-Doméne, eine deutlich verbes-
serte Leistung. Die Modelldeskriptoren beschreiben sowohl eine Modulation der Sol-
vatation als auch Protein-Polymer-Interaktionen. Metadynamik-Simulationen zeigten
zudem die Polymerdynamik wéhrend einer partiellen Proteinentfaltung auf. Mithil-
fe weiterer Simulationen von Konjugaten des a-helikalen Her2-Affibodys wurde die
Dynamik von PEG und verschiedener Alternativen (LPG, PEtOx, PMeOx) syste-
matisch studiert. PEG interagierte mit positiv geladenen Lysinen und Argininen in
der Ndhe hydrophober Aminoséduren. LPG zeigte zusétzliche Wechselwirkungen der
Hydroxylgruppen mit Aspartaten und Glutamaten. POx-Polymere interagierten mit

Phenylalaninen, Tyrosinen und iiber Carbonylgruppen mit HB-Donatoren.

GroBere Konjugate (10 - 50 kDa PEG/LPG/PEtOx) des antiviralen Biologikums
Interferon-a2a wurden mittels gaufibeschleunigter MDs und einer CG-Simulation ana-
lysiert. Charakteristische Wechselwirkungspartner stimmten mit den Beobachtungen
zu Oligomer-Konjugaten iiberein. In Einklang mit experimentellen Daten der Koope-
rationspartner zu den 10-kDa-Varianten deuteten zusétzliche Constrained-Network-
Analysen, welche die Proteinflexibilitdt evaluieren, auf eine thermische Destabilisie-
rung hin. Die Bioaktivitdt der untersuchten Konjugate wurde weiterhin erfolgreich

mit den Gyrationsdurchmessern der modellierten Strukturen korreliert.
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Summary

Bioconjugation of polymers, mainly the gold standard PEG, can improve pharmako-
kinetic properties but also modulate conformational stability of proteins. Mutation
studies on (Asn)PEG, conjugates of the -sheet rich human Pin 1 WW domain sug-
gest various desolvation effects playing a crucial role: strengthening of intramolecular
salt-bridges and NH-7 bonds, as well as entropically favorable water expulsion around

hydrophobic patches and hydroxyl groups.

The goal of this study is to characterize protein-polymer dynamics on a molecular
level to drive forward rational design of new bioconjugates and establish viable PEG
alternatives. A variety of descriptors was calculated from molecular dynamics simula-
tions of WW conjugates and correlated with published stability data (AAG?C values)
generating multivariate regression and logistic classification models. Compared to a
previously published crystal structure-based guideline, QSPR models covered a struc-
turally more diverse and bigger dataset and showed significantly improved predictions,
including for a conjugate of the Src SH3 domain. Model descriptors captured modula-
tions of solvation as well as protein-polymer interactions. Metadynamics simulations
depicted PEG dynamics upon partial protein unfolding. Combined with simulations
for conjugates of the a-helical Her2 affibody, data was further used to systematical-
ly dissect the dynamics of PEG and its alternatives LPG, PEtOx and PMeOx. PEG
interacted with lysines and arginines near hydrophobic patches. LPG additionally ad-
dressed aspartates and glutamates via its hydroxyl groups. POx variants interacted

with phenylalanines, tyrosines, as well as hydrogen bond donors via carbonyl groups.

Larger conjugates (10 - 50 kDa PEG/LPG/PEtOx) of antiviral biologic Interferon-a2a
were analyzed via Gaussian accelerated MDs and an exemplary CG simulation. In-
teraction patterns agreed with observations for oligomer conjugates. In accordance
with experimental data of collaboration partners for 10 kDa variants, constrained net-
work analyses, assessing protein flexibility, suggested a thermal destabilization upon
bioconjugation. Bioactivity of conjugates was further successfully correlated with dia-

meters of gyration of modeled structures.
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Anhang
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A. Ausgleichungsrechnungen

A.1 Zugrundeliegende Gleichungen

Die Elliptizitat [0]y steht, unter Annahme einer klassischen Zwei-Phasen-Kinetik der
Entfaltung, mit der temperaturabhingigen Faltungskonstante Ky, die das Gleich-
gewicht zwischen der gefalteten ([F] mit [f¢]) und der ungefalteten ([U] mit [6,])
Struktur bzw. den Anteil des ersteren (f) beschreibt, in folgendem Zusammenhang
[100, 102, 104]:

[0] = (1 = f) [0u] + f[0F] (A.1)
[Qf] = Nog+ N T (AQ)
[0.] = Do + DiT (A.3)
K;= ﬂ (A.4)

I (A5)

/
0+D1T) +Kf(N0+N1T)
1+Kf

1
_ D

[6] (A.6)
wobei Dg und Ny die Ordinatenabschnitte, sowie D; und N; die Steigungen der
Regressionsgeraden fiir das denaturierte (D, Basislinie nach Entfaltung) bzw. das
native (N, Basislinie vor Entfaltung) Protein darstellen. Aus der Faltungskonstante

kann wiederum die freie Faltungsenergie AG(} ermittelt werden:!

AEO
AGY

Kf = €& RT (A7)

AGS]C steht unmittelbar in Zusammenhang mit der Enthalpiednderung AH ¢(7},) und
der Anderung der Wirmekapazitit AC,:

AHTn) oy 1) L AC [T =Ty — T In(-e)] (A.8)

0 _
AGr = Tm Tm

Tn den Referenzpublikationen von Price et al. wird die Angabe zu Standardbedingungen teilweise
nicht aufgefiihrt (Bezeichnung als AGy anstatt AG).
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Durch Kombination der Glg. A.1 - A.8 ergibt sich folgende Bedingung;:

AH¢(Tm) T
- Tm (Tm—T)+ACp [T—Tm-T ln(m)”
g — (Dot DiT) +e AT (No + \1T) A
0] = AH;(Tm) T (A.9)
*[T(Tm*T)JrACp [T—Tm—-T l”(ﬁ)”
1+e RT

Eine Ausgleichungsrechnung (Fitting) kann somit mit den experimentell ermittelten
Werten fiir [f] basierend auf dieser Beziehung durchgefithrt werden. Hierbei sind Dy,
No, D1, N1, AH;(T,,), ACy und T,, variable Parameter. Glg. A.8 basiert auf folgen-

den Beziehungen:

AGY = AH? — TAS°® (A.10)
AH® = AH{(T,) + AC, (T — Tp,) (A.11)
T
ASY = AS;(Ty) + AG, In(=-) (A.12)
AH (T,
A8 (1) = ST (A.13)

Die Ergebnisse der Fitting-Parameter, besonders AH(T,,), hdngen bei dieser Me-
thode bei einer einzigen Denaturierungskurve in der Regel stark von der gewéhlten
Anzahl an Punkten zur Erstellung der Regressionslinien der nativen und denaturier-
ten Varianten ab [361]. Durch Kombination aller drei Messreihen einer Variante in
einem einzigen Fitting-Prozess konnen die Variablen aber mit einer ausreichenden
Sicherheit bestimmt werden. Dies wird erreicht, indem die Messreihen [0];, [#]2 und
[0]3 einer Triplika-Messung in einem einzigen Vektor [#]gcs vereinigt werden und fiir
die rechte Seite der Glg. A.9 dann jeweils die fiir den Messwert passenden Basislinien-
Variablen verwendet werden (d. h., fiir Messwerte aus [f]; werden z. B. Nygl, Ni1,
Dol und D11 genutzt). Die Variablen T),, AH¢(T},) und AC), kommen dagegen bei
jedem Messwert von [6]g4es zum Einsatz. Die Ausgleichungsrechnung basiert also auf
der Minimierung der Residuen aller Messpunkte aus [0]ges (Glg. A.15). Es handelt
sich somit, bei Triplika-Messungen, um einen Fitting-Prozess mit insgesamt 15 Va-
riablen: T, AH¢(Ty,), ACy,, Nol, Ni1, Dol, D11, No2, N12, D2, D12, No3, N13,
D3 und D;3 [104].

[0]ges = [[9]1, [6]2, [9]3] (A.14)
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( A Tm) o VLAY [T—Tm—T in(sL
(Dol+D;1 T)+ L >+RTp S (Nol+Ni1 T)
o 1 e 0 1
A (Tm) T [0] € [0
*[T(Tm*T)wLACp [T—Tm~—-T ln(ﬂ)]]
1+e RT
AH(Tm
(Do24D12 T) -l {;; )(Tm—THAcp [T—Tm—T m(%)]} (Noze N2 1)
_ 02+D1 +e RT 02+N1
[9] - AH7(Tm) T [0] € [9]2
7[T(TW7T>+ACP [T—Tm—-T ln(m)]]
1+e RT
A m
2RO o mysacy T-Tm-T m(%m( )
(D03+D13 T)+6 RT No3+N13 T
AH¢(Tm) T [0] € [9]3
—[T(Tm—T)'FACp [T—Tm-T ln(m)ﬂ
1+e RT

(A.15)

Erhalten werden schliellich die relevanten Parameter T,, AH¢(7T,) und AC), fiir die
PEGylierte und die unPEGylierte Variante, mit dazugehorigen Standardfehlern des
Fits. Aus diesen wird mit Glg. A.8 zunéchst AG? bei der Schmelztemperatur 7T,
und daraus abgeleitet —TAS? der unPEGylierten Variante berechnet. AG? der un-
PEGylierten Struktur betrégt bei dieser Temperatur 0 kcal/mol, K betrdgt 1 und
f 0.5. Anschliefend werden AGY, AHJQ und —TASJQ der PEGylierten Variante bei
der Schmelztemperatur 7, der unPEGylierten Variante berechnet und somit die ge-
suchten energetischen Differenzen zwischen der PEGylierten und der unPEGylierten
Variante erhalten, die als Indikator fiir eine verdnderte thermodynamische Stabilitét
dienen: die Differenz der freien Faltungsenthalpien AAG(} und den damit zusammen-
hangenden Faltungsenthalpien AAHJQ und -entropien —TAASJQ [86, 88, 100, 104].

Fir die nichtlinearen Kurven werden je nach verwendetem Analysenprogramm (z.
B. GraphPad, SigmaPlot oder Psi-Plot) unterschiedliche Optimierungsalgorithmen
zur Minimerung der Residuen genutzt, wobei zumeist der Levenberg-Marquardt-
Algorithmus genutzt wird [86, 88, 362].

A.2 Fehlerfortpflanzung

Zum Erhalt der Standardabweichung einer Variable x, die iiber eine Funktion f mit
den Parametern a, b und ¢ in Zusammenhang steht, werden die Fehler s,, s, s gemaf

GauBlscher Fehlerfortpflanzung mit den partiellen Ableitungen verrechnet.
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Auf Basis der Glg. A.8 gilt fiir den Fehler von AG(} somit [102]:

dAGSl T, —T

dAH¢(Ty,) T

AAG] T—-T,-TI

iag, =T Tm=Tinlg ]

dAGY T AH{(Ty,) Ty — T
;o Ly 28 Um) Im _

dAT,, AG [Tm 1 T | Tn !

dAG(} ) dAG(} ) dAG(}
N (mSAHf(Tm) + (dAC’p sac,))? + (

(A.17)
(A.18)

(A.19)

(A.20)
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B. Deskriptoren

Viele verschiedene Eigenschaften, die fiir Vorhersagemodelle als Deskriptoren genutzt
werden konnen, konnen aus MD-Trajektorien gewonnen werden. Im Folgenden sol-
len einige zentrale Konzepte kurz erklart werden, die in der vorliegenden Arbeit eine
Anwendung finden. Fast alle genannten Parameter kénnen mithilfe von cpptraj von
AmberTools18 berechnet werden [282, 363]. Die zu verwendenden Befehle sind mit
aufgefithrt. Wenn nicht anders referenziert stammen die entsprechenden Informatio-
nen aus dem Handbuch von AMBER18 [282].

B.1 Mittlere Abweichung (RMSD)

cpptraj: rmsd

Der RMSD-Wert (Root-mean-square deviation) beschreibt die mittlere Abweichung
einer Struktur von einer Referenzstruktur. In der Regel wird als Referenz die zugrun-
deliegende Kristallstruktur genutzt. Der Wert ldsst sich nach folgender Gleichung
berechnen, wobei N die Anzahl der Atome, z; die Position des i-ten Atoms im Raum

und 27/ die Position dieses Atoms in der Referenzstruktur darstellen [364]:

B.2 Mittlere Fluktuation (RMSF)

cpptraj: rmsf
Wiéhrend der RMSD-Wert einen Mittelwert zu einem bestimmten Zeitpunkt angibt,
stellt der RMSF-Wert (Root-mean-square fluctuation) die Fluktuation {iber ein ge-

wisses Zeitintervall dar [365]:

RMSF = | = (x; — 2?2 (B.2)
j=1

Hierbei wird die Abweichung eines einzigen Partikels von der Referenzstruktur also

iiber das Zeitintervall j bis T gemittelt. Als Referenz dient hier in der Regel die
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gemittelte Position des jeweiligen Partikels. Der RMSF-Wert fiir eine Gruppe von

Atomen kann massengewichtet iiber folgende Gleichung berechnet werden:

> Atom fluktuation; Masse;
>~ Masse;

RMSFgGesamt = (B.3)
Die Fluktuationen konnen weitergehend auch quadriert und mit dem Faktor %772 ge-
wichtet werden, um einen zu den B-Faktoren von Kristallstrukturanalysen vergleich-

baren Wert zu erhalten.

B.3 Solvenszugingliche Oberfliche (SASA)

cpptraj: surf, molsurf

Uber den Befehl surf kann der Beitrag einer Atomauswahl zur Gesamtoberfliche
des jeweiligen Molekiils geméfl des LCPO-Algorithmus (Linear combination of pair-
wise overlaps) berechnet werden [366]. Hierbei wird der Van-der-Waals-Radius mit
einem Faktor von 1.4 multipliziert. Im Gegensatz hierzu berechnet der molsurf-Befehl
die absolute Connolly-Oberfliche (standardméBiger Sondenradius: 1.4 A) [367] einer
Auswahl ohne Beriicksichtigung der Bindung zu tibrigen Atomen. Die Auswahl wird

hierbei also als isoliertes System betrachtet.

B.4 Radiale Verteilungsfunktion (RDF)

cpptraj: rdf

Uber die radiale Verteilungsfunktion (Radial distribution function) wird die Wahr-
scheinlichkeit wiedergegeben, mit der eine Atomauswahl A innerhalb eines bestimm-
ten Abstands R von der Atomauswahl B lokalisiert ist. Dieser Wert wird aus einem

normalisierten Histogramm berechnet, mit der Formel:
RDF = Dichte x ([E(R +dR)’] — [?dR ) (B.4)

Dabei entspricht dR der Lénge eines Intervalls des Histogramms. In der Regel wird
diese Berechnung fiir Solvensmolekiile um bestimmte Proteinatome genutzt, wobei
charakteristische Maxima fiir die unterschiedlichen Hydrathiillen erkennbar werden.
In diesem Falle sollte die RDF-Funktion bei grofleren Distanzen im Bereich des Bulk-

Wassers einen Wert von 1 annehmen.

B.5 Gyrationsradius

cpptraj: radgyr
Der Gyrationsradius R, (oder Streumassenradius) ist eine bekannte Grofe in der
Polymerforschung und stellt die mittlere Distanz aller Atome zum Massen- oder geo-

metrischen Zentrum der Auswahl dar. Nach IUPAP (Internationale Union fir reine
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und angewandte Physik) ist der Radius definiert nach [368]:

(B.5)

Dabei stellen m; die Masse und r; die Distanz des i-ten Atoms zum Massenzentrum
der gesamten Auswahl dar. Fiir bestimmte Formen (z. B. Zylinder oder Kugeln)
existieren auch Umrechnungsmethoden zur Ermittlung des hydrodynamischen Radius
Ry, der Struktur [369].

B.6 HB/Lebensdauer-Analyse

cpptraj: hbond, lifetime

Uber den hbond-Befehl kénnen die Wasserstoffbriickenbindungen (HB) pro Moment-
aufnahme, mit definierten Grenzen bzgl. Distanz und Winkel, aus einer Trajektorie
erhalten werden. Diese Daten konnen anschliefend mit dem [lifetime-Befehl genutzt
werden, um die durchschnittlichen und maximalen Zeitspannen zu berechnen, iiber
die eine HB beibehalten wird.

B.7 Interaktionsenergie

cpptraj: lie

Die Interaktionsenergie zwischen zwei Atomauswahlen kann iiber einen vereinfachten
Ansatz mithilfe von lie mit einem standardméBigen Cut-off-Wert von 12 A fiir Van-
der-Waals- und elektrostatische Wechselwirkungen berechnet werden. Es wird eine
simple Shifting-Funktion genutzt, wobei die Coulomb-Interaktionen iiber folgende

Gleichung berechnet werden:

ka:q: 'r'.2.
E= 2 iy (B.6)
T'ij Teut

Dabei wird die Konstante & durch die vorher definierbare Dielektrizitdtskonstante
bestimmt (normalerweise jene des verwendeten Wassermodels), ¢; und g; stellen die
Potentialladungen der Atome, r;; die Distanz und r, die Cut-off-Distanz dar. Es
handelt sich somit um eine Berechnung ohne Berticksichtigung expliziter Solvensmo-
lekiile.

B.8 Riickgrat-Diederwinkel

cpptraj: multidihedral

Uber multidihedral kénnen die ®- und W-Winkel jeder Aminoséiure bestimmt werden,
iiber die die Konformation des Proteins beschrieben werden kann. Diese Diederwinkel
sind bekannt aus Ramachandran-Plots [370]. Der Diederwinkel ® wird tiber die Atome
Ci.1, Ni, Caj und C;j definiert, ¥ tiber die Atome Nj, Cey, C; und Nj;q (Abb. B.1).
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Abbildung B.1: Hlustration der Winkel & und W.

B.9 Ordnungsparameter

cpptraj: ired, matriz, diagmatriz, vector
Die Bestimmung generalisierter Ordnungsparameter S? beruht im Zuge des iRED-
Ansatzes (Isotropic reorientational eigenmode dynamics) auf einer Diagonalisierung
einer aus einer Hauptkomponentenanalyse erhaltenen Kovarianzmatrix [371]. Aus
MDs koénnen diese Parameter auf Basis der z-, y- und z-Komponenten der Einheits-
vektoren entlang der zu untersuchenden Bindung iiber folgende Gleichung erhalten
werden [372]:

52 = 2@+ 02 + (PP 2w + 2 20—y (B)
Dieser Parameter beschreibt die interne Dynamik der Bindung und bewegt sich im
Bereich zwischen 0 und 1. Kleine Werte signalisieren eine sehr flexible, hohe eine
rigide Bindung. Diese stehen mit der molekularen Korrelationsfunktion Cys(t) in Zu-
sammenhang, die eine im Raum frei bewegliche Bindung beschreibt. Um die Rota-
tionskorrelationsfunktion Cp(t) zu definieren, ist weiterhin eine von der molekularen
Korrelation unabhéngige, zusétzliche Korrelationsfunktion Cg(t) notwendig, die die
partielle Rigiditat aufgrund der kovalenten Bindung zum Makromolekiil berticksich-
tigt [373-375]:

Cr(t) =Cu(t) Cg(t) (B.8)
—emr (S 4 (1— §2) e7r) (B.9)
—52 et 4+ (1— S%) et (B.10)

Hierbei stellen 7as, 75 und 77 die entsprechenden Korrelationszeiten dar. Experimen-
tell kdnnen Orderparameter iiber NMR-Messungen der Spektraldichtefunktion J(w)
ermittelt werden. Werden S?-Werte fiir bestimmte Seitenkettenbindungen oder fiir
die N-H-Bindungen des Proteinriickgrats ermittelt, so kénnen iiber diese die Konfor-

mationsentropien S auf Basis der Konstanten M, A und B berechnet werden:

S = kpM[A + B(1 — 5?)] (B.11)
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M stellt dabei die Anzahl an Diederwinkeln dar und A und B sind Fitting-Parameter,
die sich je nach zu untersuchender Aminosdure unterscheiden. Diese Fits wurden
auf Basis einer Korrelation von 5’]2\[ wmr-Messwerten mit Konformationsentropien S
publiziert, wobei letztere aus MD-Simulationen mithilfe von Diederwinkeln iiber einen

von-Mises-Kernel-Ansatz stammen [376].

B.10 Native Kontakte

cpptraj: nativecontacts

Die Stabilitéit der nativen Konformation kann iiber eine Messung ihrer Atom-Atom-
Kontakte erfolgen. Diese Methode wird bspw. in Studien zur thermischen Stabilitat
von Proteinen [332] oder Faltungen von Go-Modellen [258] genutzt. Zunéchst werden
alle Atom-Atom-Kontakte in der Referenzstruktur (tiblicherweise der Kristallstruk-
tur) iiber einen Cut-off-Wert von 4.5 A definiert [377]. Fiir jede Momentaufnahme
der Simulation mit einer Distanz unterhalb dieses Werts wird ein Kontakt registriert.
So kann der Anteil an Momentaufnahmen bestimmt werden, in der die Kontakte der

Referenzstruktur wiedergefunden wurden.

B.11 Diffusionskoeffizient

cpptraj: diffusion
Der Diffusionskoeffizient D entlang der Dimensionen n steht mit der mittleren qua-
dratischen Verschiebung (MSD) tiber die Zeit ¢ iber die Einstein-Beziehung in Zu-

sammenhang:

2nD = lim MSD

t—00 t

(B.12)

Diese Kalkulation sollte fiir ein statistisch valides Ergebnis {iber eine Vielzahl an Ato-

men durchgefithrt werden und eignet sich daher in der Regel nur fiir Solvensmolekiile.

B.12 HB-Autokorrelation

Als Alternative zur weiter oben genannten Lebensdauer-Analyse in cpptraj kann mit-
hilfe des mdanalysis-Moduls [378, 379] die Autokorrelationsfunktion C(¢) und daraus
die Uberlebenszeit 7 von HB h;; zwischen den Atomen i und j ab dem Zeitpunkt ¢
berechnet werden [380]:

= _ hij(to)hij(to +t)
! _/0 o) = (= hij(iO)Z ) (B.13)

Hier kann die kontinuierliche oder die intermittierende Uberlebenszeit berechnet wer-

den. Bei letzterer sind zwischenzeitliche Bindungsbriiche erlaubt.
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B.13 CNA-basierte Deskriptoren

Mit dem CNA-Programm kann die Entfaltungstemperatur iiber einen sigmoidalen
oder Spline-Fit bestimmt werden. Hierzu eignen sich die verschiedenen globalen Pa-
rameter (die Clusterkonfigurationsentropie H, der Rigiditdtsordnungsparameter Ps,
die Floppy Mode-Dichte ®, die durchschnittliche Rigiditétsclustergrofie S) zur Detek-
tierung unterschiedlicher Entfaltungsmomente. Die Entfaltung eines Protein erfolgt
in der Regel in mehreren Schritten. So detektiert die Clusterkonfigurationsentropie
vom Typ 1 (CCE1) bspw. besonders den ersten Ubergang von einer rigiden zu ei-
ner flexiblen Struktur, wiahrend jene vom Typ 2 (CCE2) eine hohere Sensitivitét fir
beim Entfaltungsprozess spéter ablaufende Flexibilisierungen aufweist (eine genaue
Beschreibung aller Parameter ist im SI-Material von [235] zu finden). Die Entfal-
tungstemperatur wird somit durch den Ubergang der Struktur von einem iiberwie-
gend rigiden zu einem flexiblen Netzwerk definiert. Da sich die Temperatur auf Basis
einer bisherigen Studie zu 20 Proteinen aus dem Cut-off-Wert der Energie ableitet
(siehe Kap. 1.4.2), sollte diese Temperatur nicht als absoluter Wert beurteilt werden,
sie kann jedoch als Vergleich der Stabilitdt zweier vergleichbarer Systeme dienen.
Zuséatzlich zu diesen globalen Parametern berechnet das Programm auch lokale Para-
meter (Perkolationsindizes p;, Rigiditédtsindizes r; und Stabilitdtskarten rc;;), die die
Rigiditét einzelner Aminoséduren beschreiben. Schlieflich kénnen daraus sogenannte
Weak spots erfasst werden. Diese stellen Aminoséuren dar, die sich beim Erreichen der
Entfaltungstemperatur vom grofiten Cluster 16sen und somit potenzielle Mutations-
orte zur Verbesserung der thermischen Stabilitdt des Makromolekiils reprisentieren.

Eine Beschreibung aller berechenbarer CNA-Parameter ist in Tab. B.1 gegeben.
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Tabelle B.1: Bei der CN-Analyse berechenbare lokale und globale Parameter, die die Rigi-
ditat des Biomakromolekiils beschreiben. Ebenso sind die vier verschiedenen Arten von Weak
spots aufgefiihrt, die auf Basis der Phaseniibergangstemperatur erfasst werden [235].

Parameter Art Beschreibung
e Anteil des Netzwerks, welches Teil des aktuell grofiten Clusters (Typ 1)
Rigiditatsordnungsparameter Poo global bzw. des urspriinglich gréfiten Clusters ist (Typ 2).
Wabhrscheinlichkeit, dass sich ein Atom innerhalb eines Clusters
Clusterkonfigurationsentropie H global  mit einer bestimmten Gréfie befindet (Grad der Unordnung des Netzwerks).
Bei CCE2 flieit die Clustergrofle mit ihrem Quadrat in die Berechnung ein.
i R . Durchschnittliche Clustergréfle, wobei der grofite
Durchschnittliche Rigiditatsclustergrofie S global Cluster nicht in die Berechnung einflicft.
Floppy Mode-Dichte ® global  Anzahl an Floppy Modes (Freiheitsgraden) in Relation zur Anzahl an Atomen.
Lokales Analog zu Po. Beschreibt die Wasserstoffbriickenbindungsenergie,
Perkolationsindizes p; lokal bei der sich eine Bindung vom grofiten urspriinglichen Cluster (Typ 1)
oder vom aktuell groBiten Cluster (Typ 2) 16st.
Rigiditatsindizes r; lokal Ahnl‘lch.ww p;i, wobei }iler die Energie bestimmt wird, bei der sich die Bindung
von jeglichem Cluster 16st.
Seitenkettenrigiditatsindizes rsc lokal Energie, bei der sich C, und Cg nicht mehr im selben Cluster befinden.
R B Energie, bei der sich die Cy-Atome
Stabilitdtskarten reg; lokal zweier Aminosduren nicht mehr im selben Cluster befinden.
Die Aminoséure, die Teil des grofiten Clusters ist, wird gebréduchlichnach der
Weak spot Typ 1 lokal Phaseniibergangstemperatur flexibel.
Die Aminoséure jeglichen Clusters (mind. 30 Atome) wird nach der
Weal spot Typ 2 lokal Phaseniibergangstemperatur flexibel.
Aminosiauren, die Wasserstoffbriickenbindungen bilden, welche nach der
Weak spot Typ 3 lokal .. .
Phaseniibergangstemperatur gelost werden.
Weak spot Typ 4 lokal Aminosiuren innerhalb von 5 A der Aminosiuren vom Weak spot Typ 3.
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C. Konjugate

Tabelle C.1: Chemische Strukturformeln aller in den Modellproteinen untersuchten, kon-
jugierten Aminosduren. In der rechten Spalte ist jeweils ein Kennzeichen fir die jeweilige
Struktur gegeben, welches in Tabelle C.2 verwendet wird.
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Tabelle C.2: Liste aller simulierten Konjugate der Modellproteine. In der ersten Spalte wur-
de jedem Biokonjugat ein Name nach einem einheitlichen Schema AAAA.XX(YY)-Z gegeben.
Der Name beginnt mit dem vierstelligen PDB-Code AAAA der jeweiligen Struktur. Danach
steht XX fiur die Konjugationsstelle (im Falle doppelt konjugierter Varianten ergénzt durch
+XX). Der in manchen Féllen enthaltene Term (YY) beschreibt im Vergleich zum Wildtyp
zusétzlich vorkommende Punktmutationen. Z entspricht einem Kennzeichen aus Tabelle C.1
und beschreibt die chemische Struktur der konjugierten Aminosdure. Unkonjugierte Varian-
ten werden im Haupttext lediglich mit der Konjugationsstelle XX bezeichnet. Der in der
jeweiligen originalen Publikation fiir das entsprechende Konjugat verwendete Name ist in
der dritten Spalte gegeben. In der vierten Spalte ist die Aminosduresequenz gegeben, wobei
die konjugierte Aminosdure mit dem Kennzeichen aus C.1 in Blau dargestellt ist. Etwaige
zusitzliche Mutationen (YY) sind orange gefirbt. Die jeweils experimentell ermittelte freie
Faltungsenergie ist in der fiinften Spalte aufgefithrt. Die sechste Spalte R gibt die Referenz-
publikation an. In der letzten Spalte A ist gekennzeichnet, fiir welchen QSPR-Modellansatz
das betreffende Konjugat verwendet wurde (1, 2 oder 142). Varianten, welche aus keiner
Referenzpublikation stammen, enthalten die Kennzeichnungen NA (not available). Terminale
Acetylgruppen und Amide sind jeweils mit A- bzw. -N in der Sequenz gegeben. Die Sequenz
ist fiir Di- und Trimere jeweils nur fiir ein Monomer dargestellt. Der Buchstabe y symbolisiert

eine Cyclohexylalanin-Mutation, v eine Naphthylalanin-Mutation.

Nr. Name ;:fl::fe:; Sequenz [Akfacl:/?mol] A

1 1PIN.19-B 6PEG; KLPPGWEKRMSRSBGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.34 £ 0.04  [97] 142
2 1PIN.19-J 6PEG, KLPPGWEKRMSRS JGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.37 £ 0.05 [97] 142
3 1PIN.19-O 6PEG3 KLPPGWEKRMSRSOGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.72 £ 0.07  [97] 142
4 1PIN.19-U 6PEGg KLPPGWEKRMSRSUGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.61 £+ 0.04  [97] 142
5 1PIN.14-1 14p KLPPGWEK1MSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG 0.00 =+ 0.40 [100] 142
6 1PIN.16-1 16p KLPPGWEKRM1RSSGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.90 = 0.03 [100] 142
7 1PIN.17-1 17p KLPPGWEKRMS 1SSGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.18 + 0.05 [100] 142
8 1PIN.18-1 18p KLPPGWEKRMSR1SGRVYYFNHITNASQFERPSG 0.00 + 0.07 [100] 142
9 1PIN.19-1 19p KLPPGWEKRMSRS 1GRVYYFNHITNASQFERPSG -0.70 = 0.04  [100] 142
10 1PIN.23-1 23p KLPPGWEKRMSRSSGRV1YFNHITNASQFERPSG 0.40 + 0.10 [100] 142
11 1PIN.26-1 26p KLPPGWEKRMSRSSGRVYYF1HITNASQFERPSG -0.58 + 0.06 [100] 142
12 1PIN.27-1 27p KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFN1ITNASQFERPSG 0.38 + 0.04 [100] 142
13 1PIN.28-1 28p KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNH1TNASQFERPSG 0.00 £+ 0.07 [100] 1+2
14 1PIN.29-1 29p KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHI 1NASQFERPSG -0.36 £ 0.04  [100] 1+2
15 1PIN.30-1 30p KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHIT1ASQFERPSG 0.00 £ 0.07 [100] 1+2
16 1PIN.32-1 32p KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNA1QFERPSG -0.45 + 0.02 [100] 142
17 1PIN.19-8 D-19p KLPPGWEKRMSRSS8GRVYYFNHITNASQFERPSG 0.01 £ 0.04 [100] 142
18 1PIN.19(S16A)-1 19p-S16A KLPPGWEKRM/RS1GRVYYFNHITNASQFERPSG -0.51 + 0.02 [100] 142
19 1PIN.19(Y23F)-1 19p-Y23F KLPPGWEKRMSRS 1GRVFYFNHITNASQFERPSG -0.43 + 0.03  [100] 142
20 1PIN.19(S32A)-1 19p-S32A KLPPGWEKRMSRS 1GRVYYFNHITNAAQFERPSG -0.71 £ 0.03  [100] 142
21 1PIN.19(S16A:Y23F)-1 19p-S16A,Y23F  KLPPGWEKRMARS1GRVFYFNHITNASQFERPSG -0.72 + 0.08  [100] 142




266 Anhang C. Konjugate

22 1PIN.16(Y23F)-1 16p-Y23F KLPPGWEKRM1RSSGRVFYFNHITNASQFERPSG -0.45 + 0.06 [100] 1+2
23 1PIN.16(S32A)-1 16p-S32A KLPPGWEKRM1RSSGRVYYFNHITNAAQFERPSG -0.58 + 0.03 [100] 142
24 1PIN.26(T29A)-1 26p-T29A KLPPGWEKRMSRSSGRVYYF 1HI ANASQFERPSG -0.32 + 0.06 [100] 142
25 1PIN.29(S32A)-1 29p-S32A KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHI 1NAAQFERPSG -0.88 + 0.06 [100] 142
26 1PIN.32(Y23F)-1 32p-Y23F KLPPGWEKRMSRSSGRVF YFNHITNA1QFERPSG -0.61 + 0.11 [100] 142
27 1PIN.16+26-1 16p/26p KLPPGWEKRM1RSSGRVYYF1HITNASQFERPSG -1.38 + 0.03 [100] 1+2
28 1PIN.19+26-1 19p/26p KLPPGWEKRMSRS1GRVYYF1HITNASQFERPSG -1.26 + 0.02 [100] 1+2
29 1PIN.26+29-1 26p/29p KLPPGWEKRMSRSSGRVYYF1HI 1NASQFERPSG -0.56 + 0.04 [100] 1+2
30 1PIN.16+19-1 16p/19p KLPPGWEKRM1RS1GRVYYFNHITNASQFERPSG -0.61 + 0.11 [100] 142
31 1PIN.16-$ 16p45 KLPPGWEKRM$RSSGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.39 &+ 0.03 [100] 142
32 1PIN.18-$ 18p45 KLPPGWEKRMSR$SGRVYYFNHITNASQFERPSG 0.02 + 0.08 [100] 142
33 1PIN.19-$ 19p45 KLPPGWEKRMSRS$GRVYYFNHITNASQFERPSG -0.67 &+ 0.05 [100] 142
34 1PIN.26-$ 26p45 KLPPGWEKRMSRSSGRVYYF$HITNASQFERPSG -0.27 + 0.06 [100] 142
35 1PIN.27-$ 27p45 KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFN$ITNASQFERPSG 0.65 = 0.05 [100] 142
36 1PIN.28-$ 28p45 KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNH$TNASQFERPSG 0.36 & 0.05 [100] 1+2
37 1PIN.29-$ 29p45 KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHI$NASQFERPSG -0.36 &+ 0.04 [100] 1+2
38 1PIN.19-2 1-nbp KLPPGWEKRMSRS2GRVYYFNHITNASQFERPSG -1.19 £+ 0.02 [101] 142
39 1PIN.19-3 1-cbp KLPPGWEKRMSRS3GRVYYFNHITNASQFERPSG -1.13 + 0.04 [101] 1+2
40 1PIN.19-0 mlp KLPPGWEKRMSRSOGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.30 + 0.01 [101] 1+2
41 1PIN.19-7 2p-1 KLPPGWEKRMSRS7GRVYYFNHITNASQFERPSG -0.16 + 0.02 [101] 142
42 1PIN.19-6 2p-2 KLPPGWEKRMSRS6GRVYYFNHITNASQFERPSG -0.08 + 0.02 [101] 142
43 1PIN.19-5 2p-3 KLPPGWEKRMSRS5GRVYYFNHITNASQFERPSG 0.01 + 0.02 [101] 142
44 1PIN.19-4 2p-4 KLPPGWEKRMSRS4GRVYYFNHITNASQFERPSG 0.24 + 0.02 [101] 142
45 1PIN.19-Z 4p KLPPGWEKRMSRSZGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.04 + 0.02 [101] 1+2
46 1PIN.19-9 5p KLPPGWEKRMSRSOGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.37 + 0.01 [101] 1+2
47 1PIN.19-X 6p KLPPGWEKRMSRSXGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.59 + 0.03 [101] 1+2
48 1PIN.19-§ 3p KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.36 &+ 0.01 [101] 2

49 1PIN.18(S16D:R17A)-1 pB18 KLPPGWEKRMD A 1SGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.25 + 0.02 [102] 142
50 1PIN.18(S16D:R17A:R21A)-1  pB18-DA KLPPGWEKRMD A 1SGAVYYFNHITNASQFERPSG -0.28 &+ 0.01 [102] 142
51 1PIN.18(R17A)-1 pB18-SR KLPPGWEKRMSA1SGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.51 & 0.01 [102] 142
52 1PIN.18(R17A:R21A)-1 pB18-SA KLPPGWEKRMSA1SGAVYYFNHITNASQFERPSG -0.57 & 0.02 [102] 1+2
53 1PIN.23(R14A)-Z pB23-EA KLPPGWEK AMSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.11 £ 0.02 [102] 1+2
54 1PIN.23(E12A)-Z pB23-AR KLPPGW/AKRMSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.05 £+ 0.02 [102] 1+2
55 1PIN.23(E12A:R14A)-Z pB23-AA KLPPGW/AKAMSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.30 £+ 0.02 [102] 1+2
56 1PIN.23(E12x:R14x)-Z pXX KLPPGW K MSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -1.30 £+ 0.02 [102] 2

57 1PIN.23(E12x:R14A)-Z pXA KLPPGW  K/AMSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.40 + 0.02 [102] 2

58 1PIN.23(E12x:R14L)-Z pXL KLPPGW  KLMSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.90 + 0.02 [102] 2

59 1PIN.23(E12A:R14x)-Z pAX KLPPGW /K MSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.51 + 0.02 [102] 2

60 1PIN.23(E12L:R14L)-Z pLL KLPPGWLKL.MSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.89 + 0.04 [103] 142
61 1PIN.23(E12L:R14A)-Z pLA KLPPGWLK/MSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.31 + 0.02 [103] 142
62 1PIN.23(E12A:R14L)-Z pAL KLPPGW/KL.MSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.56 + 0.04 [103] 142
63 1PIN.23(E12F:R14F)-Z pFF KLPPGWFKFMSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.33 + 0.02 [103] 1+2
64 1PIN.23(E12F:R14A)-Z pFA KLPPGWFK/AMSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.36 + 0.02 [103] 1+2
65 1PIN.23(E12A:R14F)-Z pAF KLPPGWAKFMSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.37 &+ 0.02 [103] 1+2
66 1PIN.23(E12F:R14L)-Z pFL KLPPGWFKL.MSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.68 + 0.02 [103] 142
67 1PIN.23(E12L:R14F)-Z pLF KLPPGWLKFMSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.56 = 0.02 [103] 142
68 1PIN.16-9 16Qp KLPPGWEKRMORSSGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.67 + 0.02 [118] 142
69 1PIN.16-Z 16Zp KLPPGWEKRMZRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG 0.07 = 0.05 [118] 142
70 1PIN.16-2 16Nbp KLPPGWEKRM2RSSGRVYYFNHITNASQFERPSG -1.70 &+ 0.03 [118] 142
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71 1PIN.16-§ 16Xp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.39 £ 0.04  [118] 2
72 1PIN.18-9 18Qp KLPPGWEKRMSROSGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.12 £ 0.02  [118] 142
73 1PIN.18-Z 18Zp KLPPGWEKRMSRZSGRVYYFNHITNASQFERPSG -0.05 £ 0.04  [118] 142
74 1PIN.18-2 18Nbp KLPPGWEKRMSR2SGRVYYFNHITNASQFERPSG 0.03 £ 0.01 [118] 142
75 1PIN.18-§ 18Xp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG 0.00 £ 0.02 [118] 2
76 1PIN.23-9 23Qp KLPPGWEKRMSRSSGRVOYFNHITNASQFERPSG 0.23 + 0.04 [118] 142
77 1PIN.23-Z 23Zp KLPPGWEKRMSRSSGRVZYFNHITNASQFERPSG -0.29 + 0.03  [118] 142
78 1PIN.23-2 23Nbp KLPPGWEKRMSRSSGRV2YFNHITNASQFERPSG 0.18 =+ 0.10 [118] 142
79 1PIN.23-§ 23Xp KLPPGWEKRMSRSSGRVSYFNHITNASQFERPSG 0.43 £ 0.16 [118] 2
80 1PIN.27-9 27Qp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFN9ITNASQFERPSG 0.27 £ 0.02 [118] 142
81 1PIN.27-Z 27Zp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNZITNASQFERPSG -0.62 = 0.03  [118] 142
82 1PIN.27-2 27Nbp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFN2ITNASQFERPSG 1.26 £ 0.06 [118] 142
83 1PIN.27-§ 27Xp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNSITNASQFERPSG 0.68 + 0.04 [118] 2
84 1PIN.29-9 29Qp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHIONASQFERPSG 0.16 4 0.06 [118] 142
85 1PIN.29-Z 29Zp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHIZNASQFERPSG -0.17 + 0.06 [118] 1+2
86 1PIN.29-2 29Nbp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHI2NASQFERPSG -0.67 + 0.02 [118] 142
87 1PIN.29-§ 29Xp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHISNASQFERPSG 0.32 £+ 0.07 [118] 2
88 1PIN.32-9 32Qp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNA9QFERPSG -0.44 £ 0.02  [118] 1+2
89 1PIN.32-Z 32Zp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNAZQFERPSG -0.33 £ 0.03  [118] 142
90 1PIN.32-2 32Nbp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNA2QFERPSG -0.93 £ 0.03  [118] 142
91 1PIN.32-§ 32Xp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG 0.01 £ 0.03 [118] 2
92 1PIN.19(S16F:R21T)-1 6PEG,4-F,T KLPPGWEKRMFRS1GTVYYFNHITNASQFERPSG -0.81 £ 0.10  [98] 142
93 1PIN.19(S16F)-1 6PEG,-F KLPPGWEKRMFRS1GRVYYFNHITNASQFERPSG -1.13 £ 0.07  [98] 142
94 1PIN.19(R21T)-1 6PEG,4-T KLPPGWEKRMSRS1GTVYYFNHITNASQFERPSG -0.55 £ 0.06  [98] 142
95 1PIN.19(R21A)-1 6PEG,4-A KLPPGWEKRMSRS1GAVYYFNHITNASQFERPSG -0.96 + 0.12  [98] 142
96 1PIN.19(R21L)-1 6PEG,4-L KLPPGWEKRMSRS1GLVYYFNHITNASQFERPSG -0.68 + 0.11 [98] 142
o7 ISRL:20-1 SHyTaNPEG  TTCDYESUEDISHIGROITEDY 50 4019 (100 2
98 2ZTA.1-1 p2al A-1MKQLEDKVEELLSKNYHLENEVARLKKLVG-N 0.16 =+ 0.04 [102] 2
99 2ZTA.3-1 p2a3 A-RM1QLEDKVEELLSKNYHLENEVARLKKLVG-N 0.24 + 0.04 [102] 2
100  2ZTA.4-1 p2ad A-RMK1LEDKVEELLSKNYHLENEVARLKKLVG-N 0.70 £ 0.04 [102] 2
101  2ZTA.6-1 p2a6 A-RMKQL1DKVEELLSKNYHLENEVARLKKLVG-N 0.46 £ 0.02 [102] 2
102  2ZTA.7-1 p2a7 A-RMKQLE1KVEELLSKNYHLENEVARLKKLVG-N 0.72 £ 0.02 [102] 2
103  2ZTA.10-1 p2alo A-RMKQLEDKV1ELLSKNYHLENEVARLKKLVG-N 1.34 £+ 0.04 [102] 2
104  2ZTA.14-1 p2ald A-RMKQLEDKVEELL1KNYHLENEVARLKKLVG-N -0.14 + 0.06  [102] 2
105  2ZTA.18-1 p2al8 A-RMKQLEDKVEELLSKNY1LENEVARLKKLVG-N -0.22 £ 0.02  [102] 2
106  2ZTA.21-1 p2a21 A-RMKQLEDKVEELLSKNYHLE1EVARLKKLVG-N 0.48 £ 0.02 [102] 2
107  2ZTA.25-1 p2a25 A-RMKQLEDKVEELLSKNYHLENEVA1LKKLVG-N 0.34 £ 0.02 [102] 2
108  2ZTA.28-1 p2a28 A-RMKQLEDKVEELLSKNYHLENEVARLK1LVG-N -0.26 £ 0.02  [102] 2
109  2ZTA.4(E11A)-1 p2a4d-KA A-RMK1LEDKVE/ALLSKNYHLENEVARLKKLVG-N -0.04 + 0.01 [102] 2
110  2ZTA.4(K8A)-1 p2a4-AE A-RMK1LEDAVEELLSKNYHLENEVARLKKLVG-N -0.12 £ 0.02  [102] 2
111 2ZTA.4(K8A:E11A)-1 p2ad-AA A-RMK1LEDAVEALLSKNYHLENEVARLKKLVG-N -0.70 £ 0.02  [102] 2
112 2ZTA.18(R25A)-1 p2a18-EA A-RMKQLEDKVEELLSKNY1LENEVAALKKLVG-N 0.56 + 0.02 [102] 2
113 2ZTA.18(E22A)-1 p2a18-AR A-RMKQLEDKVEELLSKNY1LENAVARLKKLVG-N 0.28 £ 0.02 [102] 2
114  2ZTA.18(E22A:R25A)-1 p2al8-AA A-RMKQLEDKVEELLSKNY 1LENAVAALKKLVG-N -0.32 + 0.01 [102] 2
115  1COI.1-1 p3al Ace-9VEALEKKVAALESKVQALEKKVEALEY-N 0.48 + 0.01 [102] 2
116  1COI1(E3A)-1 p3al-AK A-9VAALEKKVAALESKVQALEKKVEALEY-N 0.45 + 0.01 [102] 2
117  1COIL1(K7A)-1 p3al-EA A-9VEALEAKVAALESKVQALEKKVEALEY-N 0.51 + 0.01 [102] 2
118  1COIL1(E3A:K7A)-1 p3al-AA A-9VAALEAKVAALESKVQALEKKVEALEY-N 0.33 + 0.01 [102] 2
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119  1COL6-1 p3ab A-EVEALOKKVAALESKVQALEKKVEALEY-N 0.96 + 0.01 [102] 2
120  1COL.6(K8A)-1 p3ab-AE A-EVEALOKAVAALESKVQALEKKVEALEY-N 0.42 + 0.01 [102] 2
121  1COIL6(E13A)-1 p3ab-KA A-EVEALOKKVAAL/ASKVQALEKKVEALEY-N 0.39 + 0.01 [102] 2
122 1COL6(K8A:E13A)-1 p3ab-AA A-EVEALOKAVAALASKVQALEKKVEALEY-N -0.51 £ 0.01  [102] 2
123 5UXT.14-1 Np A-EVEALEKKVEALE1KVQKLEKKVEALEHGWDGR-N  0.50 % 0.02 [264]
124  5UXT.14(E10A)-1 Npl A-EVEALEKKV/ALE1KVQKLEKKVEALEHGWDGR-N ~ -0.24 + 0.02  [264]
125  5UXT.14(K18A)-1 Np2 A-EVEALEKKVEALE1KVQALEKKVEALEHGWDGR-N ~ 0.22 =+ 0.02 [264]
126 5UXT.14(E10A:K18A)-1 Np3 A-EVEALEKKV/AALE1KVQALEKKVEALEHGWDGR-N ~ -0.62 + 0.02  [264]
127  1PIN.26(W11F)-1 FNp KLPPGFEKRMSRSSGRVYYF1HITNASQFERPSG -0.34 £ 0.02  [104]
128  1PIN.26-(W1lv)-1 ZNp KLPPGEKRMSRSSGRVYYF1HITNASQFERPSG -0.62 £ 0.03  [104]
130  1PIN.26(W11Y)-1 YNp KLPPGYEKRMSRSSGRVYYF1HITNASQFERPSG -0.47 £ 0.05  [104]
131 1PIN.26-9 WQp KLPPGWEKRMSRSSGRVYYF9HITNASQFERPSG 0.14 + 0.02 [104]
132 1PIN.7-1 NA K1PPGWEKRSMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
133 1PIN.11-1 NA KLPPG1EKRSMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
134  1PIN.12-1 NA KLPPGW1KRSMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
135  1PIN.13-1 NA KLPPGWE 1RSMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
136 1PIN.15-1 NA KLPPGWEKRS1SRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
137 1PIN.21-1 NA KLPPGWEKRSMSRSSG1VYYFNHITNASQFERPSG NA NA
138 1PIN.22-1 NA KLPPGWEKRSMSRSSGR1YYFNHITNASQFERPSG NA NA
139 1PIN.24-1 NA KLPPGWEKRSMSRSSGRVY 1FNHITNASQFERPSG NA NA
140  1PIN.25-1 NA KLPPGWEKRSMSRSSGRVYY 1NHITNASQFERPSG NA NA
141 1PIN.31-1 NA KLPPGWEKRSMSRSSGRVYYFNHITN1SQFERPSG NA NA
142 1PIN.33-1 NA KLPPGWEKRSMSRSSGRVYYFNHITNAS1FERPSG NA NA
143 1PIN.35-1 NA KLPPGWEKRSMSRSSGRVYYFNHITNASQF 1RPSG NA NA
144  1PIN.14-€ NA KLPPGWEK eMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
145  1PIN.16-¢ NA KLPPGWEKRMeRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
146  1PIN.17-€ NA KLPPGWEKRMS e SSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
147  1PIN.18-¢ NA KLPPGWEKRMSReSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
148  1PIN.19-¢ NA KLPPGWEKRMSRS eGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
149 1PIN.21-¢ NA KLPPGWEKRMSRSSGeVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
150  1PIN.23-¢ NA KLPPGWEKRMSRSSGRV e YFNHITNASQFERPSG NA NA
151  1PIN.26-¢ NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYF eHITNASQFERPSG NA NA
152 1PIN.27-¢ NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNeITNASQFERPSG NA NA
153  1PIN.28-¢ NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHe TNASQFERPSG NA NA
154  1PIN.29-¢ NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHI eNASQFERPSG NA NA
155  1PIN.30-¢ NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITeASQFERPSG NA NA
156  1PIN.32-¢ NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNA€QFERPSG NA NA
157  1PIN.14-) NA KLPPGWEK AMSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
158  1PIN.16-)\ NA KLPPGWEKRMARSSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
159  1PIN.17-)\ NA KLPPGWEKRMS A\SSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
160  1PIN.18-) NA KLPPGWEKRMSRASGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
161  1PIN.19-) NA KLPPGWEKRMSRS A\GRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
162  1PIN.21-) NA KLPPGWEKRMSRSSGAVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
163  1PIN.23-) NA KLPPGWEKRMSRSSGRV A YFNHITNASQFERPSG NA NA
164  1PIN.26-)\ NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYF AHITNASQFERPSG NA NA
165  1PIN.27-) NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFN\ ITNASQFERPSG NA NA
166  1PIN.28-) NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHATNASQFERPSG NA NA
167  1PIN.29-) NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHI ANASQFERPSG NA NA

168 1PIN.30-\ NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHIT AASQFERPSG NA NA
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169 1PIN.32-) NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNAAQFERPSG NA NA
170 1PIN.14-¢ NA KLPPGWEKt)MSRSSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
171 1PIN.16-v NA KLPPGWEKRMv'RSSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
172 1PIN.17-4 NA KLPPGWEKRMSvSSGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
173 1PIN.18-9 NA KLPPGWEKRMSRv)SGRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
174 1PIN.19-% NA KLPPGWEKRMSRSv)GRVYYFNHITNASQFERPSG NA NA
175 1PIN.21-%) NA KLPPGWEKRMSRSSG)VYYFNHITNASQFERPSG NA NA
176 1PIN.23-) NA KLPPGWEKRMSRSSGRV1/YFNHITNASQFERPSG NA NA
177 1PIN.26- NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFt)HITNASQFERPSG NA NA
178 1PIN.27-%) NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFN) ITNASQFERPSG NA NA
179 1PIN.28-) NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHv) TNASQFERPSG NA NA
180 1PIN.29-% NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHI®)NASQFERPSG NA NA
181 1PIN.30-% NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHIT+)ASQFERPSG NA NA
182 1PIN.32-%) NA KLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNA)QFERPSG NA NA

VDNKFN4EMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL
183 2KZJ.7-4 NA g NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK

VDNKFNK4MRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL
184 2KZJ.8-4 NA g NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK

VDNKFNKEMRNAYW4IALLPNLNNQQKRAFIRSL

185 2KZJ.15-4 NA NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLP4LNNQQKRAFIRSL

186 2KZJ.21-4 NA wa NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNL4NQQKRAFIRSL

187 2KZJ.23-4 NA wa NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNN4QKRAFIRSL

188 2KZJ.25-4 NA q NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKR4FIRSL

189 2KZJ.29-4 NA o NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
DNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIR4AL

190 2KZJ.33-4 NA v RNAYW QKRAFIR NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
DNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

191 2KZJ.39-4 NA v RNAYW QQKRAFIRS NA NA
YDDP4QSANLLAEAKKLNDAQAPK
DNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

192 2KZJ.43-4 NA v RNAYW QQKRAFIRS NA NA
YDDPSQSA4LLAEAKKLNDAQAPK
DNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

193 2KZJ.46-4 NA v RNAYW QQKRAFIRS NA NA
YDDPSQSANLL4EAKKLNDAQAPK
DNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

194 2KZJ.47-4 NA v RNAYW QQKRAFIRS NA NA
YDDPSQSANLLA4AKKLNDAQAPK

195 OK7J.49-4 NA VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL NA NA
YDDPSQSANLLAEA4KLNDAQAPK

196 9K ZJ.50-4 NA VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL NA NA
YDDPSQSANLLAEAK4ALNDAQAPK

197 9K7J.53-4 NA VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLN4AQAPK

198 9KZJ.7-¢ NA VDNKFN)EMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK

199 9KZJ.8-¢ NA VDNKFNKMRNAYWETALLPNLNNQQKRAFIRSL NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYW@IALLPNLNNQQKRAFIRSL

200 2KZ7J.15-¢ NA ¢ R NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPLNNQQKRAFIRSL

201 2KZ7J.21-¢ NA ¢LANGQ NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNL®NQQKRAFIRSL

202 2KZ7J.23-¢ NA #NaQ NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNN@QKRAFIRSL

203 2KZ7J.25-¢ NA *a NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKR@FIRSL

204 2KZ7J.29-¢ NA QKR NA NA

YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
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VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIR®L

205  2KZJ.33-¢ NA ag @ NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

206  2KZJ.39-¢ NA oo NA NA
YDDP ¢ QSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

207  2KZJ.43-¢ NA o NA NA
YDDPSQSA@LLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

208  2KZJ.46-¢ NA @ NA NA
YDDPSQSANLL@EAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

209  2KZJ.47-¢ NA @ NA NA
YDDPSQSANLLA@AKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWETALLPNLNNQQKRAFIRSL

210  2KZJ.49-¢ NA @ NA NA
YDDPSQSANLLAEAKLNDAQAPK
DNKFNKEMRNAYWETALLPNLNNQQKRAFIRSL

211 2KZJ.50-¢ NA v @ S NA NA
YDDPSQSANLLAEAKLNDAQAPK
DNKFNKEMRNAYWETALLPNLNNQQKRAFIRSL

212 2KZJ.53-¢ NA v RNAYY QQKRAFIRS NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLN®AQAPK
DNKFN-EMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

213 2KZJ.7-vy NA v VEMRNAYW QQKRAFIRS NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
DNKFNK~YMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

214 2KZJ.8-y NA v YMRNAYW QQKRAFIRS NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
DNKFNKEMRNAYW~ IALLPNLNNQQKRAFIRSL

215  2KZJ.15-y NA v RNAYWy QQKRAFIRS NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK

216 2KZI.21n NA VDNKFNKEMRNAYWEIALLP~LNNQQKRAFIRSL NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK

27 2KZ125+ A VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNQQKRAFIRSL NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK

218 2KZ1.25+ A VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNN~QKRAFIRSL NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK

210 2KZ1.20 A VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKR~FIRSL A A
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK

220 2KZ1.35 A VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRAL A A
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK

21 2KZ1.30 A VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL A A
YDDP~QSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

222 2KZJ.43- NA g NA NA
YDDPSQSA~yLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

223 2KZJ.46- NA aa NA NA
YDDPSQSANLL~yEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

224 2KZJ.4T-~ NA aa NA NA
YDDPSQSANLLA~yAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

225  2KZJ.49-y NA ag NA NA
YDDPSQSANLLAEA~KLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

226 2KZJ.50-y NA ag NA NA
YDDPSQSANLLAEAK~YLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

227 2KZJ.53-y NA ag NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLN~AQAPK
VDNKFNwEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

228 2KZJ.7-w NA “ g NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKwMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

229  2KZJ.8-w NA < w NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWw IALLPNLNNQQKRAFIRSL

230  2KZJ.15-w NA © w NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPwLNNQQKRAFIRSL

231 2KZJ.21-w NA wLANQY NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWETIALLPNLwNQQKRAFIRSL

232 2KZJ.23-w NA whQQ NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
DNKFNKEMRNAYWETIALLPNLNNwQKRAFIRSL

233 2KZJ.25-w NA v wa S NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
DNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRwFIRSL

234 2KZJ.29-w NA v RNAYW QQKRwEIRS NA NA
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
DNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFI L

235  2KZJ.33-w NA v RNAYW UQKRAF IR NA NA

YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK
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VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL

236 2KZJ.39-w NA NA NA
YDDPwQSANLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL
237 2KZJ.43-w NA g NA NA
YDDPSQSAwLLAEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL
238 2KZJ.46-w NA g NA NA
YDDPSQSANLLwEAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL
239 2KZJ.47-w NA aa NA NA
YDDPSQSANLLAwAKKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL
240 2KZJ.49-w NA aa NA NA
YDDPSQSANLLAEAwWKLNDAQAPK
VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL
241 2KZJ.50-w NA aa NA NA
YDDPSQSANLLAEAKwLNDAQAPK
DNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSL
242 2KZJ.53-w NA v o S NA NA

YDDPSQSANLLAEAKKLNwAQAPK
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D.1 Berechnete Deskriptoren

Tabelle D.1: Ubersicht iiber die untersuchten Deskriptoren. In der ersten Spalte ist der
jeweilige bei der Modellgenerierung verwendete Name dargestellt (bei zwei verschiedenen Na-
men wurde der jeweilige Deskriptor im zweiten Modellansatz umbenannt). Die zweite Spalte
stellt jeweils eine Beschreibung des Deskriptors bereit. Die Variablen wurden fiir alle einzelnen
Aminosiauren (Rs = residues), fiir die unterschiedlichen Proteinbereiche (Rg = regional) oder
auch das gesamte Protein (Pr = protein) berechnet. Variablen, die fiir die fiinf unterschiedli-
chen Regionen kalkuliert wurden, wurde der Suffix 1 fiir 51, 2 fiir 52, 3 fiir 53, 4 fiir Schleife 1
und 5 fiir Schleife 2 zugeschrieben (z. B. beschreibt sscontent! den durchschnittlichen Sekun-
dérstrukturanteil fiir alle Aminoséduren des ersten S-Faltblatts). In dhnlicher Weise erhalten
Deskriptoren, die fiir alle einzelnen Aminoséduren berechnet wurden, den jeweiligen Suffix 6
— 39 (z. B. beschreibt int14 die Interaktionsenergie des Polymers mit R14). Im Falle des An-
satzes 1 wurden, wo moglich Medianwerte berechnet, im Falle von Ansatz 2 Mittelwerte. Die
letzte Spalte gibt an, bei welchem Modellansatz der jeweilige Deskriptor verwendet wurde (1,
2 oder 1+42).

Name Beschreibung Rs Rg Pr A

bbhbonds Anzahl an Proteinriickgrat-HB pro Momentaufnahme (Cutoff: 3.5 X 142
A und 150°).

bbwathbonds Anzahl an Proteinriickgrat-HB zu Wassermolekiilen pro Moment- X 142
aufnahme.

contacts Anzahl an nativen Kontakten des Proteinriickgrats (Cutoff: 4.5 X 142
A).

contacts2 Anzahl an nativen Kontakten aller Proteinatome (Cutoff: 4.5 A). X 2

crigidity Rigide-Kontakte-Index (CNA-Parameter) fir jede Aminosdure X X X X 142

(crigidityX) und Region X (crigiditymeanX), sowie fiir das ganze
Protein (crigiditymean).

entropyside Konfigurationsentropie, berechnet nach den Seitenkettenorderpa- X X X 1
rametern geméf Briischweiler (kein Wert fiir nicht proteinogene
Aminoséuren kalkulierbar) [376].

glycinflip Prozent an Momentaufnahmen, in denen G20 innerhalb der ersten X 142
Schleife einen positiven ¢-Wert zeigt, was einer Drehung des Pro-
teinriickgrats entspricht. Dieses Phinomen wurde in den ersten
Simulationen beobachtet (kein Median / Durchschnitt berechen-

bar).
int Interaktionsenergie der Polymeratome zu jeder Aminosaure. X 142
intoh Interaktionsenergie der Polymeratome zu jedem Serin, Threonin X 142

und Tyrosin.
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intX Interaktionsenergie der Polymeratome zu bestimmten proteinoge- 142
nen Aminosiure (X = Gly, Ser, Tyr, Phe, Asn, Glu oder Pro).

intX_Y Interaktionsenergie jeder Aminosdure X zu jeder anderen Amino- 1+2
sdure Y im Protein.

lifetime / lifeavg ~ Durchschnittliche Uberlebenszeit der HB zwischen Proteinriick- 142
gratatomen und Wasser.

lifenum Totale Uberlebenszeit der HB zwischen Proteinriickgratatomen 2
und Wasser.

lifepegavg Durchschnittliche Uberlebenszeit der HB des Polymers zum Sol- 2
vens.

lifepegnum Totale Uberlebenszeit der HB des Polymers zum Solvens. 2

lifescavg Durchschnittliche Uberlebenszeit der HB des Polymers zum Sol- 2
vens.

lifescnum Totale Uberlebenszeit der HB des Polymers zum Solvens. 2

molbur Proteinoberflache, welche durch Polymeratome bedeckt ist. 142

orderback Proteinrtickgratamid-Orderparameter. Der Durchschnittswert fiir 1+2
alle 10 ns-Trajektorienblocke wurde hierzu berechnet, angelehnt
an die Methoden aus [381].

orderside Seitenkettenorderparameter (keine Werte fiir nicht protein- 1+2
ogene Aminosduren). Der Durchschnittswert fir alle 10 ns-
Trajektorienblocke wurde hierzu berechnet.

pl Perkolationsindex vom Typ 1 (CNA-Parameter) fir jede Amino- 142
sdure X (pI_X) und Region X (pImean_ X), sowie fir das ganze
Protein (pImean).

pegangle Winkel zwischen dem Massenzentrum des Protein, dem Massen- 1+2
zentrum des Aminosdurebereichs der Konjugationsstelle und der
Polymerkette (beschrieben in [35]) als ein Indikator fiir die Aus-
richtung des Polymers zur Proteinoberfliche.

pegdcom Distanz zwischen dem Massenzentrum des Proteins und dem Mas- 142
senzentrum der konjugierten Aminoséure (beschrieben in [35]).

pegohhbonds Anzahl an HB der Polymerkette zu Hydroxylseitenketten (S, T 2
und Y).

pegwathbonds Anzahl an HB der Polymerkette zu Wassermolekiilen pro Moment- 1+2
aufnahme.

pgddist Ansatz 1: Minimaldistanz des letzen Polymer-Sauerstoffatoms zu 142
jeglicher oder einer bestimmten Aminosdure. Ansatz 2: Maximal-
distanz jeglicher Polymeratome zu Proteinatomen.

pgbrg Anzahl an HB pro Momentaufnahme, die zwischen Polymerato- 1+2
men iiber iiberbriickende Wassermolekiile gebildet wurden. Dieses
Phianomen wurde in den ersten Simulationen beobachtet.

phi ¢-Winkel aller Aminosiuren X. 1+2

pricel Winkel 0pyjce in der Kristallstruktur, gemas [100], zwischem dem 1+2
Cq-Atom der konjugierten Aminosaure, dem Massenzentrum der
entsprechenden Seitenkette (vor Konjugation) und dem néchst-
gelegenen Serin, Threonin oder Tyrosin (kein Durchschnitt bere-
chenbar).

price2 Winkel analog zu pricel, jedoch handelt es sich um den Durch- 1+2

schnitt aus der Simulation der entsprechenden unkonjugierten Mu-
tante.
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price3 Winkel analog zu price2, jedoch handelt es sich um den Durch- 1+2
schnitt aus der Simulation der entsprechenden konjugierten Mu-
tante.

price4 Winkel analog zu price3, jedoch wird bei der Berechnung des Mas- 142
senzentrums der Seitenkette der Polymerbereich ignoriert.

pricelapol Wie pricel fiir apolare Aminosaureseitenketten. Nur im Falle der (2)
Modelle A2v2-R1 und A2v2-C1 genutzt.

price2apol Wie price2 fir apolare Aminosaureseitenketten. Nur im Falle der (2)
Modelle A2v2-R1 und A2v2-C1 genutzt.

price3apol Wie priced fir apolare Aminosaureseitenketten. Nur im Falle der (2)
Modelle A2v2-R1 und A2v2-C1 genutzt.

pricedapol Wie price fir apolare Aminosaureseitenketten. Nur im Falle der (2)
Modelle A2v2-R1 und A2v2-C1 genutzt.

pricelarom Wie pricel fiir aromatische Aminoséureseitenketten. Nur im Falle (2)
der Modelle A2v2-R1 und A2v2-C1 genutzt.

price2arom Wie price2 fir aromatische Aminosiureseitenketten. Nur im Falle (2)
der Modelle A2v2-R1 und A2v2-C1 genutzt.

price3arom Wie price3 fiir aromatische Aminosiureseitenketten. Nur im Falle (2)
der Modelle A2v2-R1 und A2v2-C1 genutzt.

pricedarom Wie price/ fiir aromatische Aminosdureseitenketten. Nur im Falle (2)
der Modelle A2v2-R1 und A2v2-C1 genutzt.

pricelpol Wie pricel fir polare Aminosaureseitenketten. Nur im Falle der (2)
Modelle A2v2-R1 und A2v2-C1 genutzt.

price2pol Wie price2 fiir polare Aminosiureseitenketten. Nur im Falle der (2)
Modelle A2v2-R1 und A2v2-C1 genutzt.

price3pol Wie priced fur polare Aminosdureseitenketten. Nur im Falle der (2)
Modelle A2v2-R1 und A2v2-C1 genutzt.

pricedpol Wie price4 fiir polare Aminosaureseitenketten. Nur im Falle der (2)
Modelle A2v2-R1 und A2v2-C1 genutzt.

protpeghb Anzahl an HB des Polymers pro Momentaufnahme zu jeder ein- 1+2
zelnen Aminosiure X.

protpeghbonds Durchschnittliche Anzahl an HB des Polymers pro Momentauf- 1+2
nahme zum gesamten Protein.

protprothbonds Durchschnittliche Anzahl an Protein-Protein-HB pro Momentauf- 1+2
nahme.

protwathbonds Durchschnittliche Anzahl an Protein-Wasser-HB pro Momentauf- 1+2
nahme.

psi -Winkel aller Aminosduren X. 142

radgyrpeg / rg-  Gyrationsradius der Polymer-Schweratome. 1+2

peg

rdf Y RDF-Wert von Wassermolekiilen um Aminosiduren herum in ei- 1+2
nem Bereich von 2-4 A, 4-6 Aund 6-8 A(benannt als Y = 200,
400, 600). Im Ansatz 2 wurden dagegen die Bereiche 2-3 A, 3-4
A, 454,56 A, 6-7 A, 7-8 Aund 9-10 A berechnet.

rdfapol Y RDF-Wert von Wassermolekiilen um apolare Aminoséduren herum 142

in einem Bereich von 2-4 A, 4-6 Aund 6-8 A(benannt als Y = 200,
400, 600). Im Ansatz 2 wurden dagegen die Bereiche 2-3 A, 34
A, 45 A, 5-6A,6-7A, 7-8 Aund 9-10 A berechnet.
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rdfoh Y RDF-Wert von Wassermolekiilen um die Aminosiduren Serin, Th- X 142
reonin und Tyrosin herum in einem Bereich von 2-4 A, 4-6 Aund
6-8 A(benannt als Y = 200, 400, 600). Im Ansatz 2 wurden dage-
gen die Bereiche 2-3 A, 3-4 A, 4-5 A, 5-6 A, 6-7 A, 7-8 Aund 9-10
A berechnet.

rdfpeg Y RDF-Wert von Wassermolekiilen um die Polymeratome herum in X 142
einem Bereich von 2-4 A, 4-6 Aund 6-8 A(benannt als Y = 200,
400, 600). Im Ansatz 2 wurden dagegen die Bereiche 2-3 A, 34
A, 45 A, 5-6 A, 6-7 A, 7-8 Aund 9-10 A berechnet.

rdfpegtores_ Y RDF-Wert von Polymeratomen um das Protein herum in einem X X 142
Bereich von 2-4 A, 4-6 Aund 6-8 A(benannt als Y = 200, 400,
600). Im Ansatz 2 wurden dagegen die Bereiche 2-3 A, 3-4 A, 4-5
A, 5-6 A, 6-7 A, 7-8 Aund 9-10 A berechnet.

rdfpol_Y RDF-Wert von Wassermolekiilen um polare Aminosiduren herum X 142
in einem Bereich von 2-4 A, 4-6 Aund 6-8 A(benannt als Y = 200,
400, 600). Im Ansatz 2 wurden dagegen die Bereiche 2-3 A, 34
A 45 A, 5-6 A, 6-7 A, 7-8 Aund 9-10 A berechnet.

rdfwopeg_ Y RDF-Wert von Wassermolekiilen um das Protein (ohne Polymer) X 142
herum in einem Bereich von 2-4 A, 4-6 Aund 6-8 A(benannt als Y
= 200, 400, 600). Im Ansatz 2 wurden dagegen die Bereiche 2-3
A 344,45 A, 56 A, 6-7 A, 7-8 Aund 9-10 A berechnet.

rdfX Y RDF-Wert von Wassermolekiilen um bestimmte Aminosiauren her- X 142
um in einem Bereich von 2-4 A, 4-6 Aund 6-8 A(benannt als Y =
200, 400, 600). Dies wurde fiir X = Gly, Ser, Tyr, Phe, Asn, Glu
und Pro berechnet. Im Ansatz 2 wurden dagegen die Bereiche 2-3
A 344,45 A, 56 A, 6-7 A, 7-8 Aund 9-10 A berechnet.

rdfX Y RDF-Wert von Wassermolekiilen um alle Aminosduren X herum, X 2
in einem Bereich von 2-3 A, 3-4 A, 4-5 A, 5-6 A, 6-7 A, 7-8 Aund
9-10 A.
rg Gyrationsradius der Protein- und Polymer-Schweratome. X X X 142
rgbb Gyrationsradius des Proteinriickgrats. X 142
rgwopeg Gyrationsradius der Protein-Schweratome (ohne Polymer). X X 142
rhb Anzahl an HB jeder Aminosaure X zu Wassermolekiilen pro Mo- X 142
mentaufnahme.
rigidity Rigiditdtsindex (CNA-Parameter) fiir jede Aminosiure X (crigidi- X X X 142
tyX) und Region X (rigiditymeanX), sowie fiir das ganze Protein
(rigiditymean).
rmsd RMSD-Wert der Schweratome des Proteinriickgrats (Rg und Pr- X X X 142

Kalkulationen), bzw. der Schweratome der gesamten Aminoséure
(Rs). Als Referenz diente die aufbereitete Kristallstruktur.

rmsdp RMSD-Wert der Polymer-Schweratome (Startstruktur als Refe- X 1
renz).
rmsf Massengewichtete RMSF-Werte der Schweratome des Protein- X X X 142

riickgrats pro Aminosdure (Rg und Pr-Kalkulationen), bzw. der
Schweratome der gesamten Aminosiure (Rs). Als Referenz diente
die durchschnittliche Struktur der Simulation. Kein Durchschnitt
kalkulierbar.

rmsfp Massengewichtete RMSF-Werte der Schweratome des Polymers. X 142
Als Referenz diente die durchschnittliche Struktur der Simulation.
Kein Durchschnitt kalkulierbar.

shell Anzahl an Wassermolekiilen in der ersten Hydrathiille (<3 &), X X X 142

Polymeratome eingeschlossen.
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shellapol Anzahl an Wassermolekiilen in der ersten Hydrathiille (<3 A) von X 142
apolaren Aminosauren.

shellapolo Anzahl an Wassermolekiilen in der ersten und zweiten Hydrathiille X 142
(<5 A) von apolaren Aminosiuren.

shello Anzahl an Wassermolekiilen in der ersten und zweiten Hydrathiille X 142
(<5 A), Polymeratome eingeschlossen.

shelloh Anzahl an Wassermolekiilen in der ersten Hydrathiille (<3 A) der X 142
Aminosduren Serin, Threonin und Tyrosin.

shelloho Anzahl an Wassermolekiilen in der ersten und zweiten Hydrathiille X 142
(<5 A) der Aminosduren Serin, Threonin und Tyrosin.

shellpeg Anzahl an Wassermolekiilen in der ersten Hydrathiille (<3 A) der X 142
Polymeratome.

shellpegapol Anzahl an Polymeratomen in der ersten Hydrathiille (<3 A) apo- X 2
larer Proteinatome.

shellpego Anzahl an Wassermolekiilen in der zweiten Hydrathiille (<5 A) X 142
der Polymeratome.

shellpegpol Anzahl an Polymeratomen in der ersten Hydrathiille (<3 A) po- X 2
larer Proteinatome.

shellpegoh Anzahl an Polymeratomen in der ersten Hydrathiille (<3 A) von X 2
Hydroxylseitenketten (S, T und Y).

shellpegapolo Anzahl an Polymeratomen in der zweiten Hydrathiille (<5 A) apo- X 2
larer Proteinatome.

shellpegpolo Anzahl an Polymeratomen in der zweiten Hydrathiille (<5 A) po- X 2
larer Proteinatome.

shellpegoho Anzahl an Polymeratomen in der zweiten Hydrathiille (<5 A) von X 2
Hydroxylseitenketten (S, T und Y).

shellpol Anzahl an Wassermolekiilen in der ersten Hydrathiille (<3 A) von X 142
polaren Aminosiuren.

shellpolo Anzahl an Wassermolekiilen in der ersten und zweiten Hydrathiille X 142
(<5 A) von polaren Aminosiuren.

shellwopeg Anzahl an Wassermolekiilen in der ersten Hydrathiille (<3 A), X 142
Polymeratome ausgenommen.

shellwopego Anzahl an Wassermolekiilen in der ersten Hydrathiille (<5 A), X 142
Polymeratome ausgenommen.

srigidity Seitenkettenrigiditdtsindex (CNA-Parameter) fiir jede Aminoséu- X 142
re X (srigidityX) und Region X (srigiditymedianX), sowie fiir das
ganze Protein (srigiditymean).

sscontent Durchschnittlicher Sekundarstrukturanteil des Proteins. X 142

surf Solvenszugéngliche Oberflache. X 142

surfapol Solvenszugéangliche Oberflache apolarer Atome. X 142

surfapr Verhéltnis zwischen SASA apolarer und polarer Atome. X 142

surfpeg Solvenszugéangliche Oberflaiche der Polymeratome. X 142

surfpol Solvenszugéngliche Oberflache polarer Atome. X 142

taul Kontinuierliche HB-Uberlebenszeit der Seitenketten zu Wasser- X 2
molekiilen, berechnet mit dem mdanalysis-Modul.

tau2 Intermittierende HB-Uberlebenszeit der Seitenketten zu Wasser- X 2

molekiilen, berechnet mit dem mdanalysis-Modul.
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totalint Interaktionsenergie zwischen Polymer- und Proteinatomen. X 142

trphccel / trphe-  Phaseniibergangstemperatur (CNA-Parameter), basierend auf der X 142

cex1 Clusterkonfigurationsentropie vom Typ 1.

trphecce2 / trphe-  Phaseniibergangstemperatur (CNA-Parameter), basierend auf der X 142
cex2 Clusterkonfigurationsentropie vom Typ 2.

trphcces / trphc-  Phaseniibergangstemperatur (CNA-Parameter), basierend auf der X 142
cexs Clusterkonfigurationsentropie vom Typ 2 mit doppelt sigmoida-

lem Fit.

trphropl /  Phaseniibergangstemperatur (CNA-Parameter), basierend auf X 142
trphropx1 dem Rigiditdtsorderparameter vom Typ 1.

trphrop2 /  Phaseniibergangstemperatur (CNA-Parameter), basierend auf X 142
trphropx2 dem Rigiditdtsorderparameter vom Typ 2.

D.2 Ansatz 1

D.2.1 Modelltypen

Tabelle D.2: Ubersicht iiber die getesteten Modelltypen im ersten QSPR-Ansatz (Kap.
3.1.6.2) geméf der caret-Webseite [382]. Der Name der Modellart und eine kurze Beschreibung
sind aufgefiihrt. Zusétzlich sind die zugrundeliegenden R-Pakete aufgelistet. Die letzte Spalte
gibt an, ob hierbei Regressions- (R) und / oder Klassifikationsmodelle (C) generiert wurden.

Name Beschreibung R-Paket Typ
avNNet Model averaged neural network nnet C
C5.0Rules Single C5.0 ruleset C50 C
C5.0Tree Single C5.0 tree C50 C
cubist Cubist model cubist R
gaussprLinear Gaussian process model kernlab R
gaussprPoly Gaussian process model with polynomial kernel kernlab R
gpls Generalized partial least squares model gpls C
mlp Multi-layer perceptron RSNNS C
mlpML Multi-layer perceptron with multiple layers RSNNS C
mlpWeightDecay Multi-layer perceptron using weight decay RSNNS C
mlpWeightDe- Multi-layer perceptron using weight decay, with mul- RSNNS C
cayML tiple layers

nnet Neural network nnet C,R
ORFlog Oblique random forest (using logistic regression) obliqueRF C
ORFpls Oblique random forest (using partial least squares) obliqueRF C
ORFridge Oblique random forest (linear combinations created obliqueRF C

using L2 regularization)
ORFsvm Oblique random forest (using support vector machi- obliqueRF C

nes)
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parRF Parallel random forest el071, randomFo- C, R
rest, foreach, im-
port
pcaNNet Neural networks with feature extraction nnet C
pcr Principal component analysis pls R
pls Partial least squares pls R
regLogistic Regularized logistic regression LiblineaR C
rf Random forest rf C, R
ridge Ridge regression elasticnet R
rqlasso Quantile regression with LASSO penalty rqPen R
rqnc Non-convex penalized quantile regression rqPen R
RRFglobal Regularized random forest RRF R
rvmRadial Relevance vector machines with radial basis function  kernlab R
kernel
svmLinear3 Support vector machines with linear kernel LiblineaR R
svmPoly Support vector machines with polynomial kernel kernlab
svmRadial Support vector machines with radial basis function kernlab
kernel
svmRadialSigma Support vector machines with radial basis function kernlab R
kernel (tunes over cost and sigma)
xgbLinear eXtreme gradient boosting (linear learners) xgboost R
xgbTree eXtreme gradient boosting (tree learners) xgboost, plyr R
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D.2.3 ADAN-Analysen

Tabelle D.4: Kategorisierung der HS-Konjugate in eine von sechs ADAN-Kategorien, dar-
gestellt fir die Modelle A1 bis A3, C1 bis C3 und E. Je hoher die Kategorie, desto schlechter
ist das Modell zur Einschitzung der Faltungsenergie fiir das jeweilige HS-Konjugat geeignet
(Kategorien 0 - 1 in griin = innerhalb der Applikationsdoméne, 2 - 3 in orange = unsichere
Vorhersage, 4 - 6 in rot = auflerhalb der Applikationsdoméne).

Modelle

Konjugat Al | A2 | A3 | Cl1 | C2 | C3 | E
29-1
32-1
19(S32A)-1
19-4
16-9 4 4
16-Z 4 4
29-7Z 4
32-7Z
19-2 4 4
32-2
23(E12F:R14L)-Z
19-J 4
18(S16D:R17A)-1 | 4
19-5
16+19-1
1SRL.20-1 - - -

D.2.4 Pin 1-unspezifische Deskriptoren

protpeghbonds, pgbrg, totalint, pg4dist, rmsdp, molbur, surfpeg, radgyrpeg, rdfpeg 200,
price2, pegdcom, pegangle, protprothbondsratio, bbhbondsratio, bbwathbondsratio, life-
timeratio, rmsdratio, shelloratio, shellwopegoratio, shellohoratio, shellpoloratio, shell-
apoloratio, rdfoh_200ratio, rdfoh_400ratio, rdfoh_600ratio, rdfpol 200ratio,
rdfpol__400ratio, rdfpol_600ratio, rdfapol_200ratio, rdfapol 400ratio, rdfapol 600ra-

tio, entropysideratio, plmedianratio
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Abbildung D.2: Tllustration des beobachteten Glycin-Flips. In grin ist die Startstruktur
von 27-1 dargestellt, wihrend die Konformation in cyan die Umorientierung beschreibt.

D.3 Ansatz 2

D.3.1 Pin 1-unspezifische Deskriptoren

protpeghbonds, pgbrg, peqwathbonds, totalint, intoh, pg4dist, molbur, surfpeg, rmsfp, rg-
peg, shellpeg, shellpego, shellpegapolo, shellpegpolo, rdfpeq 200, rdfpeg 300, rdfpeg 400,
rdfpeg_ 500, rdfpeg_900, pricel, price2, price3, price4, pegdcom, pegangle, lifepe-
gnum, trphccexl, trphccex2, trphropzl, trphccexs, bbhbondsratio, rmsdratio, surfaprra-
tio, rgratio, rgbbratio, rqwopegratio, shellohratio, shellpolratio, shellapolratio, shel-
lohoratio, shellpoloratio, shellapoloratio, rdf 200ratio, rdf 400ratio, rdf 500ratio,
rdf 600ratio, rdf 700ratio, rdf 900ratio, rdfwopeq 200ratio, rdfwopeq 400ratio, rdfwo-
peg__500ratio, rdfwopeq_ 600ratio, rdfwopeg  700ratio, rdfwopeg 900ratio, rdfoh_200ra-
tio, rdfoh__300ratio, rdfoh__400ratio, rdfoh__500ratio, rdfoh__600ratio, rdfoh__700ratio,
rdfoh__800ratio, rdfoh__900ratio, rdfpol 200ratio, rdfpol 300ratio, rdfpol 400ratio,
rdfpol__500ratio, rdfpol 600ratio, rdfpol_700ratio, rdfpol 800ratio, rdfpol 900ratio,
rdfapol 200ratio, rdfapol 300ratio, rdfapol 400ratio, rdfapol 500ratio, rdfapol 600ra-
tio, rdfapol 700ratio, rdfapol 800ratio, rdfapol 900ratio, orderbackratio, taulratio,

taulratio
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D.3.2 Modelltypen

Tabelle D.5: Ubersicht iiber die getesteten Modelltypen im zweiten QSPR-Ansatz (Kap.
3.1.6.3) geméB der caret-Webseite [382]. Der Name der Modellart und eine kurze Beschreibung
sind aufgefithrt. Zusétzlich sind die zugrundeliegenden R-Pakete aufgelistet. Die letzte Spalte
gibt an, ob hierbei Regressions- (R) oder Klassifikationsmodelle (C) generiert wurden.

Name Beschreibung R-Paket Typ
Im Linear regression Basis-R-Paket R
glm (binomial) Generalized linear model (logistic regression) Basis-R-Paket C

D.3.3 Modellleistungen

Tabelle D.6: Validierungsparameter fiir die erstellten Regressionsmodelle des zweiten Mo-
dellierungsansatzes fiir die verschiedenen Datensétze (DS). Werte fiir das Trainings- und das
Holdout-Set sind fiir das standardméfige Interkorrelationslimit von 0.99 aufgelistet. Nachge-
schaltete Filterungen des finalen Deskriptorsets mit einem zusétzlichen Limit von 0.75 fithrten
zu Modellen mit den Werten in der unteren Hélfte der Tabelle.

Korrelationslimit: 0.99
DS | RMSErs | CCCrs | 78(TS) | R?pg | RMSEys | CCCyus | 78(HS) | R%ys
1 0.21 0.85 0.61 0.73 0.59 0.58 0.35 0.34
2 0.68 0.02 -0.05 0.00 0.36 0.51 0.34 0.34
3 0.32 0.71 0.53 0.55 0.81 0.30 0.45 0.18
4 0.26 0.87 0.69 0.77 0.94 0.03 -0.05 0.00
5 0.20 0.65 0.46 0.48 0.39 0.72 0.67 0.96
6 0.25 0.81 0.45 0.68 0.37 0.74 0.82 0.76
7 0.28 0.76 0.59 0.62 0.65 0.27 0.20 0.09
8 0.32 0.59 0.45 0.42 0.76 -0.19 -0.11 0.06
9 0.24 0.83 0.53 0.71 0.58 0.20 0.09 0.04
Korrelationslimit: 0.75
DS | RMSErs | CCCrs | 753(TS) | R21s | RMSEns | CCCus | 78(HS) | R2%yhs
1 0.26 0.76 0.56 0.61 0.56 0.53 0.35 0.29
2 0.68 0.02 -0.05 0.00 0.36 0.51 0.34 0.34
3 0.77 0.28 0.45 0.39 0.36 0.61 0.42 0.44
4 0.26 0.87 0.69 0.77 0.94 0.03 -0.05 0.00
5 0.21 0.56 0.38 0.38 0.66 0.18 0.67 0.79
6 0.34 0.58 0.32 0.41 0.40 0.63 0.71 0.66
7 0.31 0.69 0.51 0.53 0.66 0.27 0.20 0.09
8 0.32 0.59 0.45 0.42 0.76 -0.19 -0.11 0.06
9 0.30 0.72 0.46 0.56 0.53 0.13 0.27 0.02




D.3. Ansatz 2

Tabelle D.7: Validierungsparameter fiir die erstellten Klassifikationsmodelle des zweiten Mo-
dellierungsansatzes fiir die verschiedenen Datensétze (DS). Werte fiir das Trainings- und das
Holdout-Set sind fir das standardméfige Interkorrelationslimit von 0.99 aufgelistet. Nachge-
schaltete Filterungen des finalen Deskriptorsets mit einem zusétzlichen Limit von 0.75 fithrten

zu Modellen mit den Werten in der unteren Hélfte der Tabelle.

Korrelationslimit: 0.99
DS | BAccrs | AUCts | AUPRCts | BAccys | AUChys | AUPRCys
1 0.84 0.93 0.96 0.77 0.83 0.81
2 0.80 0.81 0.90 0.60 0.67 0.71
3 0.75 0.83 0.90 0.71 0.69 0.59
4 0.85 0.93 0.93 0.46 0.67 0.45
5 1.00 1.00 0.36 0.50 0.50 0.00
6 0.85 0.94 0.97 0.48 0.60 0.42
7 0.73 0.89 0.95 0.29 0.43 0.57
8 1.00 1.00 0.08 0.83 0.83 0.00
9 0.81 0.91 0.96 0.50 0.71 0.67
Korrelationslimit: 0.75
DS | BAccrs | AUCts | AUPRCts | BAccys | AUCys | AUPRCys
1 0.63 0.86 0.95 0.50 0.83 0.80
2 0.56 0.73 0.88 0.50 0.54 0.59
3 0.50 0.69 0.76 0.57 0.63 0.53
4 0.82 0.93 0.94 0.46 0.42 0.39
5 0.50 0.82 0.93 0.50 1.00 0.50
6 0.77 0.93 0.97 0.40 0.60 0.42
7 0.67 0.85 0.94 0.52 0.57 0.61
8 1.00 1.00 0.08 0.83 0.83 0.00
9 0.60 0.85 0.95 0.61 0.68 0.61




286

Anhang D. Vorhersagemodelle

D.3.4 Analysen
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Abbildung D.3: Univariate Regressionen weiterer Modelldeskriptoren von Modell A2-R6.
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Abbildung D.4: Univariate Regressionen der Modelldeskriptoren von A2-C1, analog zu Abb.

D.3.
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Tabelle D.8: Vorhersagen des Modells A2-R6 zu den Pin 1-Konjugaten der Polymeralterna-
tiven (vgl. Kennzeichen in Tab. C.1).

Konjugat Vorhersage [kcal/mol]

14-\ -0.14
16-)\ 0.39
17-)\ 0.10
18-\ 0.45
19-\ 0.86
21-\ 0.23
23-\ -0.05
26-\ 0.92
27-\ 1.70
28-\ 1.10
29-\ 1.24
30-\ 0.33
32-\ 0.00
14-4) 0.67
16-¢ 0.87
17-9 1.05
18-1) 1.55
19-1p -1.25
21-1p 1.47
23-1) 0.05
26-1) 1.17
27-9 0.84
28-1) 2.05
29-1) 1.14
30-1 1.24
32-1) 0.67
14-¢ 1.18
16-€ 0.71
17-€ 1.58
18-€ 1.18
19-¢ 1.32
21-€ 1.05
23-¢ 1.07
26-¢ 0.90
27-€ 2.08
28-¢ 1.31
29-¢ 1.56
30-¢ 1.01
32-¢ 0.92
2.0 ]
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Abbildung D.5: Verhéltnis zwischen den Mittelwerten der Polymere LPG, PMeOx und
PEtOx und dem Mittelwert der PEG-Konjugate des TS fiir die relevanten Deskriptoren des
Modells A2-R6.
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Tabelle D.9: Vorhersagen des Modells A2-C1 zu den Pin 1-Konjugaten der Polymeralterna-
tiven (vgl. Kennzeichen in Tab. C.1). Dabei steht S fiir stabilisiert und N fiir nicht stabilisiert.
In Klammern ist die Wahrscheinlichkeit aufgefiihrt, das jeweilige Konjugat der Klasse 1 (sta-
bilisiert) zuzuordnen.

Konjugat Vorhersage

14-1 N (0.00)
16-1 N (0.00)
17-2 S (0.67)
18-\ N (0.00)
19-1 N (0.00)
21-A N (0.09)
23- N (0.00)
26-\ N (0.00)
27-X N (0.00)
28-) N (0.00)
29-) N (0.00)
30-A N (0.03)
32-\ N (0.43)
14-1p N (0.02)
16-1) N (0.00)
17-1p N (0.00)
18-1) N (0.00)
19-4) S (0.99)
21-1) N (0.00)
23-4) S (0.99)
26-1) N (0.00)
27-1) N (0.00)
28-1) N (0.00)
29-1) N (0.00)
30-v N (0.00)
32-1) N (0.00)
14-€ N (0.08)
16-€ N (0.00)
17-€ N (0.00)
18-¢ N (0.00)
19-¢ N (0.00)
21-€ N (0.00)
23-¢ N (0.00)
26-¢ N (0.00)
27-¢ N (0.00)
28-¢ N (0.00)
29-¢ N (0.00)
30-¢ N (0.00)
32-¢ N (0.00)

3.5 7
3.0 1
2.5
2.0
15+
1.0 4

- AEnNEnn
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Abbildung D.6: Verhiltnis zwischen den Mittelwerten der Polymere LPG, PMeOx und
PEtOx und dem Mittelwert der PEG-Konjugate des TS fiir die relevanten Deskriptoren des
Modells A2-C1.
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