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Abstract

In der ersten Phase dieser Arbeit wurde fiir den Einsatz im virtuellen Screening (VS) ein
Programm zur Visualisierung und ,,Data mining*“ von Molekiildatenbanken implementiert.
Das Programm beinhaltet unter anderem Funktionen wie mehrlagige Netze, selbst-
organisierende Netze und PLS. In dem folgenden Teilprojekt wird der Einfluss der
molekularen Deskriptorvektor-Normierung auf die Klassifikation von ,,Drug® und ,,Non-
Drug* gezeigt. Die eingesetzten Normierungen verbesserten signifikant die Klassifikation.
Das nichste Teilprojekt zeigt den Einsatz einer neuen Methode, die ,,Mehrraum-
Klassifikation* fiir die Vorhersage von GPCR-Liganden. Die Vorhersage konnte dadurch
verbessert werden, dass verschiedene Typen von neuronalen Netzen mit unterschiedlichen
Topologien unter Einsatz von einem ,Jury-Netz*“ angewendet wurden. Ferner wurde eine
weitere neue Methode (,,multitarget dependent transformation*) entwickelt und mit Erfolg
getestet. Durch eine Transformation wurden neue ,target-abhingige® Deskriptorvektoren
errechnet mit deren Hilfe die Vorhersage der Liganden erheblich verbessert werden konnte.
Das Programm ChemSpaceShuttle, beschrieben im ersten Teilprojekt, wurde
weiterentwickelt. Die wichtigsten eingefiigten Funktionen sind die fiir die Visualisierung von
Molekiilstrukturen aus der klassifizierten Datenbank und Ahnlichkeitsberechnungen auf der
Basis von so genannten Fingerprints. Die Berechnung der Fingerprints ist SMARTS-basiert
und wird mit Hilfe der Software-Bilbliothek ,,OpenBabel“ ausgefiihrt. Die entwickelten
neuronalen Netze wurden erfolgreich fiir die Klassifikation von MHC-I-bindenden und T-
Zell-bindenden Epitope eingesetzt. Es wurden neue, schwach bindende Epitope gefunden, die
eine Stimulation von T-Zellen hervorriefen. Daher sind sie gute Kandidaten fiir die
Herstellung von neuen Impfstoffen, die fiir eine Immuntherapie bei Melanome eingesetzt

werden konnen.



Zusammenfassung



Einleitung

In den Bereichen der Chemieinformatik und Wirkstoff-Forschung werden fiir die
Klassifikation von Molekiil-Bibliotheken und der Vorhersage der biologischen Aktivitit von
Molekiilen unterschiedliche Ansitze benutzt. Programme, die moglichst viele Methoden
beinhalten, konnen das computerbasierte Screening, virtuelles Screening (VS) genannt,
erleichtern und Kosten sparen. Diese Programme konnten dann das kosten- und zeitintensive
High Throughput Screening (HTS), das heute hauptsichlich fiir die Entwicklung eines
Medikamentes (Drug Discovery) eingesetzt wird, weitaus effizienter ausnutzen indem eine
weitaus geringere Anzahl von Molekiilen aus der grolen Menge der vorhandenen Molekiilen
selektiert werden. Die Erstellung solcher fokussierter Bibliotheken kann auch mit den hier

implementierten Algorithmen erfolgen.

Zielstellung

Das Ziel ist die Entwicklung neuer Methoden fiir das virtuelle Screening (VS) auf der Basis
von Kkiinstlichen neuronalen Netzen fiir die Klassifikation und Vorhersage biologischer
Aktivitdit von Molekiilen. Aus wirtschaftlich-technischer Sicht sollen die entwickelten
Methoden durch die Vorhersage der Molekiilaktivitit die Anzahl der zu untersuchenden
Molekiile im High Throughput Screening (HTS) reduzieren und damit Kosten, aber vor allem

Zeit sparen.

In dem Teilprojekt ChemSpaceShuttle sollen einige dieser Methoden kombiniert,
implementiert und in der Praxis getestet werden. Die Algorithmen der kiinstlichen neuronalen
Netze sind ein Teil der Methoden. Sie wurden in den letzten Jahren zur Wirkstoffentwicklung
und Vorhersage der biologischen Aktivitit eingesetzt. In den weiteren Teilprojekten sollen
Methoden auf der Basis neuronaler Netze entwickelt werden, die durch Kombination der
verschiedenen Algorithmen zu einer Verbesserung der Klassifikation und Vorhersage fiihren.
AuBerdem sollen die implementierten Methoden in der Krebsforschung fiir die Vorhersage
und die Klassifikation von MHC-I-bindenden Epitope eingesetzt und ihre Leistung getestet

werden.



Methoden

Der Plan fiir die Ausfiihrung dieser Arbeit besteht aus 6 Teilprojekten TP1 bis TP6, die unten

beschrieben werden.

1.

Teilprojekt TP1

Bei dieser Arbeit werden Algorithmen der kiinstlichen neuronalen Netze in ein

Computerprogramm  implementiert, die fiir das Virtuelle Screening von

Molekiildatenbanken eingesetzt werden. Das Programm wird durch die Riickkopplung

mit den Ergebnissen aus der Praxis optimiert und dabei werden evtl. neue Module
eingefiigt.

a) Daten-Transformation: Ausgehend von Molekiil-Deskriptorvektoren, die in der
Eingangsdatei bzw. Datenbank liegen, soll das Programm eine Transformation der N-
dimensionalen Vektoren in 3-dimensionale Vektoren ausfiihren. Die neuen Vektoren
sollen in einem 3D-Vektor-Raum als Punkt-Wolke dargestellt werden, wobei die
Punkte nach der Aktivitit der Molekiile gefarbt werden. Somit wird die Verteilung der
verschiedenen Cluster in der Datenbank im 3D-Raum und die Zugehorigkeit der
Molekiile, deren Aktivitdt nicht bekannt ist, zu ihrer Klasse zu sehen sein. Die
Transformation wird als NIPALS-Algorithms (Nonlinear Iterative Partial Least
Squares) und ,encoder networks*“ (basiert auf mehrlagigen neuronalen Netze)
implementiert.

b) Datenvorverarbeitung: In dieser Phase werden verschiedene
Normierungsverfahren  implementiert, um vor der Transformation die
Deskriptorvektoren zu normieren.

c) Klassifikation und Vorhersage:

e SOM (self-organized map): Fiir die Klassifikation der Molekiile werden auf
der Basis von selbst-organisierenden neuronalen Netzen (SOM: self-organized
map) Funktionen implementiert. Diese Funktionen werden auch als ein
separates Programm (ohne Visualisierung der Daten) geschrieben.

o Klassifikation anhand von Molekiilen mit bekannter Aktivitit: Durch die

Kennzeichnung der Molekiile mit bekannter Aktivitdt (z.B. Inhibitoren fiir
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bestimmte Targets) wird es moglich sein, ihre Position im 3D-Raum zu zeigen
und die Molekiile, die in einem einstellbaren Radius um sie liegen, zu
selektieren. Diese Funktion ist hilfreich, wenn z.B. die Liganden eines Targets
nicht in einem zusammenhingenden Gebiet, sondern zerstreut in verschiedenen
Positionen des 3D-Raums liegen.

e Manuelle Selektion von Subklassen: Um Untermengen aus der gesamten
Datenwolke im 3D-Raum manuell selektieren zu konnen, soll es moglich
gemacht werden, mit Hilfe der visuell dargestellten ,,Selektionskorbe® in 3D-
Raum zu navigieren und die gewiinschte Teilmengen nach Einstellung des
Selektionsradius zu selektieren. Diese Methode ist dann hilfreich, wenn man
sich fiir eine bestimmte Teilmenge der Daten interessiert, die sich nicht durch
andere Methoden automatisch in eine Klasse selektieren lassen.

d) Fingerprintbasierte Ahnlichkeitssuche und e) Deskriptive Statistik der Daten:
Diese Methode wird weiter unten im Teilprojekt TP6 néher erldutert. Da die Funktion

zu dem Programm ChemSpaceShuttle gehort, ist der Titel hier auch eingetragen.

2. Teilprojekt TP2: QSAR (Quantitative structure-activity relationship):

Funktionen fiir die quantitative Struktur-Aktivititsanalyse von Molekiilen werden in
diesem Teil des Projektes geschrieben. Die Funktionen werden anhand von Algorithmen
mehrlagiger neuronaler Netze implementiert. Hierbei wird es ermoglicht, Modelle fiir die
Vorhersage der biologischen Aktivitit von Molekiilen zu bilden. Die Leistung der
Modelle wird in Studien fiir die Klassifikation der MHC-I-bindenden T-Zell-Epitope, im

Bereich Tumortherapie, getestet.

3. Teilprojekt TP3 (Ref.: Givehchi et al.,J] Mol Model. 2004 Jun;10(3):204-11): Der Einfluf3
der Normierung der Molekiildeskriptorvektoren auf die Klassifikation von ,,.Drug* und

,INon-Drug* wird hier anhand selbst-organisierender neuronaler Netze (SOM) getestet.

4. Teilprojekt TP4 (Ref.: Givehchi et al.,Mol Divers. 2005;9(4):371-83): Die Untergruppen
der Deskriptorvektoren, die aus den Eigenschaften der Molekiile gebildet werden, bilden
jeweils einen chemischen Vektorraum. Die Klassifikation und Vorhersage der
Klassenzugehorigkeit der Molekiile kann sowohl in den einzelnen Vektorrdaumen als auch

in einem Vektorraum, der durch die Synergie der verschiedenen Vektorrdume gebildet



wird, ausgefiihrt werden. In diesem Teilprojekt wird eine Methode gezeigt, die durch die

Synergie der Vektorrdume eine Verbesserung der Ergebnisse erreicht.

. Teilprojekt TP5 (Ref.: Givehchi et al.,J] Chem Inf Model. 2006 May-Jun;46(3):1078-83):

Die folgende Uberlegung fiihrte zu diesem Teilprojekt. Wenn es darum geht, eine
Molekiildatenbank, die aus Liganden unterschiedlicher Targetfamilien besteht, zu
klassifizieren, dann wiren hierfiir Deskriptorvektoren geeignet, die auler den berechneten
Molekiileigenschaften auch Informationen iiber die Zugehorigkeit der Molekiile zu allen
in der Datenbank vorhandenen Targetfamilien liefern. Um diese Annahme zu iiberpriifen,

wird im Teilprojekt TP5 eine Methode entwickelt und anhand der Testdaten getestet.

. Teilprojekt TP6: Um das Programm ChemSpaceShuttle mit neuen Funktionen

weiterzuentwickeln, werden folgende Schritte ausgefiihrtwerden,

a) 3D-Visualisierung von Strukturen: Weiterhin wird fiir das Programm
ChemSpaceShuttle aus dem Teilprojekt TP1 eine Funktion fiir die 3D-Visualisierung
von Strukturen, die in der klassifizierten Datenbank vorkommen, geschrieben. Hierfiir
wird ein Parser fiir das SDF-Format (Structure Data File) geschrieben.

b) QSAR (Quantitative structure-activity relationship):

Funktionen fiir die quantitative Struktur-Aktivitdtsanalyse von Molekiilen werden in
diesem Teil des Projektes als ein Modul in das Programm ChemSpaceShuttle
eingefiigt.

c) Fingerprintbasierte Ahnlichkeitsuche: In dem OpenBabel, ein ,,Open Source
Toolbox“ fiir Chemie, sind Funktionen zur Ahnlichkeitsuche mit Hilfe der
Fingerprints implementiert. Diese Funktionen sollen hier in ChemSpaceShuttle
integriert und damit die fingerprintbasierte Ahnlichkeitssuche mit ChemSpaceShuttle
moglich machen.

d) Deskriptive Statistik der Daten: Um eine deskriptive Statistik auf die Inputdaten
ausfithren zu konnen, werden folgende Funktionen implementiert: Minimalwert,
Maximalwert, Mittelwert, Median und Histogramm. Die Histogramme werden in einer

2D-Graphik dargestellt oder als Graphik-Datei exportierbar sein.



Ergebnisse

Anhand zweier Beispiele wurden die implementierten neuronalen Netze und die
Visualisierungs-Tools getestet [1].
1) Ahnlichkeitsbasierte Selektion der Substanzen fiir die Entwicklung fokussierter
Substanzdatenbanken:
Die berechneten Deskriptorvektoren der Substanzen aus der AIDS-Datenbank von
NCI wurden anhand der neuronale Netze transformiert und visualisiert. Die Verteilung
der Datenpunkte im Datenraum zeigt, dass die Substanzen mit dhnlichem IC50-Wert
in benachbarten Gebieten liegen.
2) Deskriptorselektion fiir die Klassifikation von ,,Drugs‘ und ,,Nondrugs*:
Bei dieser Studie wurden die Datenbanken World Drug Index (WDI) und ACD
stellvertrettend fiir ,,drug® bzw. ,,non-drug* eingesetzt. Die Visualisierung der Daten
im Datenraum macht deutlich, dass die gewéhlten Deskriptorvektoren nicht geeignet
sind um die beiden Datenbanken zu separieren. Dieses korreliert mit den Ergebnissen
aus einer anderen Studie, bei der versucht wurde, die Datenbanken anhand QSAR-

Modelle zu klassifizieren.

Der Einfluss der Normierung der Deskriptorvektoren wurde anhand selbstorganisierender
Netze (SOM) und mehrlagiger Netze getestet. In beiden Fillen zeigen die Normierungen eine
Verbesserung der Vorhersage des ,,drug-likness* und Klassifikation der ,,drug*- ,,non-drug*-

Bibliotheken [4].

Der Einsatz von ,,Multispace-Klassifikation* gegeniiber der ,,Single-Space-Klassifikation* hat
bei allen verwendeten Typen der neuronalen Netze (Linear Perceptron, mehrlagige Netze,
Radial Basis Function) deutlich die Klassifikation verbessert. Die Klassifikation der GPCR-
und non-GPCR-Liganden, die als Test-Datensitze hier eingesetzt wurden, lieferten einen

grosseren ROC-Wert (Area under ROC), was einen geringeren Fehler bedeutet [6].

Die mehrlagigen neuronalen Netze, die mit evolutiondren Algorithmen trainiert wurden,
wurden fiir die Vorhersage von HLA-bindenden T-Zell-Epitopen eingesetzt. Folgende
Deskriptoren wurden ausgewihlt, Hydrophobizitit, Polaritit, Refraktivitit und Seitenketten-
Volumen. Die Neuronalen Netze, wurden hier als QSAR-Modelle und nicht zur

Transformation der Deskriptorvektoren benutzt. Sieben neue T-Zell-Epitope wurden



vorhergesagt, wobei 6 davon von keinem anderen Algorithmus als starke HLA-Binder

erkannt wurden [7].

Die Leistung neuronaler Netze, die mit evolutiondren Algorithmen trainiert wurden, wurden
getestet, um HLA-A*0201-bindende Epitope gegen eine Negativ-Datenbank von nicht-
bindende Substanzen zu klassifiziren. Die evolutionidren Algorithmen haben hierbei bessere
Vorhersage-Ergebnisse geliefert als der Backpropagation-Algorithmus. Die Sensitivitit (Q2)

hat sowohl im Training- als auch im Test-Datensatz einen gro3eren Wert betragen [8].

Wenn neuronale Netze zur Vorhersage von Substanzaktivitit bzw. Klassenzugehorigkeit als
QSAR-Modelle eingesetzt werden, dann werden sie anhand der Molekiildeskriptoren als
Input-Vektoren und Aktivitit oder Klassenzugehorigkeit als Output-Vektor trainiert. Die
Berechnung neuer Deskriptoren, die abhidngig von der Aktivitdit der Molekiile auf
verschiedene Tragets sind (Multitarget Dependent Transformation), fithrten zu deutlich
besserer Vorhersage der Klassenzugehorigkeit. Die Ergebnisse der 10-fachen Kreuz-
Validierung zeigten bei Multitarget-Dependent-Transformation eine Reduzierung der falsch-

Positiven und falsch-Negativen Vorhersagen [9].

Diskussion

Die Transformation und Visualisierung der mehrdimensionalen Deskriptorvektoren von
Substanzen anhand Neuronaler Netze, die in dem Programm ChemSpaceShuttle
implementiert wurden, zeigen daBl solche Tools beim der virtuellen Screening der
Bibliotheken sehr hilfreich eingesetzt werden konnen [1]. Allerdings hat die Wahl der
Deskriptoren und die Vorverarbeitung der Deskriptorvektoren, wie hier anhand der
Normierung gezeigt wurde, groBen FEinfluss bei der Vorhersage und Klassifikation der
Substanzen [4]. Eine Verbesserung der Klassifikation und Vorhersage kann auch erreicht
werden, wenn die hier entwickelte Methode der ,,Multispace-Klassifikation* eingesetzt wird.
Hiermit kann z.B. beim virtuellen Screening die Anzahl der falsch-Negativen und falsch-

Positiven Vorhersagen reduziert werden [6].

In der QSAR-Studie zur Vorhersage der HLA-bindenden T-Zell-Epitope konnte gezeigt
werden, dal die richtige Wahl der Deskriptoren und der FEinsatz von evolutiondren

Algorithmen zum Trainieren der neuronalen Netze sehr hilfreich sein kann. Dabei wurden



Epitope gefunden, die von keiner anderen Methode als bindend erkannt werden konnten [7].
Die Leistung der evolutiondren Algorithmen wurde in einer zweiten Studie fiir die Vorhersage
von HLA-A*0201-bindender Epitope gezeigt. Die evolutiondren Algorithmen haben bessere
Ergebnisse geliefert als der Backpropagation-Algorithm [8].

Um die Vorhersage in den QSAR-Studien zu verbessern, wurde die Methode der Multitarget-
Dependent-Transformation vorgeschlagen und getestet. Diese Methode fiihrt zur

Deskriptorreduktion und zur deutlich besseren Vorhersage mit den neuronalen Netzen [9].
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