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DWUPOZIOMOWY MODEL INTERAKCJI BIALKO-LIGAND
W DOKOWANIU MOLEKULARNYM

Streszczenie. W pracy przedstawiono idee dwupoziomowego modelu interakcji
biatko-ligand w problemie dokowania molekularnego. Dokowanie molekularne
moze by¢ rozpatrywane jako potencjalna metoda komputerowego wspomagania
projektowania i optymalizacji dziatania nowych lekéw. Stosowana metoda
symulacji, z wykorzystaniem map stochastycznych, wywodzgca sie z losowych
metod planowania trajektorii w robotyce, moze by¢ uwazana za niezwykle
interesujgce, nowe podejscie do efektywnego prébkowania przestrzeni
konformacyjnej ligandu wokot biatka. Oddziatywanie biatko-ligand podzielone
jest na dwie cze$ci - elektrostatyke modelowang za pomoca réwnania Poissona-
Boltzmanna oraz oddziatywania van der Waalsa reprezentowane przez potencjat
Lennarda-Jonesa. Mapa stochastyczna w potgczeniu z geometrycznym modelem
interakcji biatko-ligand, takim jak LUDI, moze da¢ peilny obraz procesu
dokowania molekularnego, poczawszy od fazy niezwigzanej, na fazie kohcowej,
gdy ligand wigzany jest specyficznymi dla miejsca wigzgcego oddziatywaniami,
skonczywszy.

TWO-LEVEL MODEL OF PROTEIN-LIGAND INTERACTION
FOR MOLECULAR DOCKING

Summary. In the paper we present an idea of two-level model of protein-ligand
interaction for the problem of molecular docking. Molecular docking can be
regarded as a potential method for computer aided drug design and optimization.
We use stochastic roadmap methodology, inspired by probabilistic path planning
in robotics, which can be regarded as a very interesting novel approach to
effective sampling of ligand conformational space around a protein molecule.
Protein - ligand interaction in divided into two parts electrostatics, modeled by
the Poisson-Boltzmann equation, and van der Waals interaction represented by
the Lennard-Jones potential. The stochastic roadmap combined with geometrical
model of protein - ligand interaction, such as LUDI, could give full insight into
the molecular docking problem from unbound phase to the final phase when
a ligand is bound to the binding site of a protein.
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1. Wprowadzenie

W duzym uproszczeniu problem dokowania molekularnego mozna sformutowacd
jako zadanie dopasowania ligandu (np. molekuty leku) do miejsca wigzgcego
(w przypadku enzymow czesto nazywanego aktywnym lub katalitycznym) receptora
(w tym przypadku dowolnego biatka). Dokowanie molekularne moze by¢
rozpatrywane jako potencjalna metoda komputerowego wspomagania projektowania
lekdw. Skuteczne dokowanie wigze sie z geometrycznym oraz energetycznym
dopasowaniem ligandu do miejsca wigzacego. W literaturze mozna odnalezé wiele
propozycji rozwigzania problemu dokowania molekularnego [1], Wediug naszej
najlepszej wiedzy wiekszos¢ z opublikowanych metod, z uwagi na znaczng
komplikacje problemu, bierze pod uwage jedynie niektére aspekty dokowania
molekularnego. Praktycznie nie istnieje metoda, ktora uwzgledniataby catg dynamike
procesu dokowania molekularnego, poczgwszy od fazy, w ktdérej niezwigzany ligand
porusza sie w przestrzeni wokét biatka, pod wptywem pola sit generowanego przez
biatko i Srodowisko wodne, do fazy koricowej, gdy ligand utrzymywany jest w miejscu
wigzacym przez specyficzne oddziatywania, takie jak wigzania wodorowe czy
oddziatywania hydrofobowe. Kazdy system dokowania molekularnego musi zawierac
trzy kluczowe elementy, a mianowicie: reprezentacje systemu (modele ligandu, biatka
oraz $rodowiska ich oddziatywania), algorytm przeszukujacy przestrzen mozliwych
rozwigzan oraz metode oceny otrzymanych wynikow.

2. Dokowanie molekularne jako proces statyczny

Wiegkszo$¢ komercyjnych systemow dokowania molekularnego zostato
zoptymalizowanych pod wzgledem uzytecznosSci w procesie wirtualnych badan
przesiewowych wysokiej przepustowosci (ang. Virtual High Troughput Screening).
HTS to metoda pozwalajagca na przebadanie tysiecy potencjalnych tzw. struktur
wiodgcych bedacych podstawg do projektowania nowych lekéw. Podejscie tego typu
nie jest moze najlepszag metodg modelowania interakcji biatko-ligand, jednak jest
dostatecznie szybkie, aby w akceptowalnym przedziale czasu przeszuka¢ ogromne
bazy potencjalnych kandydatéw na nowe leki (pojedyncze minuty na jeden
komponent) i uzyska¢ w rezultacie potencjalne struktury wiodace.

Najczesciej metody VHTS uzywaja pewnego og6lnego modelu interakcji biatko-
ligand, na podstawie ktérego opracowuje sie system punktacji w postaci funkcji
kosztow, stuzacy ocenie uzyskiwanych wynikéw, a co za tym idzie, oszacowaniu
jakosci dopasowania ligandu i miejsca wigzgcego. Problem dokowania molekularnego
jest czesto sprowadzany do poszukiwania najlepszego potozenia i konformacji ligandu
w miejscu wigzacym, ktorego lokalizacja i charakterystyka muszg by¢ uprzednio
znane. W wiekszosci obecnie stosowanych metod biatko jest nieruchoma bryla
sztywna opisang np. powierzchnig dostepng dla rozpuszczalnika (ang. Solvent
Accessible Surface) [2]. Poszukiwanie wtasciwego potozenia i konformacji ligandu w
miejscu wigzacym jest zwykle przeprowadzane przez pewien algorytm starajacy sie
zoptymalizowaé wspomniang funkcje kosztéw (maksymalizacja lub minimalizacja
funkcji kosztéw przy okres$lonych ograniczeniach). Podejscie tego rodzaju nie daje
odpowiedzi na pytanie, czy mozliwe jest wejscie ligandu do miejsca wigzgcego w
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okreslonej optymalnej konformacji lub gdzie w og6le znajduje sie miejsce wigzace, ale
w potgczeniu z odpowiednim modelem interakcji biatko-ligand, np. LUDI [3], moze
by¢ podstawg do wywiedzenia interesujgcych wnioskéw na temat zjawisk
zachodzacych w miejscu wigzacym. Otrzymujemy narzedzie pozwalajace stwierdzic,
w jakiego rodzaju interakcje wchodzi ligand z miejscem wigzacym i, co jest
najbardziej interesujgce, zlokalizowac¢ je w przestrzeni tréjwymiarowej. Mozemy
odpowiedzie¢ np.na pytanie, ktére z atoméw ligandu tworzg wigzania wodorowe
z atomami miejsca wigzgcego lub ktére fragmenty ligandu znajduja sie pod wptywem
oddziatywan hydrofobowych lub jonowych itp. Oczywiscie, zadna z tych metod nic
jestjeszcze w petni doskonata. Obecnie prowadzone prace koncentrujg sie gtdwnie na
konstrukcji wydajnych algorytmow przeszukujacych oraz budowie systemow oceny
jakosci otrzymywanych rozwigzan. Ciekawa dziedzing sg réwniez prace majgce na
celu uwzglednienie gietkosci biatek w miejscu wigzgcym, w celu uwzglednienia ich
modyfikacji pod wptywem wigzania ligandéw.

3. Dynamika dokowania molekularnego

Istnieje réwniez znacznie skromniejsza liczebnie grupa metod, gtdwnie
teoretycznych, prébujacych bezposrednio modelowac¢ dynamike oddziatywania biatko-
ligand. Klasyczna dynamika molekularna (ang. Molecular Dynamics) jest zwykle
uwazana za niepraktyczng z uwagi ha gigantyczne wymagania obliczeniowe.
Zazwyczaj jedynie kilka nanosekund takiej symulacji jest w zasiegu mocy
obliczeniowej dzisiejszych superkomputerow. Sg jednak metody pozwalajace
z akceptowalng doktadnoscig przyblizy¢ dynamike interakcji biatko-ligand przez
efektywne probkowanie wielowymiarowej przestrzeni konformacyjnej ligandu
poruszajacego sie w tréjwymiarowej przestrzeni wokot biatka. Jedng z najnowszych
metod typu Monte Carlo (MC) jest symulacja metoda map stochastycznych
(ang. Stochastic Roadmap Simnlation) [4, 5, 6], metoda wywodzaca sie z losowych
technik planowania trajektorii w robotyce. W odrdéznieniu od klasycznych metod
Monte Carlo, SRS umozliwia prébkowanie wielu mozliwych S$ciezek, jakie moze
obra¢ ligand na drodze do miejsca wigzgcego. ldea tej metody opiera sie na losowaniu
pewnych posrednich konfiguracji w celu otrzymania rozkladu korzystnych
energetycznie S$ciezek prowadzacych ligand do miejscawigzacego. Przy uzyciu
oryginalnej metody SRS jesteSmy w stanie odnalez¢ miejsce wigzace i niejednokrotnie
odrozni¢ np. miejsce katalityczne enzymu od innych potencjalnych miejsc wigzacych
(Apaydin iwsp. proponuja tutaj obliczanie tzw. czasu ucieczki z miejsca wigzacego
jako miare dopasowania energetycznego ligandu do miejsca wigzacego) [4, 5, 6],
Metoda SRS nie umozliwia jednak uzyskania informacji na temat rodzajow
i charakteru interakcji pomiedzy ligandem i miejscem wigzgcym (wigzania wodorowe
itp.) i zdaniem autoréw, powinna by¢ powigzana z ktérym$ ze wspomnianych w
poprzednim paragrafie bezposrednich modeli interakcji biatko-ligand w miejscu
wigzacym, np. LUDI [3].
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4. Modele biomolekul
Modelowanie ligandu (metoda SRS)

Przez ligand bedziemy rozumieli malg molekute o niewielkiej liczbie stopni
swobody (ok. 10-20). W pierwszej kolejnosci do jednego z wybranych atoméw,
tzw. atomu bazowego, przypisujemy trzy wspoOirzedne kartezjanskie (x,y,z), ktore
opisujg potozenie ligandu w przestrzeni i dwa katy (a, (3) opisujgce orientacje
wigzania bazowego, nastepnie przypisujemy kazdemu wigzaniu niekoricowemu jeden
kat dihedralny (dwuscienny), tworzac w ten sposéb konformacyjne stopnie swobody
(rys. 1). Wewnetrzne oddziatywania pomiedzy atomami ligandu podzielone sg na
cze$¢ Coulombowska i van der Waalsa [4],

Pole sil wokot biatka (metoda SRS)

Srodowisko wokot biatka modelowane jest jako oddziatywania elektrostatyczne
ivan der Waalsa. Oddzialywania te generujg sity przyciggajace i odpychajace,
wywotujgce w konsekwencji ruch molekut [4], Czes$¢ elektrostatyczna modelowana
jest za pomocg réwnania Poissona-Boltzmanna (PBE) [7]

V[F()V(ii(r)]-f(r)v2sinn\j>(r)] + 4r0 (r) = 0 )

gdzie: e - przenikalno$¢ dielektryczna, <- potencjat elektrostatyczny, p - gestos¢
fadunku, k - odwrotna dtugo$¢ Debye’a-Hueckela, r - wektor potozenia w przestrzeni
tréjwymiarowej.

Model w postaci PBE (1) znacznie lepiej odzwierciedla rzeczywista sytuacje niz
proste prawo Coulomba i zawiera takie skladniki, jak zalezng od potozenia
w przestrzeni przenikalno$¢ dielektryczna (jako ze ta zmienia sig istotnie w przestrzeni
i wynosi 80 dla wody i ok. 2 dla biatka) [7] oraz wptyw na potencjat elektrostatyczny
fadunkéw mobilnych jonéw (naturalne dla biatka $rodowisko to stony roztwor
wodny). Biatko jest modelowane jako bryfa sztywna opisana powierzchnig SAS [2],
Analityczne rozwigzanie PBE istnieje jedynie dla systeméw o prostej geometrii
(powierzchnia biatka jest niezwykle ztozona), tak wiec w praktyce stosuje sie
rozwigzania numeryczne otrzymane np. metoda réznic skoriczonych. W celu
rozwigzania PBE w trzech wymiarach autorzy wykorzystuja dwa programy
komputerowe DelPhi [8] oraz APBS [9]. Oba programy posiadajg znaczne mozliwosci
konfiguracji zaréwno parametréw réwnania, jak i samej metody obliczeniowej.
Dodatkowo APBS posiada znakomite oprogramowanie wizualizacyjne VMD [10].
Oddziatywania van der Waalsa modelowane sg za pomocg potencjatu Lennarda-
Jonesa (2) wyliczonego dla tej samej co PBE tréjwymiarowej siatki:
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()

gdzie: r- odlegto$¢ od rozpatrywanego atomu (euklidesowa), r0,e 0- state zalezne od
Srodowiska.

Powierzchnie interakcji (model LUDI)

Jako model interakcji biatko-ligand w miejscu wigzgcym w pracy wykorzystano
model LUDI wprowadzony po raz pierwszy przez H.-J. Bohma [3] i zaadaptowany do
postaci powierzchni interakcji przez M. Rareya i wsp. [11]. Model uwzglednia kilka
mozliwych typow interakcji, np. wigzania wodorowe czy oddziatywania jonowe. Sama
interakcja modelowana jest za pomocg centrum interakcji i powierzchni interakcji.
Aby doszto do interakcji, centrum interakcji zwigzane z atomem ligandu musi lezeé na
powierzchni interakcji zwigzanej z atomem biatka i odwrotnie. Powierzchnia interakcji
modelowana jest za pomocg dyskretnych punktéw w przestrzeni tréjwymiarowej.
Dzieki takiej reprezentacji biochemiczne reguly dotyczgce preferowanych geometrii
modelowanych interakcji, mozna zapisa¢ w kompaktowej formie geometrycznej
tatwej do przechowywania i obrobki w pamieci komputera. Rysunek 2 przedstawia
idee modelu i kilka przykiadowych powierzchni interakcji. Informacje dotyczace
innych typow interakcji czytelnik odnajdzie w literaturze [3,11]. Autorzy uzywaja
wiasnej implementacji modelu LUDI w systemie Matlab 7.

(— -H— *N
a0
Rys. 2. Idea modelu LUDI iprzyktadowepowierzchnie interakcji

5. Symulacja z wykorzystaniem map stochastycznych

Symulacja z wykorzystaniem map stochastycznych (ang. Stochastic Roadmap
Simulation) [4, 5, 6] jest metodg efektywnego przeszukiwania przestrzeni konforma-
cyjnej ligandu wokot biatka. SRS jest inspirowana technikami losowego generowania
trajektorii w robotyce [12],

Budowa mapy stochastycznej

Apaydin i wsp. [4, 5, 6] definiujg mape jako dyskretng reprezentacje ruchoéw
molekularnych. Kazdy wezet na mapie reprezentuje okreslong konformacje ligandu
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znajdujgcego sie w pewnym potozeniu i posiadajgcego okreslong orientacje
w przestrzeni tréjwymiarowej. Formalnie reprezentacjg konformacji, opisanej za
pomoca« parametrow, jest «-wymiarowy wektor q = [¢/, q2 0,,]. Wspotrzednymi
tego wektora sg rowniez potozenie i orientacja ligandu w przestrzeni trojwymiarowej.
Zbidr wszystkich mozliwych konformacji tworzy przestrzen konformacyjng C.
W metodzie SRS interakcja biatko-ligand charakteryzowana jest za pomocg funkcji
energii E(q), ktérej warto$¢ zalezy wylgcznie od konformacji oraz potozenia
i orientacji ligandu w przestrzeni tréjwymiarowej. Nie zaktada sie zadnej szczegélnej
postaci tej funkcji. Sciezka w przestrzeni C reprezentuje ruch ligandu w przestrzeni
woko6t biatka, przy jednoczesnej mozliwej zmianie konformacji ligandu. Mapa moze
by¢ rozpatrywana jako graf skierowany G reprezentujgcy wiele $ciezek molekularnych
w przestrzeni C. Kazdemu z weztéw mapy odpowiada losowo wybrana konformacja
oraz potozenie i orientacja ligandu w przestrzeni wokot biatka, ktéorym odpowiada
energia E(q). Kazdy ze skierowanych fukéw pomiedzy weztami v- i vj posiada
skojarzong wage Pn, rowng prawdopodobienistwu przejscia pomiedzy tymi dwoma
weztami. W celu stworzenia mapy nalezy losowo i niezaleznie wybraé¢ k weztdw
w przestrzeni C. Nastepnie dla kazdego wezta W\ nalezy odnalez¢ N\ najblizszych,
w mysl zastosowanej miary (np. RMSD lub euklidesowej w przestrzeni C), sgsiaddw.
Prawdopodobienstwo Py jest obliczane dla kazdej pary sasiadujgcych weziow.
Kalkulacja Py bazuje na réznicy energii w weztach v;i vj zgodnie z zaleznoscia:

S

gdzie: kB - stata Boltzmanna, T - temperatura systemu, N, - liczba weziow
w najblizszym sasiedztwie wezia v;.
Prawdopodobienstwo pozostania w tym samym wezle wyrazone jest wzorem:

P-= > (4)
Powyzsza formuta zapewnia sumowanie sie prawdopodobienstw przejscia dla
dowolnego wezta do jednosci [4, 5, 6].

Symulacja

Chociaz mozliwe jest wykonanie symulacji bezposrednio na mapie
stochastycznej, co odpowiada dyskretnej wersji klasycznej metody Monte Carlo
(dyskretyzacje definiuje w tym przypadku sama mapa stochastyczna), Apaydin i wsp.
[4, 5, 6] sugerujg brak koniecznosci dokonywania jakichkolwiek symulacji
polegajacych na wyznaczaniu konkretnych trajektorii molekularnych i proponujg
wyliczanie interesujgcych parametrow. Jako przykiad podawany jest czas ucieczki
(w krokach symulacji) z leja energetycznego w okolicach miejsca wigzgcego, mogacy
by¢ miarg dopasowania ligandu do miejsca wigzgcego. Lej energetyczny R
zdefiniowany jest jako zbior konformacji w promieniu 10 A RMSD od konformacji
ligandu w stanie zwigzanym. Czas ucieczki moze byé w tatwy sposob obliczony
z wykorzystaniem metody pierwszego kroku (ang. first step analysis) [13] z teorii
tancuchéw Markowa, przez rozwigzanie uktadu réwnan [4, 5, 6]:
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VjeF, (5)

gdzie: r — czas ucieczki poczawszy od i-tego wezta, F,—Ilej energetyczny ze Srodkiem
w wezle i, v-- i-ty wezet.

Przewidywanie miejsc wigzgcych

Wedtug Apaydina i wsp. [4, 5 6] metoda SRS umozliwia przewidywanie
lokalizacji potencjalnych miejsc wigzgcych. Proces ten skilada sie z Kkilku
nastepujacych po sobie etap6éw. Na poczatku zostaje wygenerowana losowo duza
liczba, np. rzedu 108 weziéw mapy. Nastepnie wezly sortowane sg zgodnie ze
zmniejszajgca sie energig E(q). Niewielka liczba weztdw o najnizszej energii (np. 10)
wybierana jest do nastepnego kroku, ktéry polega na wygenerowaniu dodatkowych
weztow w bezposSrednim sgsiedztwie weztdéw wybranych wczedniej. Chodzi tutaj
o wyznaczenie miniméw lokalnych wielowymiarowej funkcji energii E(q), ktorej
posta¢ analityczna jest, oczywiscie, nieznang, metodg losowg. W korncowym etapie
wezty 0 najnizszej energii filtrowane sg ze wzgledu na wzajemng odlegtos¢, ktéra, dla
unikniecia wielokrotnej reprezentacji tego samego miejsca wigzgcego, musi byé
wieksza od 10 A oraz ze wzgledu na odlegto$¢ od powierzchni biatka nie wieksza niz
5 A (miejsce wiagzace powinno sie znajdowaé na powierzchni biatka lub bardzo blisko
tej powierzchni).

6. Wyniki i dyskusja

Jako modelowy system w pracy wykorzystano strukture krystalograficzng
dehydrogenazy mleczanowej, enzymu katalizujgcego reakcje oksydoredukcji [14],
wraz z ligandem - kwasem oksamidowym. Dane dotyczgce kompleksu (PDBid: Ildm)
zostaty pobrane z bazy struktur biatkowych PDB [15]. W wyniku dziatania metody
SRS otrzymano kilkadziesigt potencjalnych lokalizacji miejsc wigzgcych. Dokladny
opis techniki poszukiwania miejsc wigzacych mozna odnalez¢ w sekcji
»Przewidywanie miejsc wigzacych”. Zgodnie z informacja zawartg w bazie danych
PDBSum [16], struktura dehydrogenazy posiada dwa miejsca wigzace, w tym jedno
katalityczne miejsce aktywne. Miejsce katalityczne to najwazniejszy region na
powierzchni enzymu, w ktérym zachodzi wiasciwa reakcja katalizowana przez enzym.
Potencjalne lokalizacje miejsc wigzacych otrzymane metoda SRS skupiajg sie
w rejonie miejsca katalitycznego oraz drugiego miejsca wigzgcego wskazanego przez
strukture krystalograficzng mozna dostrzec réwniez dwa inne potencjalne miejsca
wigzace (rys. 3). Celem pracy byto m.in. wykazanie, czy za pomocg modelu LUDI
bedzie mozna wykry¢ istotne interakcje pomiedzy ligandem a proponowanymi przez
metode SRS miejscami wigzgcymi. W przypadku miejsca katalitycznego wykryto
wigzania wodorowe pomiedzy ligandem i aminokwasami ARG 106 oraz ARG 169,
wykryto réwniez wigzanie wodorowe w drugim z miejsc wigzgcych wskazanym przez
strukture Kkrystalograficzng. W przypadku dwoch pozostatych miejsc wigzacych,
przewidywanych metoda SRS, pomimo istnienia donoréw wigzania wodorowego,
zgodnie z modelem LUDI, zadne istotne interakcje nie wystepuja.
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Rys. 4. Miejsce wigzace wskazane przez
strukturg krystalograficzng

Rys. 5. Potencjalne miejsce wigzgce Rys. 6. Potencjalne miejsce wigzgce

7. Wnioski

W pracy zaprezentowano potgczenie dwdéch modeli interakcji biatko-ligand. Za
pomoca geometrycznego modelu miejsca wigzgcego LUDI starano sie wykry¢ istotne
interakcje w potencjalnych miejscach wigzgcych wskazanych przez metode SRS.
Z przeprowadzonych badan wynika, iz za pomocg takiego potgczenia mozliwe jest
zaréwno prawidlowe przewidywanie potozenia miejsca wigzgcego, jak i wykrywanie
interakcji typu wigzania wodorowe, co zostato pokazane dla dwdch miejsc wigzacych
zgodnych ze strukturag krystalograficzng. Dla dwdch innych propozycji wskazanych
przez metode SRS nie udato sie wykry¢ bezposrednich interakcji, pomimo istnienia
donorow wigzania wodorowego w obu miejscach wigzgcych. Autorzy sugerujg tu
zastosowanie pewnego rodzaju optymalizacji potozenia ligandu w miejscu wigzgcym
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(wedtug kryterium geometrycznego lub energetycznego), np. metoda klasteryzacji
potozeh [11], co powinno zwiekszy¢ dopasowanie ligandu do biatka i umozliwié
wykrycie istotnych interakcji. Podsumowujac, nalezy wspomnie¢, ze metoda
polegajaca na potaczeniu dwoch modeli o réznych stopniach szczegétowosci posiada
ogromne potencjalne mozliwosci charakteryzowania interakcji biatko-ligand, wymaga
jednak dogtebnego przebadania i oceny wilasciwosci na wiekszym zbiorze
kompleksoéw biatko-ligand.

Prezentowana praca naukowa jest finansowana ze $rodkéw na naukg w latach
2007/2008jako projekt badawczy promotorski N N519 2358 33.
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Abstract

In the paper we present an idea of two-level model of protein-ligand interaction
for the problem of molecular docking. Molecular docking can be regarded as
a potential method for computer aided drug design and optimization. We use
stochastic roadmap methodology, inspired by probabilistic path planning in robotics,
which can be regarded as a very interesting novel approach to effective sampling of
ligand conformational space around a protein molecule. Protein - ligand interaction in
divided into two parts electrostatics, modeled by the Poisson-Boltzmann equation, and
Van der Waals interaction represented by the Liennard-Jones potential. The stochastic
roadmap combined with geometrical model of protein - ligand interaction, such as
LUDI, could give full insight into the molecular docking problem from unbound phase
to the final phase when a ligand is bound to the binding site of a protein. Clearly our
method is capable of detecting significant protein-ligand interactions (like hydrogen
bonds) what has been shown for the catalytic site. However, in case of putative
binding sites in two out of three cases we were unable to detect any direct protein-
ligand interactions even though there exist potential hydrogen bond donors in all the
binding sites. We suggest that a kind of optimization of the placement of the ligand
inside putative binding site (whether energy or geometry based, i.e. pose clustering
proposed in [11]) would improve the ligand binding affinity and probably reveal
additional protein-ligand interactions. We conclude that our approach has a great
potential of characterization of protein-ligand interactions however more research is
needed concerning another protein examples and different binding sites configurations.



