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Abstract: Arzneistoffe sind kleine organische Liganden, die durch ihre Bindung an ein
Makromolekiil eine biologische Antwort auslosen. In dieser Arbeit wurden dreidimen-
sionale, geometrisch und chemisch-funktionell klassifizierte Bindungsmuster in der
groften verfiigbaren Sammlung von Makromolekiil-Ligand-Komplexen, der “Brook-
haven Protein Data Bank” untersucht. Aus den Ergebnissen wurden Modelle abgelei-
tet, die dazu geeignet sind, effizient und transparent neue Wirkstoffe mit vergleichbarer
Bindungscharakteristik zu identifizieren.

1 Einfithrung und Hintergrund

Die Erstellung von Pharmakophormodellen hat sich in den letzten Jahren als etablierte
Methode zur computergestiitzten Wirkstoffentwicklung erwiesen. [Dr00] Sie basiert auf
einer Abstraktion der komplexen Interaktion eines groen Rezeptormolekiils mit einem
kleinen (Liganden)-Molekiil, das die Funktion des Makromolekiils steuert. [BKK96]

Das Konzept der 3D-Pharmakophore basiert auf den Wechselwirkungen, die in der Arznei-
stoff-Rezeptor Wechselwirkung experimentell beobachtet wurden: Wasserstoffbriickenbin-
dungen, ionischen Wechselwirkungen (Salzbriicken), sowie elektrostatischen und hydro-
phoben Interaktionen. Ein 3D-Pharmakophor (oder Pharmakophormodell) umfasst die
Menge aller im dreidimensionalen Raum angeordneten Wechselwirkungen chemischer
Merkmale eines Liganden mit einem Rezeptor.

Es gibt zwei Ansitze zur Entwicklung von Pharmakophormodellen: Entweder durch expe-
rimentelle Strukturaufklirung eines Rezeptors (Rontgenstrukturanalyse, Magnetresonanz-
spektroskopie) oder durch die Analyse mehrerer Liganden, von denen angenommen wird,
dass sie an einer bestimmten, fiir alle Liganden gleichen Stelle an den Rezeptor binden.
Im ersten Fall werden die relevanten Wechselwirkungen meist intuitiv von der bekannten
dreidimensionalen Struktur abgeleitet (strukturbasiertes Design), im letztgenannten wer-
den gemeinsame Merkmale der bekannten Liganden untersucht (ligandbasiertes Design).
Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf den strukturbasierten Ansatz, indem aus drei-
dimensionalen Strukturdaten automatisiert Pharmakophormodelle abgeleitet werden.

Strukturbasiertes Arzneistoffdesign wird in der Regel mit Docking gleichgesetzt, einer
Methodik, die ein potentielles Arzneistoffmolekiil flexibel an eine im Modell unflexible
Rezeptorbindetasche anpasst. Die Bindungsaffi niit und damit die minimale Wirkkonzen-
tration wird anschlieBend durch verschiedene Bewertungsfunktionen geschitzt. Die dafiir
eingesetzten Algorithmen sind vielfiltig: Sie reichen von inkrementellem Zusammenset-
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zen des Liganden (FlexX [RKLK96]) iiber shape-basierte Ansitze (DOCK [OK95]) bis
zu kraftfeldbasierten Methoden (AUTODOCK [MGH*98]) und genetischen Algorithmen
(GOLD [JWG95, IWG197]). Systematische und zufillige Suchansitze werden von Glide
[Sc] und LigandFit [VIOWO03] verwendet.

Docking betrachtet die gesamte Information einer Proteins und bewertet mogliche In-
teraktionen fiir verschiedene Anordnungen (alignments). Dieser Ansatz war nie fiir das
Durchsuchen groBer Strukturbibliotheken gedacht und ist dementsprechend recheninten-
siv. Pharmakophore sind fiir das Durchsuchen grofer Molekiildatenbanken (virtuelles
Screening) weitaus besser geeignet [LHBB0O0]. Wihrend ligandbasierte Pharmakophor-
modelle automatisiert durch die Uberlagerung verschiedener 3D-Konformationen von Mo-
lekiilen erstellt werden konnen, gibt es noch keine vollautomatisierte Methode zur Gene-
rierung eines Pharmakophors aus einer bekannten 3D-Struktur.

Ziel dieser Arbeit war die Extraktion und Interpretation kleiner organischer Liganden aus
der “Brookhaven Protein Data Bank (PDB)” [BWF™00], einer offentlich zuginglichen
Sammlung von iiber 25.000 biologischen Komplexen. Die Komplexdaten enthalten nicht
nur experimentelle Information, sondern auch einen hohen Anteil an Annahmen, deren
Qualitat von der Erfahrung des Forschers abhéngt, der das Experiment durchgefiihrt hat.
Der Fokus bei der Strukturaufkldrung liegt im Allgemeinen auf dem Makromolekiil, wih-
rend fiir die vorliegende Arbeit die Liganden und deren Umgebung wichtig sind. Aufgrund
von Mingeln im Datenformat und den Problemen bei der Erstellung der Datensétze sind
die vorhandenen Daten in den meisten Fillen unvollstindig und teilweise fehlerhaft. Umso
hoher sind die Anforderungen an Interpretations- und Extraktionsalgorithmen, die regel-
basiert Fehler erkennen und korrigieren sollen, um eine verniinftige Basis fiir den zweiten
Schritt, die Pharmakophorerzeugung, zu liefern.

Mehrere Projekte haben sich bereits mit dem Problem der Ligandenerkennung aus der
PDB beschiftigt. Das bekannteste ist Relibase [Ca00], dessen Algorithmus BALI [HRB97]
automatisch Bindungs- und Atomtypen zuordnet. Die Resultate sind 6ffentlich zugénglich,
der Algorithmus wurde allerdings nicht im Detail veroffentlicht und konnte deshalb hier
nicht verwendet werden.

Ein weiterer, sehr hilfreicher Artikel wurde von Roger Sayle, dem Autor des Proteinvisua-
lisierungsprogrammes Rasmol [SMWO95] veroffentlicht. Er beinhaltet eine Liste funktio-
neller Gruppen, die in dieser Arbeit zur Korrektur der Interpretationsergebnisse verwendet
wurde.

Die hier vorgestellte Arbeit beschreibt einen neuen Ansatz, Liganden aus der “Brookhaven
Protein Data Bank” zu interpretieren und im Kontext ihrer Proteinumgebung automatisiert
zugehorige Pharmakophormodelle zu erstellen. Diese Pharmakophormodelle konnen ver-
wendet werden, um in weiterer Folge neue Molekiile zu fi nden, die potentiell an derselben
Stelle an den Rezeptor binden und somit eine vergleichbare und daher am Modell opti-
mierbare Arzneistoffwirkung aufweisen.
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2 Interpretation und Extraktion der Liganden

Obwohl die PDB wertvolle Informationen enthilt, ist die Datenqualitit unterschiedlich:
Die Daten wurden in iiber 30 Jahren gesammelt, und die damals entwickelte Spezifi kation
fiir das Dateiformat wurde im Lauf der Zeit unterschiedlich interpretiert. Sie wurde entwi-
ckelt, um die Positionen von Aminosiuren in einem Protein zu beschreiben und hat sich
niemals mit kleinen organischen Liganden und deren detaillierter Erfassung beschéftigt.

Um die Ableitung der Modelle auf eine sinnvolle und reproduzierbare Basis zu stellen,
mussten die vorhandenen Liganden-Daten interpretiert, bewertet und anschlielend extra-
hiert werden. Diese Interpretation und Extraktion wurde in zwei Schritten durchgefiihrt:
(i) Der Plausibilititskontrolle und fehlertoleranten Korrektur der chemischen Charakteris-
tika der Topologie des Molekiils und (ii) der geometrischen Bewertung des Molekiils mit
Zuordnung der Hybridisierungszustinde aufgrund der rdumlichen Anordnung der Atome
untereinander.

2.1 Topologie und Ringerkennung der Liganden

Der erste Interpretationsschritt konzentriert sich auf eine ausschlie3lich graphentheoreti-
sche Betrachtung des Molekiils. Diese Berechnungen sind bei der typischen Grofle eines
organischen Liganden (ca. 50 Atome als Knoten) sehr viel effi zienter durchzufiihren als
geometrische Betrachtungen.

Das Molekiil wird als ungerichteter, potentiell zyklischer Graph mit typisierten Kanten
und Knoten beschrieben. Die Typisierung der Kanten entspricht den chemischen Bin-
dungstypen und ist nicht in der PDB klassifi ziert, spielt aber eine wesentliche Rolle in der
Beschreibung der chemischen Charakteristik. Der Knotentyp entspricht dem chemischen
Element des Atoms, das durch den jeweiligen Knoten représentiert wird.

Die Information, ob eine Kante zwischen zwei Atomknoten besteht, ist aber bereits vor-
handen und kann dazu verwendet werden, Zyklen (chemisch Ringe) zu erkennen und zu
markieren. Diese Markierung ist deshalb notwendig, weil sich Ringe in Bezug auf ihre
Geometrie grundlegend anders verhalten als azyklische Molekiilteile. Wihrend ein sp?
hybridisiertes Atom in einem Ring mit 5 Atomen einen Bindungswinkel von 108 Grad
aufweist, betrdgt dieser Winkel fiir denselben Atomtyp in azyklischer Form 120 Grad.

Einige Algorithmen wurden in Bezug auf Ringerkennung in Molekiilen bereits veroffent-
licht [GJ79, WD75, HGT84, BP94, FPDB93]. Der Artikel von Lynch et al. [DGHL89]
beschreibt verschiedene Ansitze und gibt eine gute Ubersicht iiber bekannte Algorithmen.
Fiir diese Arbeit wurde als ideale Beschreibung das smallest set of smallest rings aus-
gewdhlt, weil sie als Ergebnis genau die chemischen Einheiten liefert, die in weiterer Fol-
ge geometrisch analysiert werden sollen. Um die Ringmenge zu ermitteln, wurde ein von
Figueras [Fi96] vorgeschlagener, auf Breitensuche (BFS) basierender, effi zienter Algorith-
mus implementiert. Figueras hat experimentell gezeigt, dass der BFS-basierte Ansatz fiir
typische Fille bis zu 2.000 mal schneller ist als alle bisher bekannten auf Tiefensuche
basierenden Algorithmen. Die vorgestellte Implementierung musste noch auf die Verwen-
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dung von Referenzlisten angepasst werden, um sie auf die vorhandenen Datenstrukturen
von ilib [WLO00] anwenden zu konnen, die die Basis fiir diese Arbeit bilden.

Nach der Ringerkennung wurde eine Sammlung von chemischen Mustern auf die ge-
wonnenen, untypisierten Graphen angewandt. Diese Muster stammen aus chemischem
Grundlagenwissen [Pa48] und wurden durch Subgraph-Matching anhand eines Kompa-
tibilitdtsgraphen [WLO0] zugewiesen.

2.2 Geometrische Interpretation und Erkennung der Hybridisierungszustinde

Der Hybridisierungszustand eines Atoms wird durch die relative Position eines Zentrala-
toms in Bezug auf alle seine direkten Nachbarn bestimmt. Bei bestehenden Ansitzen wer-
den Bindungswinkel zu zwei zufillig ausgewihlten Nachbarn verwendet, um eine Aussage
iiber den Hybridisierungsstatus zu treffen.

Fiir Hochenergie-Konformationen, wie sie in biologischen Systemen héaufi g auftreten, ist
dieser Ansatz jedoch problematisch und fiihrt zu oft ambivalenten Ergebnissen: In Anbe-
tracht der Ungenauigkeit der Daten ist beispielsweise die Differenz zwischen dem typi-
schen Bindungswinkel fiir sp3 Atome (109,5 Grad) und dem typischen Bindungswinkel
von 120 Grad fiir sp3 Atome zu klein. Um diese Unzulédnglichkeit zu vermeiden, wurde
ein neues Modell zur Erkennung von Hybridisierungszustinden entwickelt.

Fiir jeden Hybridisierungszustand gibt es einen starren geometrischen Korper (template),
dessen Eckpunkte durch alle moglichen Nachbarpositionen defi niert sind. Die Positionen
aller Eckpunkte sind defi niert, wenn mindestens drei beliebige Punkte feststehen. Rir ein
Zentralatom mit mindestens zwei Nachbarn gibt es also ideale Absolutpositionen fiir alle
Nachbaratome. Anstatt Bindungswinkel zu untersuchen, wird in diesem Modell lediglich
der geometrische Korper ausgerichtet, um anschlieend die Absténde zu den Idealpositio-
nen zu betrachten. Der absolute geometrische Fehler d,, fiir n Nachbarn, einer Liste idealer
Punkte [y (,—1) und einer Liste beobachteter Punkte Oq_(,—1) kann einfach als Summe
der Abstidnde der entsprechenden Punkte beschrieben werden:

do =Y \/(I; = 0:)? (1)
=0

Daraus folgt trivial die relative geometrische Abweichung d,., die ein vergleichbares Maf}
fiir Hybridisierungszustinde mit unterschiedlicher Anzahl an Nachbaratomen darstellt.

da
g =% )
n
Die Eckpunkte des geometrischen Korpers werden in einem numerischen Verfahren an
allen vorhandenen Nachbarn bestmoglich ausgerichtet. Abbildung 1 zeigt beispielhaft die
Idealpositionen fiir einen Tetraeder in Anhéngigkeit der Bindungsléange r.

Der Hybridisierungszustand wird aufgrund des am besten passenden Templates bestimmt,
wobei als MaB die relative geometrische Abweichung d,. herangezogen wird.
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Abbildung 1: Positionen im tetraedrischen Template fiir sp> Atome

2.3 Semantische Interpretation: Bekannte funktionelle Gruppen und Doppelbin-
dungsmuster

Im Gegensatz zur Zuweisung von Hybridisierungsstati kann das Problem der Doppelbin-
dungsverteilung im molekularen Graphen nicht durch eindeutige Zuordnungen geldst wer-
den. Deshalb werden in einem ersten Schritt hidufi ge chemisch-funktionelle Gruppen als
Muster gesucht und dem Liganden zugewiesen. Diese Muster beinhalten beispielsweise
Carbonsauren, Guanidin-artige Gruppen, Acetamidine, Nitrogruppen oder Sulfonylgrup-
pen und basieren auf dem Bericht von R. Sayle [Sa01].

Zwischen allen bisher noch nicht bearbeiteten sp? Atomen mussten als nichstes alternie-
rende Doppelbindungen verteilt werden. Auch hier wurde zunichst eine Bibliothek von
bekannten Doppelbindungsmustern (z.B. 1H-Pyrrol, Protoporphyrin) angelegt. Die Zu-
weisung dieser Muster wurde nach dem bereits in Abschnitt 2.1 erwédhnten Verfahren an-
hand eines Kompatibilitdtsgraphen implementiert, wobei der Algorithmus so modifi ziert
wurde, dass die Typisierung von Einfachbindungen ignoriert wird. Der resultierenden, zur
Vorlage kompatiblen Atommenge kann anschlieBend die Bindungscharakteristik der Vor-
lage zugeordnet werden.

Allen von diesen beiden musterbasierten Schritten nicht erfassten sp?> Atomen wird die
maximal mogliche Anzahl an alternierenden Doppelbindungen zugeordnet, wobei eine
Losung akzeptiert wird, wenn die Hilfte der Bindungen Doppelbindungen sind. Ist keine
solche Losung moglich, werden alle Permutationen berechnet und aus diesen eine Losung
mit der grofiten Anzahl an zuldssigen Doppelbindungen ausgewihlt.
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3 Erstellung von Pharmakophormodellen

Ziel bei der Erstellung der Pharmakophormodelle ist die Identifi kation von Wechselwir-
kungsmerkmalen (chemischen Features), die den Protein-Ligand Komplex und seine In-
teraktionen universell und vergleichbar, aber auch ausreichend spezifi sch beschreiben.

Werden abstrakte und generelle Featuredefi nitionen verwendet, sind die resultierenden
Modelle universell, verlieren aber ihre Fédhigkeit, die vorliegende Wechselwirkung ausrei-
chend zu charakterisieren. Selektivitit ist allerdings ein wichtiges Kriterium fiir die Qua-
litdt des Pharmakophormodells. Daher wurden beim ligandbasierten Ansatz bisher hiufi g
topologische Merkmale (Ebene 1 und 2) verwendet, was allerdings die Gefahr birgt, dass
nur der Ligand, nicht aber die gesamte Wechselwirkung beschrieben wird.

Um die bekannten chemischen Merkmale [GKS*94] als Bausteine fiir Pharmakophore zu
charakterisieren, wurde ein Schichtenmodell erstellt, das in Tabelle 1 dargestellt ist.

| Ebene | Beschreibung | Universalitit | Spezifi it |

4 Chemische Funktionalitit ohne | +++ --
geometrische Finschrinkung (z.B.
ein Bereich mit hoher Lipohilie)

3 Chemische Funktionalitdt mit geo- | ++ +
metrischer Einschrinkung (z.B. ein
Vektor, der eine Wasserstoffbriicke
beschreibt)

2 Molekularer Subgraph (Atome, | - ++
Bindungen) ohne geometrische
Einschrinkung (z.B. ein Benzol-
ring)

1 Molekularer Subgraph (Atome, | - - +++
Bindungen) mit geometrischer Ein-
schrinkung (z.B. ein Benzolring,
dessen Ebene parallel zu einem
Benzolring im Abstand von 4
Angstrom liegen muss)

Tabelle 1: Abstraktionsebenen fiir chemische Merkmale in Pharmakophormodellen

Die in dieser Arbeit verwendeten chemischen Merkmale représentieren ausschlieBlich
chemische Funktionalititen (Ebene 3 und 4), nicht spezifi sche Subgraphen. Diese Vor-
gangweise macht es moglich, mit einem erstellten Pharmakophormodell potentielle neue
Liganden zu fi nden, die sich in Threr Topologie komplett von der Ausgangsverbindung
unterscheiden, aber eine dhnliche chemische Funktionalitit und damit eine vergleichbare
biologische Funktion aufweisen. Durch die Anzahl der im dreidimensionalen Raum an-
geordneten chemischen Merkmale kann die Selektivitit einfach und effektiv durch das
Hinzufiigen und Weglassen einzelner Merkmale gesteuert werden.
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Abbildung 2: Geometrische Einschriankungen fiir Wasserstoffbriicken

Es wurden folgende Gruppen chemischer Merkmale beschrieben und implementiert: Was-
serstoffbriickendonoren, Wasserstoffbriickenakzeptoren, positiv und negativ ionisierbare
Bereiche sowie lipophile Bereiche.

Wird eine dieser chemischen Funktionalitidten auf Ligandenseite gefunden, wird iiberpriift,
ob es Teil einer komplementiren Wechselwirkung mit dem Makromolekiil ist. Wenn eine
potentielle Interaktion vorliegt, wird die entsprechende geometrische Représentation zum
Pharmakophormodell hinzugefiigt.

Fiir Wasserstoffbriicken wurden geometrische Einschriankungen implementiert (Ebene 3),
die in Abbildung 2 dargestellt sind. Die geometrischen Einschriankungen héingen vom Hy-
bridisierungszustand des Wasserstoffbriickendonoratoms ab und stellen eine wesentliche
Einschriankung und damit eine Erhchung der Selektivitit dar.

4 Zusammenfassung

Die vorgestellte Arbeit beschiftigt sich mit gezielter Datensuche in der “Brookhaven Pro-
tein Data Bank”, die die grofte offentliche Sammlung biologisch wichtiger Proteine als
Komplexe mit kleinen organischen Molekiilen darstellt. Der Fokus der vorgestellten Dis-
sertation liegt auf den Liganden mit dem Ziel, relevante Information iiber die Wech-
selwirkung jedes einzelnen Liganden entsprechend zu erfassen. Aufgrund historischen
Wachstums ist die Datenqualitit in vielen Fillen schlecht. Um dennoch plausible Resultate
zu erhalten, wurden existierende Algorithmen angepasst und neue Verfahren zur Fehler-
abschitzung und fehlertoleranten Erkennung entwickelt.

Das beschriebene Verfahren interpretiert und extrahiert Liganden in mehreren Schritten:
Planare Ringerkennung, Zuweisung von Charakteristika funktioneller Gruppen, Erken-
nung der Hybridisierungsstati anhand der geometrischen Umgebung und letztlich ein Ver-
fahren zur Zuweisung von Doppelbindungsmustern. Wegen fehlerhaften Daten ist diese
Erkennung nicht immer fehlerfrei. Durch das eingefiihrte quantitative geometrische Mo-
dell kann aber ein MaB fiir die Fehlerwahrscheinlichkeit ermittelt werden.
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Auf der Basis der bestmoglichen Erkennung der Liganden folgt der nichste Schritt: die
Erzeugung von Pharmakophormodellen, die zur Charakterisierung und Modellierung bio-
logischer Arzneistoff-Wechselwirkungen verwendet werden. Es wurde ein Regelset vor-
gestellt, das automatisiert Protein-Ligand Wechselwirkungen erkennt und in verschiede-
ne Arten chemischer Interaktionen einteilt. Die Menge aller Interaktionen wird zu einem
Pharmakophormodell zusammengefasst, mit dem durch virtuelles Screening neue Arznei-
stoffwirkungen von bekannten Molekiilen gesucht werden konnen.

Abbildung 3: Beispiel fiir ein Pharmakophormodell [PDB Eintrag INCR/W11]
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