Computergestiitztes Molekiildesign (CAMD) - ein Uberblick

Von Horst Friihbeis*, Robert Klein und Holger Wallmeier

Professor Heinz Harnisch zum 60. Geburtstag gewidmet

Ein neues Instrument, in der Ingenieurtechnik bereits seit langem als CAD etabliert, zieht
in die Laboratorien der chemischen Forschung ein: Computer-Assisted Molecular Design
(CAMD). Der kombinierte Einsatz von Computergraphik und Theoretischer Chemie eroff-
net neue Perspektiven fiir die molekiilorientierte Forschung. Strukturen und ihre Eigen-
schaften wie Raumfiillung, Ladungsverteilung oder dynamisches Verhalten kénnen be-
stimmt und miteinander verglichen werden. Beim Umgang mit komplexen Systemen wie
groBen Biomolekiilen (protein engineering) ist diese neue Arbeitsweise bereits unentbehr-

lich.

1. Einleitung

Mit ,.computergestiitztem Molekiildesign* bezeichnet
man molekiilorientierte Forschung mit Methoden der
Theoretischen Chemie. Wesentliches Merkmal ist das Ar-
beiten mit Modellen am Computer. Man kann darin die
Fortsetzung einer alten Tradition sehen: Immer wieder
sind wichtige Konzepte der Chemie anhand von Modellen
erarbeitet worden!"). Man denke etwa an das Tetraedermo-
dell des Kohlenstoffatoms von van’t Hoff und Le Bel, in
dessen Folge die Begriffe Valenz und Isomerie Eingang in
die Organische Chemie fanden. Ebenso bereitete Kékulé
mit seinem Modell des Benzolmolekiils den Weg fiir die
Konzepte Delokalisierung, Konjugation und Resonanz.
Mit dem Doppelhelix-Modell der DNA eréffneten Watson
und Crick™ dem Verstindnis molekularer Spezifitit eine
neue Dimension®.

Durch das zunehmende Interesse an groBen Systemen
und die immer detaillierteren Fragen verlagert sich das
Molekiilmodell mehr und mehr vom Schreibtisch des Che-
mikers in den Computer. Hier besteht die Méglichkeit, fiir
Modellsysteme Eigenschaften und Randbedingungen zu
definieren, um so quantitative Aussagen zu gewinnen. Da-
bei stehen die mathematischen Instrumentarien von Theo-
retischer Chemie und Vielteilchenphysik zur Verfiigung so-
wie die Computergraphik als Werkzeug bei der Handha-
bung der Modellsysteme am Computer.

Das Interesse der industriellen Forschung an computer-
gestiitztem Molekiildesign beruht auf dem Wunsch, neue
Arznei- und Pflanzenschutzmittel gezielter entwickeln zu
koénnen. Theoretische Methoden kdénnen dazu beitragen,
den Forschungsaufwand in Grenzen zu halten, und wer-
den deshalb immer haufiger eingesetzt. Es gibt derzeit zwei
komplementire Strategien: 1. Ausgehend vom Prinzip der
Struktur-Wirkungs-Beziehungen werden bekannte Wirk-
stoffe auf Gemeinsamkeiten untersucht. Fir die vielen Fil-
le, in denen man Wirkort und -mechanismus nicht kennt,
sind diese vergleichenden Methoden unverzichtbar. 2. Bei
Kenntnis des Wirkobjekts werden Wirkstoff und Rezeptor
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in ein Modell einbezogen; der Computer wird zum Ort ei-
nes Experiments.

Beide Strategien sind jedoch nicht nur fiir die Wirkstof¥-
Forschung geeignet. In dieser Ubersicht wollen wir daher
versuchen, die Anwendungsbreite theoretischer molekiil-
orientierter Forschung anhand der Vielfalt der Methoden
und deren Moglichkeiten zu skizzieren. Natiirlich kann
computergestiitztes Molekiildesign, ein neues Instrument
der Forschung, nicht ohne Verbindung zum Experiment
erfolgreich sein.

2. Interaktives Modellieren

CAMD wird in der Chemie erst seit relativ kurzer Zeit
eingesetzt, wihrend das computergestiitzte Entwickeln im
Ingenieurbereich (CAD) bereits seit geraumer Zeit fest eta-
bliert ist. Dies beruht unter anderem darauf, daB das inter-
aktive Bearbeiten von rdumlichen Strukturen - eine fiir das
Molekiildesign typische Operation - sehr hoch entwickelte
Computergraphik-Systeme erfordert, wie sie erst seit eini-
gen Jahren zur Verfiigung stehen. Sie setzen sich in der Re-
gel aus einem Minicomputer, einem Graphik-System und
sehr umfangreicher Software zusammen. Thre Entwicklung
begann mit dem MAC-Projekt am Massachusetts Institute
of Technology, bei dem das wahrscheinlich erste Compu-
tergraphik-System zum Modellieren von Molekiilen ent-
wickelt wurde. Von Cyrus Levinthal, dem Leiter dieses Pro-
jekts, stammt auch die erste Arbeit tiber computergestiitzte
Molekilgraphik!), Daran anschlieBend wurden - fast aus-
schlieBlich in den USA und in GroBbritannien - sehr un-
terschiedliche ,,Modelling*-Systeme an Hochschulen und
in Forschungseinrichtungen der Industrie entwickelt®-".
Nur eine einzige bedeutende Entwicklung stammt aus
Deutschland®. Deshalb kommt heute der grofite Teil der
kiuflichen Software - ebenso wie die Hardware - aus den
angelsichsischen Landern® ", Uber die Entwicklung der
Molekiilgraphik gibt es eine gute Ubersicht!'. Molekiil-
graphik-Systeme haben sich inzwischen zu einem niitzli-
chen Instrument fiir die Forschung im molekularen Be-
reich entwickelt, da sie die Arbeit mit wesentlich kompli-
zierteren Modellen ermdglichen als bisher. Einer der er-
sten Schwerpunkte fiir den Einsatz von Computergraphik
war die Proteinkristallographie. Deshalb stammt vielleicht
auch das wohl am weitesten verbreitete ,,Molecular-Mo-
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deiling**-Programm von einem Kristallographen®. Es
folgte der Einsatz auf anderen Gebieten wie der Arznei-
mittel- und Pflanzenschutzforschung,

Die derzeitigen Modelling-Systeme sind sehr unter-
schiedlich im Funktionsumfang und fiir den Benutzer
mehr oder weniger komfortabel ausgestattet. Einige sind
vorwiegend fiir das Modelling groBer Biopolymere konzi-
piert!"", andere fiir das mittelgroBer organischer Molekii-
le"'* 'Y, Es gibt aber auch sehr universell einsetzbare Pro-
grammsysteme!®),

Chemische Strukturen lassen sich mit diesen Systemen
entweder aus Atomen und/oder Molekiilfragmenten auf-
bauen oder durch Verdnderung einer bereits vorhandenen,
etwa einer Datenbank entnommenen, Struktur erzeugen.
Molekiile kdnnen in Vektorform, etwa als Dreiding-Mo-
delle, in raumfiillender Form als CPK-Modelle oder in
Vektorform mit transparenter Raumfiillung dargestellt
werden, was durch Wiedergabe der Oberflichen mit Punk-
ten oder Polygonnetzen (,,chicken wire*) mdoglich wird.
Das auf dem Bildschirm abgebildete Objekt kann in Echt-
zeit gedreht, vergréfert und in Schnitten abgebildet wer-
den (,,3D-Clipping*‘). Es sind meist auch mehrere Techni-
ken vorgesehen, um einen rdumlichen Eindruck des Dar-
gestellten zu erzielen, beispielsweise durch Rotation und
Wackeln (,,wagging'‘) in Echtzeit, Perspektive und ,,depth
cueing’ (die Intensitit der Vektoren nimmt mit wachsen-
der Entfernung des Objekts vom Betrachter ab). Die ele-
ganteste Losung jedoch sind Flussigkristall-Stereobril-
len'"s]. Fast alle technischen Méglichkeiten sind zusam-
menfassend beschrieben!',

Strukturen und ihre Eigenschaften, z. B. der von diesen
Strukturen beanspruchte Raum oder das von ihnen er-
zeugte elektrische Ladungsmuster, kénnen miteinander
verglichen werden (siche Abschnitt 4.1). Die Analyse des
Konformationsraums eines Molekiils, d.h. die Ermittlung
aller geometrischen Anordnungen, die fiir eine chemische
Struktur bei vorgegebener maximaler Energie moglich
sind, gehort zu den oft durchgefiihrten Operationen. Dies
geschieht interaktiv, z. B. durch Drehen an einem Winkel-
geber, der einem bestimmten Diederwinkel zugeordnet
worden ist, und Berechnung der Energie in Echtzeit. Eine
solche Analyse kann auch programmgesteuert durchge-

fithrt werden (siehe Abschnitt 5). Die Konformationsana-
lyse ist eine der ersten Anwendungen des Computer-Mo-
delling gewesen (siehe auch '™,

Durch das Einpassen (,,Docking*) von Substrat- oder
Inhibitormolekiilen in Enzyme soll gekldrt werden, ob neu
entworfene Strukturen in den Hohlraum des aktiven Zen-
trums des Enzyms passen oder nicht. Abbildung 1 zeigt ei-
nige Etappen eines solchen Docking-Mandvers. Eines der
ersten Programme fiir interaktives Docking entstand in ei-
ner kristallographischen Arbeitsgruppe!'®.. Die Programme
sind in der Regel so aufgebaut, dal Enzym und Substrat
gemeinsam und einzeln gedreht oder verschoben werden
konnen und daf3 jede beliebige Konformation des Sub-
strats durch Drehung um den entsprechenden Diederwin-
kel erzeugt werden kann. Damit ist das Einpassen des Sub-
strats in den Hohlraum von Hand méglich. Ob eine An-
ordnung physikalisch realisierbar ist, kann im einfachsten
Fall visuell Gberpriift werden. Uberschneidungen von van-
der-Waals-Radien des Enzyms und des Inhibitors sind
mdoglichst zu vermeiden. Dies 146t sich mit den graphi-
schen Moglichkeiten eines modernen Molekiilgraphik-Sy-
stems relativ leicht Giberpriifen. Man kann auch fiir den be-
trachteten Komplex die Energie berechnen und versuchen,
diese im Verlauf des Docking-Mand&vers zu minimieren.

Eine fur interaktives Arbeiten elegantere Losung ist die
Darstellung von ,,hot spots* (Abb. 1b), die anzeigen, an
welchen Stellen zwischen Enzym und Substrat stark absto-
Bende Wechselwirkungen auftreten. Solche Stellen miissen
durch geometrische Operationen am Substrat mdglichst
beseitigt werden. Interaktives Docking ist sehr zeitaufwen-
dig, erfordert Fingerspitzengefiihl und sollte heute nur
noch mit relativ starren Inhibitor- oder Substratmolekiilen
durchgefiithrt werden. Fiir flexible Molekiile ist automati-
sches Docking die Methode der Wahl (siche Abschnitt
5.5).

Neben diesen Basisfunktionen von CAMD sind die
Strukturdatenbanken von Cambridge (Cambridge Crystal-
lographic Data File) und Brookhaven (Brookhaven Protein
Data Bank) sehr wichtig, da sie viele experimentell be-
stimmte Strukturen zur Verfiigung stellen, auf die bei Be-
darf zuriickgegriffen werden kann. Deshalb haben fast alle
CAMD-Programmsysteme Schnittstellen zu diesen Daten-

Abb. 1. a) Skelettmodell des Enzyms Renin (gelb) mit Blick in den Hohlraum des aktiven Zentrums (blau), im unteren Bildteil ein Modellinhibitor (blau). b)
Hohlraum des aktiven Zentrums (gelb) mit schlecht eingepaBtem Inhibitor (blau). Rote Vektoren zeigen ,hot spots an. Der Komplex hat eine Energie von
14220.53 kcal/mol. ¢) Optimal eingepaBter Inhibitor. Die Energie ist deutlich geringer als in b) (180.61 kcal/mol).
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banken. Wie man die Datenbank in Cambridge geschickt
auswerten kann, ist beschrieben!'*.

3. Analytische Untersuchungen am Modell -
der deduktive Weg

3.1. Grundlagen

Die Stabilitidt von Molekiilen wird in der Chemie nach
recht unterschiedlichen Kriterien beurteilt. Man betrachtet
beispielsweise die Lebensdauer, d.h. die Wahrscheinlich-
keit fiir einen Zerfall oder eine Umwandlung unter be-
stimmten Bedingungen; oder man untersucht das Verhal-
ten gegeniiber verschiedenen Reagentien. Um die Befunde
zu deuten, werden oftmals Molekiilmodelle herangezogen
und sterische Hinderungen, Ringspannungen, Bindungs-
stirken und Polaritdten diskutiert?®. Da man alle Aspekte
der Stabilitit mit der Gesamtenergie oder den Energieidn-
derungen eines Systems korrelieren kann, wird die Energie
zur wichtigsten Eigenschaft eines am Computer entworfe-
nen Modells.

Quantenmechanik ermdglicht die Berechnung der Ener-
gie von Atomen und Molekiilen und ist damit die Grund-
lage der meisten Programme zum Modellieren chemischer
Systeme. Charakteristikum eines quantenmechanischen
Modells ist die Wellenfunktion, die als Lésung der Schré-
dinger-Gleichung fiir einen bestimmten Zustand des Sy-
stems alle Information enthilt. Zur Berechnung der Wel-
lenfunktionen von Molekiilen ist die Born-Oppenheimer-
Niherung wichtig?", durch die eine separate Betrachtung
von Kern- und Elektronenbewegung moglich wird. Man
erhilt die elektronische Schrédinger-Gleichung®, die die
Bewegung der Elektronen im Feld ruhender Kerne be-
schreibt. Die elektronische Wellenfunktion wird meist
durch Orbitale, also Losungen fiir Einelektronenatome,
dargestellt. Bei Molekiilen werden Orbitale im Rahmen
des MO-Ansatzes entsprechend ihrer Symmetrie kombi-
niert, beim valence-bond(VB)-Ansatz entsprechend den
Bindungen zwischen Atomen'?*,

Die ab-initio-Methoden sind diejenigen der heute ver-
breiteten quantenmechanischen Methoden, die einer Lo-
sung der elektronischen Schrodinger-Gleichung am nich-
sten kommen. Die groBte praktische Bedeutung hat das
Hartree-Fock-SCF-Verfahren?®, vor allem im Zusammen-
hang mit Basisentwicklungen der Wellenfunktion als Roo-
thaan-SCF'#°-?7], Es ist das niedrigste Niveau, auf dem die
Wechselwirkung zwischen Elektronen erfat werden kann.
Der Rechenaufwand steigt mit der vierten Potenz der Zahl
der Elektronen, so daB eine sinnvolle Anwendung selbst
mit Supercomputern auf Systeme von bis zu 30 Atomen
der zweiten Periode beschrinkt ist.

Niherungen auf etwas hoherem Niveau sind die Verfah-
ren der Konfigurationswechselwirkung (CI)*® und des
Multikonfigurations-SCF (MCSCF)*! sowie stérungsthe-
oretische Verfahren wie der Maller-Plesset-Ansatz (MP)P%.
Sie bauen im allgemeinen auf dem SCF-Modell auf und
ermoglichen eine bessere Beschreibung der Elektronen-
wechselwirkung (Elektronenkorrelation). Bei richtiger
Handhabung liefern diese Verfahren wesentlich zuverlassi-
gere Ergebnisse als einfache SCF-Rechnungen. Leider
steigt hier der Rechenaufwand mit der fiinften Potenz der
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Zahl der Elektronen, so daB die Einsatzmdglichkeiten
noch weiter eingeschriankt sind.

Weitgehend parametrisiert wird die Elektronenwechsel-
wirkung dagegen bei den semiempirischen Verfahren®'l.
Dadurch steigt der Rechenaufwand dieser Verfahren maxi-
mal mit der dritten Potenz der Zahl der Elektronen. Hier
ist die richtige Wah! der Parameter entscheidend fiir die
Brauchbarkeit der Ergebnisse. Dies bedeutet aber auch,
daB mit diesen Verfahren nur Phinomene erfa3t werden
kdnnen, die mit den gewidhlten Parametern beschreibbar
sind. Ganz wesentlich ist jedoch der Vorteil, da man
Quanteneffekte an Systemen untersuchen kann, die nicht
nur bedingt reprisentative Fragmente des eigentlich inter-
essierenden Systems sind.

Im Rahmen der Born-Oppenheimer-Nidherung ist die
Energie E der elektronischen Schrédinger-Gleichung das
Potential fiir die Bewegung der N Kerne. Aus dem Gra-
dienten der Energiehyperfliche (Energie als Funktion der
Kernkoordinaten, E=E(¥,, X;,...%y)) kann man die
Krifte bestimmen, die auf die Kerne wirken. Minima der
Hyperfliche entsprechen kriftefreien Anordnungen der
Atome und werden als Gleichgewichtsgeometrien oder
Konformationen bezeichnet. Fiir die Bestimmung von
Konformationen ist es zweckmaBig, die Hyperfliche durch
eine analytische Funktion beschreiben zu kénnen (siehe
Abschnitt 5.1), d.h. sie zumindest stellenweise mit mog-
lichst einfachen Funktionen zu approximieren. Man geht
aus von einer Darstellung in interatomaren Abstinden, Va-
lenz- und Torsionswinkeln (innere Koordinaten), die den
inneren Freiheitsgraden von Molekiilen entsprechen'?,
Potentialfunktionen mit anpaBbaren Parametern werden
benutzt, um die Energien der inneren Freiheitsgrade wie-
derzugeben'®-* In der harmonischen Niherung werden
fiir Bindungen und Valenzwinkel Potentiale des harmoni-
schen Oszillators verwendet sowie fiir Torsionswinkel tri-
gonometrische Funktionen mit geeigneter Periodizitit
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Abb. 2. Potentialfunktionen fiir Valenzkraftfelder. a) Potential des harmoni-
schen Oszillators. b) Potential fiir Torsionswinkel. ¢) Potential fiir Coulomb-
Wechselwirkung. d) 12/6-Lennard-Jones-Potential fiir van-der-Waals-Wech-
selwirkung. Der Scbnittpunkt von Ordi - und Abszi hse hat immer
den Ordinatenwert null.
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(Abb. 2). Zusitzlich werden Wechselwirkungen, die eine
groBe Reichweite haben, durch Coulomb-Potentiale fiir
die effektiven Ladungen und durch Lennard-Jones-Poten-
tiale fiir die van-der-Waals-Wechselwirkungen reprisen-
tiert. Beim Valenzkraftfeld vernachlissigt man alle Kopp-
lungen zwischen den inneren Freiheitsgraden und erhilt
Ausdruck (a). Die mit eq bezeichneten Gleichgewichtswerte

ExV = Sko(ro—rg’)’ Bindungsldngen
b
+ Xk (9, — 9% Valenzwinkel
+ Dka(1—cos(ng@s—~8,)) Torsionswinkel (a)
d

+ Xqiqi/(4nery) effektive Ladungen

i
+ DA/ et - B/ van-der-Waals-

“ Wechselwirkungen
definieren jeweils die Lage des Potential-Minimums, ¢ ist
die Dielektrizititskonstante, die Parameter k,, k., kq, 129,
94, ng, b4, gi, Ayj, B;; ermdglichen die Anpassung des Po-
tentials an die Energiehyperfliche. Beim Molekiilmodell
dienen sie der Unterscheidung von Atomsorten und Bin-
dungstypen und legen die Eigenschaften des Modells fest.
Der Begriff Kraftfeld wird héufig fiir einen Satz solcher
Parameter im Zusammenhang mit den entsprechenden Po-
tentialfunktionen benutzt. Die Bezeichnung basiert auf der
Beziehung (b).

F=—grad(V) (b)

Valenzkraftfelder sind Bestandteil mehrerer Programm-
systeme*3¢37 mit denen auch Biomolekiile untersucht
werden. Sie sind die einfachste Form, um die wichtigsten
Wechselwirkungen zu beschreiben, und eignen sich auch
als Grundlage fiir Computersimulationen (siche Abschnitt
5). Die Berechnung der Energiebeitrige gemiB Gleichung
(a) 148t sich sehr gut fiir Computerprogramme formulie-
ren. Der Rechenaufwand steigt lediglich mit dem Quadrat
der Zahl der Atome.

Bei den Potentialfunktionen sind einige Varianten iib-
lich: anharmonische Potentiale fiir Bindungen™*>%, Line-
arkombinationen von Winkelfunktionen mit unterschiedli-
cher Periodizitit fiir Torsionswinkel (Fourier-Entwick-
lung)*” und modifizierte Potentiale fiir die van-der-Waals-
Wechselwirkung bei H-Briicken®” %,

Die erweiterten Valenzkraftfelder®*" enthalten einige
der Kopplungsterme zwischen den inneren Freiheitsgra-
den; dies ist besonders fiir gespannte Molekiile zweckmi-
Big?, erschwert aber die Berechnung der Energie und die
Bestimmung der Parameter (siche unten). Fiir Modelle
groBer Systeme braucht man Kraftfelder, die hinsichtlich
Rechenaufwand und ,,physikalischem Gehalt* optimiert
sind, was bei den Valenzkraftfeldern noch am ehesten ge-
geben ist.

Ein prinzipieller Mangel von Kraftfeldern ist, daB die
Coulomb-Wechselwirkung nur mit effektiven Atomladun-
gen beriicksichtigt wird. Wegen der Polarisierbarkeit der
Atome becinflussen sich die Ladungen gegenseitig und
sind abhingig von der jeweiligen Konformation des Mole-
kiils. Vielfach behilft man sich mit einer abstandsabhiingi-
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gen und skalierten Dielektrizititskonstanten?, Kritisch ist
diese Situation, weil die Coulomb-Wechselwirkung oft den
groBBten Teil der Gesamtenergie einer Konformation aus-
macht.

Die Zahl der Kraftfeldparameter wird bei gegebenen
Potentialfunktionen durch die Zahl der zu unterscheiden-
den Atomtypen g bestimmt. In einem Valenzkraftfeld der
Form (a) werden beispielsweise fiir die Bindungen
g(g+1)/2 Gleichgewichtsabstinde und Kraftkonstanten
gebraucht. Fiir die Valenzwinkel sind es bereits g?(g + 1)/2
Gleichgewichtswinkel und Kraftkonstanten, und zur Un-
terscheidung aller moglichen Kombinationen von Tor-
sionswinkeln sind theoretisch (g(g+ 1)/2)* Kraftkonstan-
ten, Phasenwinkel und Periodizititsfaktoren nétig. Die
nichtbindenden Wechselwirkungen kénnen mit g effekti-
ven Atomladungen und g(g+1) Lennard-Jones-Koeffi-
zienten beschrieben werden. Um die Parameterzahl mog-
lichst gering zu halten, mufl man Atomtypen und Parame-
ter so wihlen, daB3 sie moglichst weitgehend auf andere
Molekiile iibertragbar sind. Dadurch bekommt jedoch das
Kraftfeld eine artifizielle innere Symmetrie, die zugleich
eine Eigenschaft des Modells wird.

Wie bereits angedeutet, konnen Kraftfeldparameter
durch Anpassung der Potentialfunktionen an quantenme-
chanische Energiehyperflichen bestimmt werden. Dartiber
hinaus sind quantenmechanische Rechnungen die wichtig-
ste Quelle fiir die effektiven Ladungen der Atome (siehe
Abschnitt 3.2).

Meistens werden Kraftfeldparameter aus experimentel-
len Daten bestimmt">>4>%%) Sehr verbreitet ist die consi-
stent-force-field-Prozedur), bei der Kraftfeldparameter
iterativ variiert werden, um experimentelle Daten zu repro-
duzieren. Die wichtigsten Datenquellen sind die IR- und
Raman-Spektroskopie fiir Kraftkonstanten sowie die
Rontgen-Strukturanalyse und die Mikrowellenspektrosko-
pie fur Gleichgewichtsgeometrien. Die Parameter der van-
der-Waals-Wechselwirkung werden oft aus thermodynami-
schen Daten wie Schmelz- und Verdampfungswirmen so-
wie Volumen/Temperatur-Diagrammen abgeleitet.

3.2. Berechnung von Molekiileigenschaften

Quantenmechanische Modelle sind nétig, wenn man
elektronische Eigenschaften untersuchen will. Durch eine
Populationsanalyse, d.h. eine Zerlegung der Elektronen-
dichte in Orbital-, Atom- und Bindungsbeitrige, kann die
Elektronen- und Ladungsverteilung iiber effektive Ladun-
gen und Hybridisierungen charakterisiert werden*!, Es
konnen die Momente der Ladungsverteilung (Dipol-,
Quadrupol-, ...-Momente)? und - mit Probeladungen -
das gesamte elektrische Feld des Systems berechnet wer-
den.

Stellen, die bevorzugt elektrophil oder nucleophil ange-
griffen werden, konnen als Bereiche erhéhter bzw. ernied-
rigter Elektronendichte identifiziert werden*®. Die ent-
sprechende Strukturierung des elektrischen Feldes hat gro-
Ben EinfluB auf die Anfangsphase (,molecular recogni-
tion“) von Reaktionen?.

Die Farbigkeit einer Verbindung, also ihre Fihigkeit,
Licht einer bestimmten Wellenldnge zu absorbieren, ist mit
der Grolle des Energieunterschieds zwischen zwei Zustin-
den mit hinreichend groBer Ubergangswahrscheinlichkeit
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korreliert; die Ubergangswahrscheinlichkeit ist dabei ein
MaB fiir die Intensitit der Absorption!*l,

Energieunterschiede fiir Konformationsinderungen,
Umlagerungen oder Reaktionen konnen oft direkt als
»Hohenunterschiede* aus der Energiehyperfliche abgele-
sen werden. Jedoch ist bei Strukturierungen der Hyperfli-
che Vorsicht geboten: Sie weisen bisweilen auf nichtadia-
batische Phinomene hin, so daB die Born-Oppenheimer-
Niherung nicht mehr anwendbar ist*’), Sehr hiufig gilt
das bei Ubergangszustinden von Reaktionen, wenn homo-
lytische und heterolytische Dissoziation einer Bindung
miteinander konkurrieren. In solch kritischen Fillen ist es
angezeigt, sowohl Energiebarrieren als auch Strukturdaten
mit aufwendigen Verfahren wie CI oder MCSCF zu be-
stimmen.

Die Struktur eines Molekiils gehort wie sein elektrisches
Feld zu den wesentlichen Faktoren, die seine Affinitit und
Wirkung bestimmen. Geometrieoptimierung bedeutet, das
tiefste Minimum der Energiehyperfliche zu finden. Bei
nicht zu groer Entfernung vom Minimum geniigt es, die
Struktur zu relaxieren, d.h. die Koordinaten der Atome so
lange zu variieren, bis die Energie nicht mehr niedriger
wird. Fiir derartige Optimierungen existieren etliche Ver-
fahren*®*) auf die hier nicht niher eingegangen werden
kann.

Ein Teilaspekt der Struktur ist die Raumfillung, die das
Konzept der Molekiiloberfliche ins Spiel bringt. Aus
quantenmechanischer Sicht ist die Oberfliche eines Mole-
kiils ein Fraktal, also ein geometrisches Objekt mit einer
Dimensionalitit zwischen zwei und drei®”, das weder gut
darzustellen, noch einfach handzuhaben ist. Allerdings
bietet das Konzept der Fraktale die Moglichkeit, Rauhheit
und Strukturierung zu quantifizieren, was sicherlich fiir
das Verstindnis von Prozessen an Festkorperoberflichen
und Membranen Bedeutung erlangen wird.

Ein etwas pragmatischeres Konzept von Raumfiillung
und Oberfl4che 148t sich aus den van-der-Waals-Radien
der Atome ableiten. Dabei wird ein Molekiil als eine An-
ordnung iberlappender Kugeln aufgefaBt (Kalottenmo-
dell). Beriicksichtigt man die Uberschneidung der Kugeln,
kénnen Volumen und Oberfliche des Molekiils berechnet
werden®®'->¥ (siche auch Abschnitt 2).

Die Raumfiillung durch Molekiile wird meist dazu ver-
wendet, die sterische Ahnlichkeit von Molekiilen zu beur-
teilen (siehe Abschnitt 4). Aus der Form der Oberfliche
eines Molekiils kann man Riickschliisse auf das Verhalten
gegeniiber Losungsmitteln ziehen®* %), Neben den effekti-
ven Ladungen der Atome wird die Kriimmung der Ober-
fiche, also die Zugénglichkeit der betreffenden Atome fiir
Lasungsmittelmolekiile, als ein MabB fiir die Solvatisierbar-
keit angesehen. Um die Krimmung zu bestimmen, 148t
man eine fiktive Kugel auf der Oberfliche des Kalotten-
modells abrollen und entnimmt die entsprechenden Para-
meter aus der Bahnkurve der Kugel.

4. Vergleichende Methoden

Vergleichende Methoden dienen dazu, experimentelle
Daten einer Reihe von Verbindungen zu extrapolieren,
d.h. sie unter Beriicksichtigung struktureller Gemeinsam-
keiten und Unterschiede auf nicht untersuchte, gegebenen-
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falls noch nicht synthetisierte Molekiile zu iibertragen.
Meist sind diese Daten Reaktivititen oder biologische Ak-
tivititen, die man noch vor der Synthese einer Verbindung
wissen méchte, um abschitzen zu kénnen, ob es sich um
ein ,lohnendes* Priparat handelt. Die Erstellung solcher
Beziehungen zwischen Struktur und Aktivitit/Reaktivitit
basiert auf der Erfahrung, dal sich strukturell dhnliche
Molekiile auch chemisch oder biologisch dhnlich verhal-
ten.

Im Gegensatz zu den in Abschnitt 5 beschriebenen Me-
thoden sind fiir die vergleichenden Verfahren keine experi-
mentellen Befunde iiber den Wirkort nétig. So konnen z. B.
quantitative Struktur-Wirkungs-Beziechungen (QSAR, siche
Abschnitt 4.3) in einer Reihe von Enzyminhibitoren ohne
irgendwelche Kenntnisse iiber das Enzym selbst erstellt
werden.

4.1. Superpositionsmethoden

In der medizinischen Chemie bedeutet die Aktivitit ei-
ner niedermolekularen Substanz oft zugleich eine spezifi-
sche Wechselwirkung mit dem Rezeptor. Man fithrt diese
Korrelation auf einen Erkennungsmechanismus auf mole-
kularer Ebene zuriick!®®\. Folgerichtig sollten alle Verbin-
dungen, die mit demselben Rezeptor einen stabilen Kom-
plex bilden, eine strukturbedingte Gemeinsamkeit aufwei-
sen, die man als Pharmakophor bezeichnet. Der Begriff
Pharmakophor ist hier bewufit weiter gefafit als allgemein
tiblich, da sich zeigte, daB ein Erkennungsmuster nicht nur
ein Substitutionsmuster, sondern beispielsweise auch eine
bestimmte Form der Ladungsverteilung sein kann®”.. Der
Vergleich von Molekillen durch raumliche Superposition
dient letztlich dazu, ein Pharmakophor-Modell fiir eine be-
stimmte biologische Wirkung zu erstellen, zu bestétigen
oder zu verwerfen und neuartige Molekiilstrukturen zu
entwickeln, die den aufgefundenen Pharmakophor eben-
falls enthalten. Eine dreidimensionale Superposition von
Strukturen ist erforderlich, da fiir die Erkennung durch
den Rezeptor nicht nur offensichtliche strukturelle Ge-
meinsamkeiten wie funktionelle Gruppen, sondern viel-
mehr auch die rdumliche Orientierung des Pharmakophors
essentiell sind.

Der einfachste Strukturvergleich beschrinkt sich auf die
funktionellen Gruppen in einer Reihe strukturell analoger
Molekiile. Nach der Methode der kleinsten Abstandsqua-
drate (Least-Squares-Anpassung) wird die Summe der Ab-
stinde zwischen korrespondierenden Gruppen durch
Verschieben und Drehen der starren Molekiilgeriiste auf
ein Minimum gebracht. Meist entsprechen jedoch die
Konformationen, in denen die untersuchten Molekiile zu-
nichst vorliegen, nicht denen, die eine wirklich optimale
Anpassung zulassen, so daB3 zusitzlich um Bindungen ge-
dreht oder gar den einzelnen Atomen Bewegungsfreiheit in
allen drei Raumrichtungen gegeben werden muB3. Um da-
bei unsinnige Konformationen auszuschlieBen, werden zu-
gleich der Energieaufwand fiir die Strukturdnderung oder
andere geeignete Parameter (z. B. ,,bump check®) berech-
net. Die verbleibenden Unterschiede - gegebenenfalls zu-
sammen mit der Energie, die fiir die Anpassung aufge-
bracht werden muBte - ermdglichen qualitative Aussagen
dariiber, wie gut sich die untersuchten Strukturen mit dem
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zugrundegelegten Pharmakophor-Modell in Einklang brin-
gen lassen.

Auch die van-der-Waals-Volumina eignen sich zum Test
auf sterische Ubereinstimmungen®!-5>81; Man variiert die
Bewegungsfreiheitsgrade so lange, bis das Vereinigungsvo-
lumen aller Molekiile minimal ist. Ein solches auf Raum-
filllung beschrinktes Pharmakophor-Modell fiir Antimy-
cotica, die das fiir Pilze lebenswichtige Enzym Cytochrom-
P450-Monooxidase hemmen, zeigt Abbildung 3.

Abb. 3. Polygonnetz-Darstellung der van-der-Waals-Volumina des natilrli-
chen Substrats von Cytochrom-P450 (blau) und Miconazol (rot); Molekilge-
rist von Miconazol in griin,

Geeignete Bewertungsfunktionen fiir das Angleichen
von Ladungsmustern durch Variationen in den Freiheits-
graden der Molekiile zu finden, ist nicht ganz trivial. Nava-
sivapam und Dean'® beschreiben eine statistische Metho-
de, um Ladungsmuster auf Molekiiloberflichen einander
anzupassen. Auch eine Least-Squares-Anpassung eignet
sich dazu, elektrostatische Potentiale mehrerer Molekiile
auf einer beliebigen, in Raster aufgelosten Oberfliche an-
zugleichen®®, In Abbildung 4 wurde fiir dieses Verfahren
ein Ausschnitt aus der Mantelfliche eines Zylinders, der

Abb. 4. Projektion der Differenz der elektrostatischen Potentiale zweier Chi-
nazolin-Derivate (Dihydrofolat-Reduktase(DHFR)-Inhibitoren) auf eine
Fliche (rot: geringe, blau: grofle Unterschiede).
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die zu vergleichenden Molekiile umschlieBt, als Projek-
tionsfliche gewihlt. Durch unterschiedliche Farben fiir die
Verbindungslinien zwischen den Rasterpunkten lassen sich
Unterschiede in der Ladungsverteilung der verglichenen
Molekiile veranschaulichen. Broto und Moreau'®" verwen-
den eine Interkorrelationsfunktion, um Strukturen beziig-
lich effektiver Ladungen der Atome - aber auch anderer
atombezogener Eigenschaften - anzupassen. Hierbei iiber-
tragen sie ihr Konzept der Autokorrelationsfunktion zur
Beschreibung der ,,Eigenschaftsverteilung’ innerhalb ei-
nes Molekiils'®? auf das Problem, Ahnlichkeiten in der Ei-
genschaftsverteilung zweier Molekiile gleichsam berechen-
bar zu machen. Naray-Szabo'®? benutzt ein elektrostati-
sches ,,SchloB-und-Schliissel“-Modell, um die Gemein-
samkeiten von Trypsin-Inhibitoren zu untersuchen.

Ein Verfahren, mit dem sehr elegant ein Pharmakophor-
Modell bestitigt oder widerlegt werden kann, ist der ,,Acti-
ve-Analogue-Approach* von Marshall et al.®. Zunichst
wird eine Pharmakophor-Hypothese aufgestellt, indem
mehrere funktionelle Gruppen oder Heteroatome als es-
sentiell fiir die Wirkung definiert werden. Durch systemati-
sche Konformationssuche (Torsion um die drehbaren Bin-
dungen) bei allen Molekiilen wird die Pharmakophor-
Orientierung gesucht, die zumindest alle aktiven Verbin-
dungen einnehmen kdénnen. Gibt es keine solche Orientie-
rung, ist die Pharmakophor-Hypothese widerlegt. Bei er-
folgreicher Suche dient der gefundene rdumlich orientierte
Pharmakophor als erstes Kriterium fiir die Einstufung
neuer Verbindungen. In einem weiteren Schritt wird das
vom Rezeptor zur Verfiigung gestellte Volumen (,,excluded
volume**) als Vereinigungsvolumen aller aktiven Molekiile
in ihren aktiven Konformationen berechnet. Inaktive Mo-
lekiile sollten trotz richtig orientierten Pharmakophors
nicht in dieses Volumen eingepaBit werden kénnen, an-
dernfalls liegt wieder ein Grund vor, die Richtigkeit der
Pharmakophor-Hypothese in Zweifel zu ziehen.

Die Distance-Geometry-Methode zur Beschreibung der
Molekiilgeometrie nach Crippen'®> 148t sich auch auf das
Problem anwenden, gemeinsame sterische Merkmale aus
einem Satz von Molekiilen herauszufiltern®® ", Die Flexi-
bilitdt eines Molekiils wird durch eine Matrix der Mini-
mal- und eine der Maximalabstinde, also durch einen
Giltigkeitsbereich fiir die interatomaren Abstinde wieder-
gegeben. Fiir den Abstand zwischen zwei Atomen (oder re-
prisentativen Punkten) des Pharmakophors sind nur
Werte erlaubt, die innerhalb des Giiltigkeitsbereichs aller
aktiven Molekiile liegen. Dies schrinkt die Zahl der ,,akti-
ven* Konformationen, die aus den Abstandsmatrizen be-
rechnet werden kénnen, betrichtlich ein.

Anstelle einer Reihe aktiver Verbindungen wird oft auch
die Struktur des Ubergangszustands des natiirlichen Sub-
strats als ,Vorlage* fiir den Entwurf neuer potentiel-
ler Wirkstoffe (transition-state-Analoga) herangezogen!®®
(sieche auch Abschnitt 3.2). Da die Eigenschaften von
Ubergangszustinden experimentell nur schwer zuginglich
sind, muB3 der Reaktionsweg vom Substrat zum Produkt
meist aufwendig quantenmechanisch (ab initio, MNDO,
MINDO u.4.; siche auch Abschnitt 3.1) berechnet wer-
den.

Die Pharmakophor-Modelle, die man nach einem oder
mehreren der eben beschriebenen Verfahren ausgearbeitet
hat, lassen bedingt Riickschliisse auf Struktur und Eigen-
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schaften des Rezeptors zu. Fiir das Erstellen eines solchen
qualitativen Abbildes des Rezeptors wird in der Literatur
haufig der Begriff ,receptor (site) mapping* verwen-
det?8-67--71 Mit einem derartigen Rezeptor-Modell kann
man sich beim Entwurf neuer Verbindungen von der
Struktur der verglichenen Molekiile oder der Leitstruktur
l6sen und dennoch, wenn auch nur rein qualitativ, die Af-
finitat der neuen Struktur abschitzen.

4.2. Qualitative Struktur-Wirkungs-Beziehungen (SAR)

Die bisher vorgestellten Verfahren eignen sich nur fiir
eine relativ kleine Anzahl zu vergleichender Molekiile und
basieren auf der Annahme, die biologische Wirkung sei in
der Hauptsache auf einen einzigen Mechanismus, die Bil-
dung eines Rezeptor-Substrat-Komplexes, zuriickzufiih-
ren. Die Mustererkennungs-Methoden (pattern recogni-
tion = PR)"! dagegen sind an keine dieser Bedingungen
gekniipft. PR basiert auf strukturbedingten Molekiileigen-
schaften, die als Deskriptoren bezeichnet werden (z. B. An-
zahl der Sauerstoffatome im Molekiil oder der Molekiil-
durchmesser). Jedes Molekiil ist durch ein bestimmtes
Deskriptorenmuster charakterisiert. Mit Methoden der
kiinstlichen Intelligenz und mathematischen Verfahren wie
Cluster-, Hauptkomponenten- und Diskriminanzanalyse
werden Verbindungen ausgehend von diesen Mustern in
Aktivitdtsklassen eingeteilt. PR wird insbesondere ange-
wendet, wenn eine sehr groBe Anzahl strukturell inhomo-
gener Verbindungen zu klassifizieren ist, z. B. bei Untersu-
chungen iiber Cancerogenitit und Gentoxizitat”*.

Broto et al.”®™ berechnen fiir jedes Molekiil einen Auto-
korrelationsvektor iiber atombezogene Parameter und Ei-
genschaften [z. B. Heteroatom/Nichtheteroatom oder ato-
mares log P-Inkrement (siche Abschnitt 4.3)]; diese Vekto-
ren geben die Eigenschaftsverteilung innerhalb des Mole-
kiils wieder und sind fiir eine Klassifizierung der Verbin-
dungen in aktive und inaktive geeignet.

Der CASE-Algorithmus (Computer Automated Struc-
ture Evaluation)’™ zerlegt die Molekiile einer Untersu-
chungsreihe in Fragmente und sucht jene Substrukturen,
die zur Aktivitit beitragen oder zur Inaktivitat fiihren. Das
Verfahren liefert damit direkt ein Pharmakophor-Modell.
Uber einen idhnlichen Ansatz, mit dem auch quantitative
Struktur-Wirkungs-Beziehungen abgeleitet werden kon-
nen, berichten Streich und Franke*.

4.3. Quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehungen (QSAR)

Quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehungen beschrei-
ben die Aktivitit oder Reaktivitit in einer Verbindungs-
reihe durch einen mathematischen Formalismus, in den
strukturbedingte Parameter (Deskriptoren) eingehen. Ob-
wohl die klassischen QSAR-Ansitze rein empirisch gefun-
den wurden, lassen sie sich mit einer ,,extrathermodynami-
schen Niherung (Additivitit von Substituenteneinfliis-
sen, Separierbarkeit der verschiedenen Effekte etc.)”” phy-
sikalisch sinnvoll herleiten!”®.

Die erste quantitative Struktur-Reaktivitits-Beziehung
wurde bereits 1937 von Hammett entwickelt™: Er korre-
lierte die Hydrolysegeschwindigkeit meta- und para-substi-
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tuierter Benzoesdureester mit dem sogenannten Hammett-
Faktor o, der aus den Siurekonstanten der entsprechenden
Benzoesiduren berechnet wird. Um eine Beziehung zu er-
halten, die auch auf ortho-substituierte Verbindungen an-
wendbar ist, figte Taft der Hammett-Gleichung einen ste-
rischen Parameter E, hinzu!"®.,

Da neben elektronischen Gegebenheiten in einem Mole-
kiil, deren Substituentenabhingigkeit mit dem Hammett-
Faktor ¢ beschrieben werden soll, auch dessen Hydrophi-
lie oder Hydrophobie als fiir die biologische Wirkung
wichtig angenommen wurde, fithrten Hansch et al.®® einen
weiteren Parameter, i, ein [Gl. (¢)}, der auf Untersuchun-

log(1/C)=a-o+b-n+c (©)

gen von Meyer et al.®'! sowie Overton™® zuriickgeht und
aus den Verteilungskoeffizienten der Molekille in einem
Octanol-Wasser-Gemisch (log P-Werte) berechnet wird. C
ist die MaBzahl fiir die biologische Wirkung der unter-
suchten Verbindung; die Koeffizienten a, b und ¢ werden
durch ein Least-Squares-Verfahren so bestimmt, daB3 durch
Gleichung (¢) die gemessenen biologischen Daten eines
ausgewidhlten Satzes von Molekiilen optimal reproduziert
werden (Regressionsanalyse). Viele Systeme lassen sich mit
diesem Ansatz jedoch nur unzureichend beschreiben.
Hansch fihrte diese Unzuldnglichkeiten auf Transportme-
chanismen zuriick, die sich ebenfalls in den in-vivo-Wirk-
daten manifestieren, und nahm daher eine parabolische
Abhingigkeit der Wirkung von n an [Gl. (d)]**.

log(1/C)=a-o+b-n*+c-n+d @)

Die wohl am hiufigsten benutzte Form des klassischen
QSAR-Ansatzes auf der Basis einer Linearkombination
von Deskriptoren beriicksichtigt dariiber hinaus sterische
Effekte mit Hilfe des Taftschen Parameters E, [Gl. (e)].

log(1/C)=a-c+b-n’+c-n+d.E,+e (e)

Noch immer gibt es viele Bemiihungen, die Substituen-
tenparameter zu verbessern, durch andere zu ersetzen oder
neue hinzuzufiigen. Bereits Hammet(® differenzierte zwi-
schen o, fiir meta- und o, fiir para-Substituenten. Die Er-
kenntnis, daB sich elektronische Effekte der Substituenten
aus einem induktiven und einem resonanten Anteil zusam-
mensetzen, fiihrte zur Aufspaltung von ¢ in o; und o,

Neben Hanschs n wurden auch andere Substituentenpa-
rameter, die aus meBbaren Molekiileigenschaften ermitteit
werden kénnen, zur Beschreibung der hydrophoben Wech-
selwirkungen vorgeschlagen: Der Parachor, der sich aus
der Oberflichenspannung ergibt®, der Hildebrand-Scott-
Ldslichkeitsparameter’® und Parameter aus chromatogra-
phischen Verfahren®®. Einen empirischen Hydrophobie-
Parameter liefert die HIBIS-Methode®!.

Im klassischen QSAR-Ansatz gehen die Deskriptoren
nur skalar ein. Die sterische Wirkung von Substituenten ist
allerdings dreidimensional. Es ist daher schwierig, steri-
schen Substituenteneinfliissen durch Parameter wie dem
Taftschen E, oder dem Chartonschen U®?, der aus van-
der-Waals-Radien berechnet wird, gerecht zu werden.
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Durch Zerlegung des sterischen Deskriptors in Kompo-
nenten, gelang es Verloop et al®"*¥ immerhin, iber
den STERIMOL-Parameter eine relative Orientierung der
Substituenten zu beriicksichtigen. Auch die MSD-%,
MTD-*¥, SIBIS-"*%1 und 3D-MSD-Deskriptoren>9, die
alle auf der Superposition von Molekiilvolumina beruhen,
versuchen sterischen Effekten Rechnung zu tragen.

QSAR-Deskriptoren ganz besonderer Art sind die typi-
schen PR-Deskriptoren und die Komponenten von Auto-
korrelationsvektoren aus Brotos Ansatz®”). Daneben gibt es
zahlreiche Versuche, andere berechenbare GroBen, die das
Molekiil oder einen SubstituenteneinfluB beschreiben kén-
nen, mit der biologischen Wirkung des Molekiils zu korre-
lieren. So wurden Parameter, die man aus semiempirischen
quantenmechanischen Rechnungen ableitete®®, und Elek-
tronendichten aus Hiickel- und CNDO/2-Rechnungen™
als QSAR-Deskriptoren verwendet.

AuBler durch (multiple) Regressionsanalyse!'*” als Stan-
dardmethode kann ein QSAR-Ansatz nach Hansch oder
ein analoger Ansatz auch durch die Hauptkomponen-
ten-""%, Diskriminanz-('** oder Clusteranalyse!'*!statistisch
ausgewertet werden!!°!!; die Aussagekraft einer Regressi-
onsanalyse 148t sich an mehreren statistischen Grofien wie
der Standardabweichung oder dem Korrelationskoeffi-
zienten Gberprifen!'®®, Um die Relevanz eines Deskriptors
niherungsweise festzustellen, werden die Korrelations-
koeffizienten, die bei Analysen mit diesem Deskriptor und
ohne ihn resultieren, verglichen. Doch auch eine zufrie-
denstellende Statistik kann zufallige Korrelationen nicht
ausschlieBen!'®), und sie werden um so wahrscheinlicher,
je groBer die Zahl der Deskriptoren verglichen mit der An-
zahl eingesetzter Strukturen ist!'%,

Ohne physikochemische Parameter kommen Struktur-
Wirkungs-Beziehungen nach Free und Wilson"""" aus. Sie
werden unter der Annahme aufgestellt, daB3 jeder Substitu-
ent additiv zur Wirkung beitriagt. Der Wert fiir die Aktivi-
tit einer Verbindung wird der Summe aus einem festen
Grundwert und den Substituentenbeitragen gleichgesetzt.
Der Beitrag eines Substituenten hingt sowohl von dessen
Art als auch von dessen Position im Molekiil ab. Stellt man
die entsprechende Gleichung fiir jede getestete Verbin-
dung auf, erhilt man ein lineares Gleichungssystem, mit
dem sich iiber eine Least-Squares-Anpassung die einzel-
nen Beitrdge bestimmen lassen. Der EinfluB eines Substi-
tuenten, den keines der getesteten Molekiile in der entspre-
chenden Position enthilt, kann mit dieser Methode nicht
berechnet werden; es 148t sich nur die Wirkung anderer
Kombinationen der Substituenten abschitzen.

Die Hansch- und die Free-Wilson-Methode konnen
ohne weiteres auch in einem Algorithmus kombiniert wer-
den'®. Der Hansch-Ansatz ist auf die Verfiigbarkeit phy-
sikochemischer Parameter angewiesen, der Free-Wilson-
Ansatz auf eine moglichst groBe Variation des Substitu-
tionsmusters, so daB sie sich in ihren Anwendungsmég-
lichkeiten erginzen.

Eine dem Free-Wilson-Ansatz analoge Niherung be-
schreibt Crippen''® bei der Verwendung des Distance-
Geometry-Algorithmus (sieche auch Abschnitt 4.1) zum
Aufstellen quantitativer Struktur-Wirkungs-Beziehungen.
Auch hier werden Substituentenkonstanten berechnet, die
additiv zum Aktivititswert beitragen und von der Position
des Substituenten innerhalb der Rezeptorbindungsstelle
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abhingen. Im Unterschied zur klassischen Free-Wilson-
Methode werden mehrere (im allgemeinen zwei) rdumliche
Orientierungen des Pharmakophors ermittelt. Die Mole-
kiile einer Reihe werden nach ihrer Orientierung zum Re-
zeptor in Untermengen eingeteilt. Dadurch soll die
schlechte Korrelation zwischen Substituentenbeitrigen
und Wirkung bei Verwendung einer einzigen Pharmako-
phor-Orientierung verbessert werden.

In jiingerer Zeit beschiftigten sich einige Arbeiten mit
der Kombination von QSAR und Superpositions- oder Re-
ceptor-Mapping-Methoden, um ein Abbild des Rezeptors
zu erarbeiten, mit dem auch quantitative Aussagen mog-
lich sind®%1%%-11% Ein Verfahren, mit dem ein Rezeptor-
modell mit Hilfe von Pseudoatomen erstellt werden
kann!''" wird in Abschnitt 5.6 niher beschrieben werden.
Mit diesem Verfahren sind Voraussagen ilber die Aktivitit
eines Molekiils méglich, ohne daB empirische, extrather-
modynamische Struktur-Wirkungs-Beziehungen zugrunde-
gelegt wiirden.

5. Induktives Modellieren: Computersimulation

Die Geometrieoptimierung, wie sie in Abschnitt 3 be-
sprochen wurde, liefert normalerweise nur Informationen
iiber eine einzige Konformation. Bei Molekiilen mit vielen
inneren Freiheitsgraden kann es aber auf der Energichy-
perfliche eine groBe Zahl von Minima geben, so daB die
stabilste Konformation erst nach Kenntnis aller Minima
identifiziert werden kann. Es gibt eine Reihe von Metho-
den, um systematisch die stabilste Konformation zu su-
chen. Diese Methoden stoBen leider sehr schnell an ihre
Grenzen, denn schon ein Molekiil mit 50 Atomen, z. B. ein
offenkettiger Kohlenwasserstoff der Formel C,¢Hs4, kann
mehrere Millionen lokaler Minima aufweisen. Zweifellos
wird ein solches Molekiil nicht in einer einzigen Konfor-
mation verharren, sondern zwischen mehreren Konforma-
tionen fluktuieren. Es ist dann besser, vom Konzept der
stabilsten Konformation abzuriicken, und statt dessen die
dynamischen Eigenschaften des Molekiils zu modellieren.
Alle im folgenden vorgestellten Methoden benutzen zur
Berechnung der Energie Kraftfelder.

5.1. Konformationssuche

Das systematische Ausloten eines Konformationsraums,
um die Konformation niedrigster Energie (globales Mini-
mum der Hyperfliche) zu finden, bezeichnet man als Kon-
formationssuche. Ublicherweise nutzt man dabei aus, daB
Konformationen fast immer anhand von Torsionswinkeln
unterschieden werden kénnen. Im Prinzip lassen sich des-
halb alle Konformationen durch Variation der Torsions-
winkel finden. Man wihlt eine méglichst groBe Zahl plau-
sibler Startkonformationen!'? und relaxiert sie (siche Ab-
schnitt 3.2). Die neuen Konformationen dhneln natiirlich
den Startkonformationen. Um von der kritischen Auswahl
der Startkonformationen unabhiingiger zu werden, kann
man cin Raster iiber den Raum der Torsionswinkel legen
(,.grid search*)!''3,

Die zur Konformationssuche benétigten Energien kén-
nen bei besonderen Anforderungen an die Genauigkeit
quantenmechanisch berechnet werden!'¥, meist werden
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zur Berechnung jedoch Kraftfelder verwendet. Der Auf-
wand fiir diese Art der Konformationssuche wichst expo-
nentiell mit der Zahl der Bindungen, so daB sie nur bei
kleinen Molekiilen maoglich ist.

Bei groBen Molekiilen muf8 man die Suche durch zusétz-
liche Einschrinkungen vereinfachen. Oft hat man die
Madglichkeit, die Zahl der variablen Torsionswinkel durch
die Ausnutzung lokaler Symmetrien zu reduzieren!''*''%,
Man sucht die giinstigsten Konformationen kleiner Unter-

einheiten und iibernimmt sie als feste Bldcke in das Ge- .

samtmolekiil oder leitet aus ihnen Rasterpunkte fiir die
globale Suche ab. Ein wichtiges Beispiel hierfiir ist die
Vorhersage sekundirer Strukturelemente in Polypeptiden
und Proteinen!''®), Die Vorgabe von Faltblatt-Strukturen,
Schleifen und Helices entspricht einer Vorauswahl der
moglichen Werte fiir die Torsionswinkel der Hauptket-
te“”].

5.2. Molekilldynamik

Die immense Zahl innerer Freiheitsgrade von Biomole-
kiilen und Polymeren sowie die Kopplung von Freiheits-
graden bei cyclischen Molekiilen legen es nahe, bei der
Konformationssuche die dynamischen Eigenschaften von
Modellen zu nutzen; die Konformationssuche wird ein
Computerexperiment, bei dem man die Reaktion des Mo-
dells auf duBere Storungen betrachtet. Dies entspricht der
Vorstellung, daBl ein reales Molekiil im thermischen
Gleichgewicht seine giinstigste Konformation in einer
Folge von reversiblen Geometriednderungen findet. Um
dies auf ein mechanisches Modell zu iibertragen, muB man
die zeitliche Entwicklung der Geometrie betrachten
(X¥=Xx(r), Trajektorie). Aus der Entwicklung fiir #+d¢ und
t—dt erhilt man Gleichung ()!"'%'"%). Nach Newton gilt fiir
jedes Atom i Gleichung (g), und aus dem Kraftfeld [siche
Abschnitt 3.1, Gl. (b)] ergibt sich Gleichung (h).

d2x(n)

(+dn=2X(—-x(t—-dn + T dH?+0[(dnY )]
&¥% . F

am =G ®
Fi= —grad;(¥) ()

Man 16st die Newtonschen Bewegungsgleichungen
durch diskretisierte Integration liber eine méglichst grofle
Zahl endlicher Zeitschritte (dz—A#). Mit der GréBe des er-
sten Entwicklungsschritts (Storung des Systems) legt man
das Niveau der kinetischen Energie fest und stellt den Be-
zug zu einer Temperatur T im Sinne der statistischen Me-
chanik her [Gl. (i)]. Die zeitliche Entwicklung des Systems
kann auch iiber die Geschwindigkeiten der Atome formu-
liert werden [GL. (j)], wobei man durch Skalierung der Ge-
schwindigkeiten die Modelltemperatur konstant halten
kann. Dies entspricht der Kopplung an ein Wirme-
bad[llD,lZO].

%NkT= % ;mi')% ®
5t +d1/2)=(t—di/2) + d;’j 9 (dry +0pdn 0
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Molekiildynamik(MD)-Simulationen kénnen sowohl
mit einzelnen Molekiilen als auch mit ganzen Ensembles
von Molekiilen durchgefiihrt werden. Man ordnet die Mo-
lekiile mit der gewiinschten Dichte in einer Zelle mit ent-
sprechend groflem Volumen an. Bei Flussigkeiten nimmt
man meist einen Wiirfel als Zelle, bei Kristallstrukturen
orientiert man sich an der Elementarzelle. Durch periodi-
sche Randbedingungen werden Oberflichenartefakte be-
seitigt und eine quasi-unendliche Teilchenzahl erzeugt,
indem die Zelle in allen Raumrichtungen von ihrem eige-
nen Bild umgeben wird!'?" (Abb. 5). Durch Skalierung

des Zellvolumens kann man den Druck konstant hal-
ten!119.120]

Abb. 5. Periodische Randbedingungen bei MD- und Monte-Carlo(MC)-Si-
mulationen (siehe Text).

Die optimale GréBe eines Zeitschritts At bei der Simula-
tion von Molekiilen mit vielen inneren Freiheitsgraden
liegt bei 10~ ** bis 10~'* 5, Dies entspricht in etwa der Zeit-
skala von Molekiilschwingungen. Mit Supercomputern
sind Simulationen iiber 10° Zeitschritte mdglich!'??, so daB
auch innere Rotationen und Aggregationen (Clusterbil-
dung) erfaBBt werden konnen. Man kann damit die Dyna-
mik von Molekiilen mit 500 Atomen, auch unter Einschluf3
von einigen hundert Losungsmittelmolekiilen, recht aus-
filhrlich untersuchen. Aus der Trajektorie des Systems
konnen schnelle, periodische Bewegungen und langsame,
nichtperiodische Bewegungen abgelesen werden. Letztere
sind besonders interessant, da sie zu Konformationsdnde-
rungen fithren. Auf diese Weise kann unmittelbar die Sta-
bilitit einer hypothetischen Konformation eines groBen
Molekiils beurteilt werden. Durch hohe Temperaturen
kann man den Ubergang des Systems in andere Konforma-
tionen beschleunigen, wobei sich allerdings auch der Ag-
gregatzustand 4dndern kann, so daB man in einen vollig an-
deren Bereich des Konformationsraums wechselt. Man hat
also die Mdglichkeit, Phaseniiberginge zu untersuchen.

Eine groBe Rolle bei der Auswertung von MD-Simula-
tionen spielen Korrelationen und Mittelwerte. Man unter-
scheidet zwischen zeitlichen und riumlichen Korrelatio-
nen und stellt sie durch Korrelationsfunktionen dar''?'2%,
Anhand der zeitlichen Korrelationsfunktionen kdnnen Be-
wegungstypen (periodisch, nichtperiodisch)!'*! und insbe-
sondere Kopplungen zwischen verschiedenen Teilen des
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Molekiils abgelesen werden. Bei den zeitunabhéngigen
Korrelationen betrachtet man zeitliche Mittelwerte (z.B.
von inneren Koordinaten oder der GroBe von Clustern).
Es kénnen damit bevorzugte lokale und globale Konfor-
mationen identifiziert werden. Sehr oft wird so die Struk-
tur von Solvathiillen bei der Simulation von Molekiilen in
Losung analysiert, um Anhaltspunkte fiir Hydrophilie oder
Hydrophobie zu erhalten!"%,

Die genannten Maéglichkeiten von MD-Simulationen
gelten im Prinzip fiir alle Arten von Systemen, wenn man
iiber die notigen Kraftfeldparameter verfiigt. Meistens
werden allerdings fluide Systeme untersucht!'?”). Dariiber
hinaus gibt es Simulationen von Festkdrpern und Oberfl4-
chen!'? sowie Polymeren!'*’. Von den Biomolekiilen wur-
den Nucleinsiuren!%, Peptide!'?* 1311321 Proteine!"**! und
Membranen!™¥ untersucht. Fiir alle Arten von Systemen
gilt jedoch die Einschrinkung, daB man mit heutigen
Computern!'?>'3] keine Prozesse untersuchen kann, die
deutlich langer als 10~° s dauern. Beispielsweise ist es des-
halb nicht méglich, die Faltung von Proteinen ausschlieB3-
lich durch MD-Simulationen zu modellieren. Das gleiche
gilt fiir die meisten biologischen Transportvorginge, wobei
z.B. der Transport von Ionen durch Membrankanile!'*¢
gerade an der Grenze fiir sinnvolle Untersuchungen liegt.

5.3. Monte-Carlo-Verfahren

Eine andere Art von Computerexperimenten basiert auf
statistischen Variationen des Modells. Man benutzt das
Monte-Carlo-Verfahren, eine Methode, mit der Eigen-
schaften fluktuierender Systeme als Ensemblemittelwerte
berechnet werden kénnen!'>*'*”) Integrale der Form (k)
werden diskretisiert gemiB Ausdruck (I). Uber Zufallszah-

@ AE@-dE d7,...dix @©
T [f@)dx dx;...dxn

(A)

SG) AG)
(A) = s )

M
TEEY)

len werden M lokale Variationen des Systems (Verschie-
bung eines Atoms, Anderung eines Torsionswinkels) et-
zeugt, die zu einer neuen Konformation fiihren. Ist deren
Energie E'"* niedriger als die der alten Konformation,
wird sie akzeptiert, d. h. die néchste Variation geht von der
neuen Konformation aus. st die Energie dagegen hdher,
wird der Bolizmann-Faktor f [Gl. (m)] berechnet und mit
einer weiteren Zufallszahl verglichen. Falls die Zufallszahl

f=exp(—(E"w — E®W)/kT) (m)

kleiner ist als f, wird die neue Konformation doch noch
akzeptiert, anderenfalls bleibt die alte bestehen. f ist also
die Wahrscheinlichkeit fiir den Ubergang in eine Konfor-
mation hoherer Energie und hingt nur von der unmittelbar
vorhergehenden Konformation ab. Diese Art von zufilli-
ger Wanderung durch den Konformationsraum eines Sy-
stems bezeichnet man als Markov-Kette!'**, Dem System
werden auf diese Weise Fluktuationen (Abb. 6) ermoglicht,
die einer Boltzmann-Verteilung zur Temperatur T entspre-
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Abb. 6. Brownsche Bewegung von H,0-Molekiilen bei einer MC-Simula-
tion.

chen. Die Verwendung des Boltzmann-Faktors als Uber-
gangswahrscheinlichkeit ist das Merkmal des Metropolis-
Verfahrens!'**. Wie bei Molekiildynamik-Rechnungen ist
es liblich, Vielteilchensysteme mit periodischen Randbe-
dingungen zu versehen (siche Abb. 5).

Die Berechnung von Mittelwerten ist natiirlich mit stati-
stischen Fehlern behaftet, die sich in der Standardabwei-
chung der Werte niederschlagen [Gl. (n)]. Da s(A) propor-

s(A) =]/ E“(A“"— A)/M (n)
k

tional zu l/fﬁ ist, muB3 man die Zahl M der Proben ver-
hundertfachen, um das Ergebnis eine Dezimalstelle ge-
nauer zu erhalten. In der Praxis arbeitet man mit M in der
GroBenordnung von 10°.

Auch das MC-Verfahren ist bisher hauptsichlich zur
Untersuchung der Eigenschaften von Fliissigkeiten ange-
wendet worden!'*”\. Dariiber hinaus gibt es Untersuchun-
gen zur Solvatation von Biomolekiilen!'*”! und zur Konfor-
mationsbestimmung bei Polymeren!'*!., Durch die statisti-
sche Auswahl der Variationen ist das MC-Verfahren sehr
gut fiir die Konformationssuche geeignet. Ein ganz wesent-
licher Aspekt von MC-Simulationen ist die im nichsten
Abschnitt vorgestellte Berechnung thermodynamischer
GroBen, speziell der Entropie.

5.4. Berechnung von Entropie-Beitriigen

Die Energiebilanz eines Prozesses ist nicht allein durch
die Unterschiede in den inneren Energien oder Enthalpien
der beteiligten Untersysteme bestimmt. Die nutzbare freie
Energie AG [Gl. (0)] enthilt immer auch einen Beitrag aus

AG=AH-TAS (0)

der Anderung der Entropie, der mit der Temperatur ver-
kniipft ist. Dies weist darauf hin, daB hier die Dynamik der
Molekiile eine Rolle spielt. Der dritte Hauptsatz der Ther-
modynamik [Gl. (p)], der die Entropie mit der Wahrschein-

S=k-In(W) (p)
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lichkeit fiir einen Zustand oder eine Konformation eines
Systems verkniipft, ist die Grundlage fiir die Berechnung
der Entropie von Modellen mit dem Computer. Die Bei-
trdge zur Entropie lassen sich gliedern in externe Beitrige
aus der Translationsbewegung, der Rotationsbewegung
und der Teilchenzahl (Solvatation, Aggregation) sowie in-
terne Beitrige aus Molekiilvibrationen und inneren Rota-
tionen.

Uber die Zustandssummen Z,,ons, Z.ii, und Z,,, der sta-
tistischen Mechanik konnen die einzelnen Beitrige gemiB
Gleichung (q) berechnet werden!'*%,

s=nk | 72102
oT

+ In(2) (@

Dabei werden sogar die Quanteneffekte des harmoni-
schen Oszillators und des starren Rotators beriicksichtigt.
Die Beitrige aus der Teilchenzahl manifestieren sich pri-
mdr in ,stochiometrischen* Faktoren, beeinflussen dar-
tiber hinaus jedoch indirekt auch die anderen Beitrige. Sie
sind zum Beispiel der Hauptbeitrag zum entropischen An-
teil der hydrophoben Wechselwirkung!.

Fiir sehr groBe Systeme ist die direkte Berechnung der
Entropie iiber Zustandssummen wegen der zugrundelie-
genden Niherungen zu ungenau. Statt dessen kdnnen
MC-I'*¥ oder MD-Simulationen!'"**! benutzt werden, um
die Entropie aus den Schwankungen der inneren Koordi-
naten zu berechnen; dies ist dquivalent zu einer Bestim-
mung der Wahrscheinlichkeit W. Allerdings konnen dabei
nur periodische Bewegungen beriicksichtigt werden. Um
jedoch den Entropiebeitrag zum Energieunterschied zwi-
schen verschiedenen Konformationen eines Molekiils zu
ermitteln, ist dies eine brauchbare Methode.

5.5. Einpassen von Substraten in Rezeptoren (,,Docking*)

Die Wechselwirkung zwischen einem Rezeptormolekiil
R und anderen Molekiilen entscheidet dariiber, ob ein be-
stimmter Typ von Molekiil bevorzugt wird und daher an-
dere Molekiile verdringen kann. Ein Beispiel dafiir ist die
kompetitive Hemmung von Enzymen, bei der das natiirli-
che Substrat S durch einen Inhibitor I verdringt wird. Bei
Vernachldssigung der Entropiebeitrige gelten die Energie-
bilanzen (r). Damit iiberhaupt ein Komplex gebildet wird,

AE(S)=E(RS) - E(R)— E(S)
AE(l) = E(RI) — E(R)— E(I)

(D

muB AE negativ sein. |[AE(I)| > |A E(S)| ist dann eine not-
wendige Voraussetzung fiir eine inhibitorische Wirkung
von 1. Zur Berechnung der Energien miissen die optimalen
Konformationen der Molekiile R, S und I sowie die Kon-
formationen der Komplexe RS und RI bekannt sein. Fir
das freie Molekiil R bezieht man sich im allgemeinen auf
die Ergebnisse einer Rontgen-Strukturanalyse, fiir Substrat
und Inhibitor kdnnen die Methoden aus den Abschnitten
3.1 und 5.1 benutzt werden. Die Suche nach der Konfor-
mation eines Komplexes aus zwei Molekiilen, meist als
Docking bezeichnet, hat drei Aspekte!'¢l:
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a) Relative Orientierung von S/I zu R.
b) Optimale Konformation von S/I im Kontakt mit R.
¢) Optimale Konformation von R im Kontakt mit S/I.

Beim Docking von starren Liganden an ebenfalls starre
Rezeptoren ist lediglich Punkt a) von Bedeutung. In sol-
chen Fillen ist interaktives Docking (siche Abschnitt 2) die
Methode der Wahl. Bei nicht starren Liganden jedoch wird
man sofort mit dem Problem der Minimumsvielfalt kon-
frontiert [Punkt b)]. Interaktives Docking kann dann sehr
leicht zu falschen Ergebnissen fiihren, wenn man das glo-
bale Minimum nicht findet. Fiir diese Fille hat sich eine
spezielle Form der MC-Simulation bewihrt!'*”), bei der mit
einem Evolutionsalgorithmus® mehrere Konformationen
parallel gesucht und optimiert werden. Konformationsin-
derungen des Rezeptors [Punkt ¢)] kénnen durch nachtrig-
liche Optimierung des RS/RI-Komplexes mit MD- oder
MC-Simulationen beriicksichtigt werden, wenn die Verfor-
mungen des Rezeptors gering sind. Gleichzeitig kénnen
auch Entropiebeitrige zur Komplexbildung bestimmt wer-
den.

5.6. Entwerfen eines Rezeptormodells (Receptor Modelling)

In Abschnitt 4 Giber vergleichende Methoden wurden be-
reits einige Ansitze aufgezeigt, mit denen Rezeptormodelle
erstellt werden kdnnen®%¢7-%-7 Erst durch Kombination
mit klassischen QSAR-Methoden (nach Free und Wilson
oder Hansch) sind mit diesen Modellen auch quantitative
Aussagen iiber die Wirkung von Analoga mog-
]ich[92. 1091 10].

Das im folgenden beschriebene Verfahren nutzt die ex-
perimentellen Wirkdaten einer Reihe strukturell dhnlicher
Molekiile zur Entwicklung eines Rezeptormodells'''" ohne
den Umweg iiber physikochemische Parameter (Hansch)
oder empirisch bestimmte Substituentenbeitrige (Free und
Wilson). Das Ergebnis sind die aktiven Konformationen
der Wirkmolekiile und ein Rezeptormodell, iiber das Akti-
vititen ungetesteter Verbindungen berechnet werden kon-
nen. Somit vereint Receptor modelling den Active-Ana-
logue-Approach (siche Abschnitt 4.1) mit QSAR, ohne dal
der theoretische Ansatz ein Hybrid der beiden Methoden
wire. Es werden jeweils die Bindungsenergien der Mole-
kiile zu einem Pseudomolekiil, dem Rezeptormodell, be-
rechnet. Die pseudo-Bindungsenergie eines Molekiils setzt
sich aus der elektrostatischen und der van-der-Waals-
Wechselwirkung zwischen Molekiil und Rezeptormodell
sowie der Konformationsenergie des Molekiils zusammen.
Die verwendeten Energieterme entsprechen exakt den in
Abschnitt 3 [Gl. (a)] erlduterten Kraftfeldbeitrigen. Der
Rezeptor besteht aus Pseudoatomen, die sich von echten
Atomen dadurch unterscheiden, daf3 ihre van-der-Waals-
Radien und ihre effektiven Ladungen wihrend der Rech-
nung variiert werden kénnen.

Durch ein iteratives Verfahren werden die Strukturen
der Molekiile und des Rezeptormodells sowie die effekti-
ven Ladungen und die van-der-Waals-Radien der Pseudo-
atome so lange variiert, bis die pseudo-Bindungsenergien
die experimentellen Enthalpien (aus den Wirkdaten be-
rechnet) optimal reproduzieren. Gleichzeitig wird gefor-
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dert, daB die Molekiil-Rezeptormodell-Komplexe stabil
sind, d.h. sich in einem -~ nach Moglichkeit globalen -
Energieminimum befinden. Das Verfahren bedient sich
dabei zweier Ndherungen: a) Der Rezeptor ist fiir alle Mo-
lekiile identisch; b) Entropie- und Solvatationseffekte wer-
den nicht explizit beriicksichtigt. Abbildung 7 zeigt ein Re-
zeptormodell, das mit sechs Inhibitoren der Dihydrofolat-
Reduktase (DHFR) (siche auch Abschnitt 6.1) aus der
Klasse der Chinazoline berechnet wurde.

Abb. 7. Kalottendarstellung eines Rezeptormodells (rot) fiir DHFR-Inhibito-
ren mit einem eingepaBten Chinazolin-Derivat (blau).

Zur Uberpriifung des Rezeptormodells werden weitere
experimentell untersuchte Molekiile (Testmolekiile) in das
Pseudomolekiil ,eingedockt”. Der Vergleich der so erhal-
tenen pseudo-Bindungsenergien mit den experimentellen
Bindungsenergien der Testmolekiile gibt AufschluB tber
die Voraussagekraft des Rezeptormodells.

Neu entworfene Verbindungen kénnen dann in das Re-
zeptormodell eingepafit werden; die dabei erhaltene pseu-
do-Bindungsenergie erméglicht eine Aktivitidtsvoraussage,
die um so sicherer ist, je grofier die durch Testsubstanzen
festgestellte Voraussagekraft des Modells ist.

6. Anwendungsbeispiele

CAMD ist heute bereits so verbreitet, daB} hier nicht alle
Einsatzgebiete vorgestellt werden kdnnen. Wir haben des-
halb drei Anwendungen ausgewihlt, an denen die Arbeits-
weise und die Bedeutung dieses neuen Instruments darge-
stellt werden sollen. Aus historischen Griinden beginnen
wir mit der Dihydrofolat-Reduktase. Sie ist wohl eines der
am lingsten und griindlichsten mit computergestiitzten
Methoden untersuchten Enzyme und ist zugleich pharma-
kologisch hochinteressant. Das gleiche gilt fiir Renin. Mit
dem Abschnitt iiber ,,Protein-Engineering” mochten wir
zeigen, daB dieses zukunftstrichtige Arbeitsgebiet ohne
Computergraphik nicht denkbar ist.

6.1. Untersuchungen an der Dihydrofolat-Reduktase

Das Interesse an der Struktur und der Funktion von
DHFR und damit der Umfang an Literatur dazu haben in
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den letzten Jahren sehr stark zugenommen. DHFR kataly-
siert die NADPH-abhingige Reduktion von 7,8-Dihydro-
folat zu 5,6,7,8-Tetrahydrofolat und nimmt daher eine
Schliisselfunktion im Stoffwechsel zahlreicher Organismen
ein. Sie ist das Zielenzym des Cytostaticums Methotrexat
und des antibakteriell wirksamen Trimethoprims. Die drei-
dimensionalen Strukturen der Enzyme aus Hiihnerle-
ber!'*8) Lactobacillus caseil'*® und Escherichia coli''*® und
die Struktur eines Komplexes aus Methotrexat, Cofaktor
und Enzym standen etwa zur gleichen Zeit zur Verfiigung
wie leistungsfahige Molekiilgraphik-Programme, so daf
die Dihydrofolat-Reduktase zum bevorzugten Untersu-
chungsobjekt der Molekiildesigner wurde. Eine Reihe von
Forschungsgruppen in der Industrie!'*” beschiftigte sich
sehr intensiv mit dem Entwerfen verbesserter und spezifi-
scher wirkender Analoga von Trimethoprim und der Ent-
wicklung neuer Inhibitoren mit Antimalaria-Aktivitat!'s",
An Hochschulen versuchten die Arbeitsgruppen von
Hansch und Langridge!'® mit einer Kombination von
QSAR und Modelling (siehe auch Abschnitt 4.3) effekti-
vere Inhibitoren fiir DHFR zu entwickeln, Héltje et al. und
Richards et al. versuchten, mit Hilfe von semiempiri-
schen!">® bzw. ab-initio-Verfahren!'* aus der Quantenme-
chanik (siche Abschnitt 3) zu besseren Inhibitoren zu ge-
langen. Erwihnt seien auch die Modelling-Arbeiten von
Cody''>%\, North et al.l"*® sowie Ghose und Crippen''® an
DHFR-Inhibitoren. In groBem Umfang wurden auflerdem
Enzym-Inhibitor-Bindungen NMR-spektroskopisch unter-
sucht!%7,

In jiingster Zeit konnte die Arbeitsgruppe um Kraut und
Matthews!"*® die Strukturen von mindestens zehn Enzym-
Inhibitor-Komplexen von DHFR aus Huhn und E. coli
aufkliaren. Die Analyse dieser Strukturen zeigte, warum
Trimethoprim DHFR aus Bakterien stirker hemmt als
DHFR aus Wirbeltieren: Die sich gegeniiberliegenden,
den Hohlraum des aktiven Zentrums bildenden Aminoséu-
ren sind bei DHFR aus Huhn 1.5 bis 2 A weiter voneinan-
der entfernt als bei DHFR aus E. coli. Dies fithrt zu einer
unterschiedlichen Anordnung der Inhibitoren in den En-
zym-Inhibitor-Komplexen beider Enzyme und zu verschie-
den starker Inhibition. Diese Erkenntnisse lassen hoffen,
daB man in Zukunft nach Isolierung, Kristallisation und
Rontgen-Strukturanalyse des Zielproteins selektive Inhibi-
toren, die nicht in den Stoffwechsel des Wirtsorganismus
eingreifen, nach den in Abschnitt 5 beschriebenen Metho-
den entwerfen und dann wesentlich gezielter Arzneimittel
entwickeln kann.

6.2. Untersuchungen an Renin

Inhibitoren des Enzyms Renin sind potentielle Thera-
peutica des Bluthochdrucks. Zwar gibt es von Renin bis
heute keine Rontgen-Strukturanalyse, doch da hochaufge-
l6ste Strukturen einiger dem Renin sehr nahe verwandter
Aspartyl-Proteasen wie Pepsin, Rhizopus-chinensis-Pepsin,
Penicillopepsin und Endothiapepsin!'*®-'*% sowie die Se-
quenzen von M4userenin!'®* und spiter auch von Human-
renin!'*" bestimmt wurden, konnten mit Hilfe von CAMD
rdumliche Modelle von M#userenin!'® und Humanre-
nin!'% %7 entwickelt werden. Auf der Basis dieser Modelle
und der Strukturen der Enzym-Substrat-Komplexe von
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Pepstatin in  Rhizopus-chinensis- und Penicillopep-
sin!'5%-160-162 wyrde in mehreren Arbeitsgruppen versucht,
Renin-Inhibitoren zu entwerfen!'®®), Dies war ein mehrstu-
figes Vorgehen:

1) Der Hohlraum, in dem sich das aktive Zentrum des
Enzyms befindet, wurde auf den dort zur Verfiigung ste-
henden Raum und die méglichen Bindungsstellen zwi-
schen Enzym und Substrat- oder Inhibitormolekiil hin un-
tersucht (Wasserstoffbriicken bildende Strukturelemente,
hydrophobe Taschen etc.).

2) Weitere wichtige Aufschliisse gab die Anordnung des
Inhibitors im Enzym-Inhibitor-Komplex. Neu konzipierte
Inhibitoren sollten in bestimmten Bereichen des Molekiils
die gleiche Geometrie annehmen und die gleichen Bin-
dungsstellen am Enzym besetzen kénnen wie dieser Mo-
dellinhibitor und wurden deshalb mit speziellen Algorith-
men angepaBt (sieche Abschnitt 4).

3) Molekiilmodelle, bei denen diese Anpassung mit ge-
ringem Energieaufwand moglich war, wurden dann von ei-
nem Teil der Autoren interaktiv in den Hohlraum des Hu-
manrenin-Modells gebracht. Fiihrte dieser Vorgang nach
ciner Relaxation, die mit einer Kraftfeldrechnung durchge-
fihrt wurde, zu einer energetisch giinstigen Anordnung,
hatte man, mit etwas Gliick, eine neue wirksame Verbin-
dung entworfen. Die endgiiltige Aussage iiber eine verbes-
serte Inhibitorwirkung konnte dann nur das Experiment
liefern. Das genauere Studium des Ubergangszustands die-
ser enzymatischen Reaktion fiihrte zu neuen hochwirksa-
men Verbindungen!'*, den transition-state-Analoga (siche
auch Abschnitt 4.1), und zu einem tieferen Verstdndnis der
enzymatischen Reaktion!'],

6.3. Protein-Engineering

Protein-Engineering ist ein relativ neues, zukunftstrich-
tiges Arbeitsgebiet, dessen Auswirkungen auf andere Ar-
beitsrichtungen nur schwer abzuschiitzen sind. Mit Hilfe
von Protein-Engineering kénnen Struktur-Wirkungs-Bezie-
hungen bei Enzymen aufgekléirt und darauf basierend Pro-
teine mit gezielt verinderten, also neuen oder verbesserten
Eigenschaften hergestellt werden!"’® """\, Einige dieser Ei-
genschaften sind thermische Stabilitit, Substratspezifitit
und kinetisches Verhalten von Enzymen sowie therapeuti-
sche Eigenschaften von Proteinen. So wurde der EinfluB
von Disulfidbriicken auf die in-vitro-Stabilitdt von T4-Ly-
sozym-Varianten sehr intensiv untersucht!'’?, und die
Struktur-Wirkungs-Beziehungen bei Subtilisin'’"'"* und
bei der Tyrosyl-tRNA-Synthetase!'’¥ konnten aufgeklirt
werden. Voraussetzungen dafiir sind, daB man gentechno-
logisch gezielt eine oder mehrere Aminosiuren in einem
Protein austauschen kann (,.site-directed mutagenesis*)
und daB Rontgen-Strukturanalyse und NMR-Spektrosko-
pie die dreidimensionalen Strukturen der Proteine zugéng-
lich machen. Diese Strukturen werden mit Methoden des
Molecular Modelling dargestellt, ausgewertet und model-
liert. Das Modellieren geschieht im einfachsten Fall inter-
aktivl'™®, Ausgehend von der Struktur des Wildtyps wer-
den die interessierenden Aminosiduren ausgetauscht. Die
Konformation der Hauptkette (,,backbone**) des urspriing-
lichen Enzyms wird beibehalten, und die Seitenketten wer-
den jeweils so orientiert, daB keine verbotenen sterischen
Wechselwirkungen auftreten. Dies kann rein visuell durch-
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gefihrt werden, wie in Abschnitt 2 beschrieben, oder
durch Molekiildynamik-Rechnung. Die Wechselwirkung
zwischen Protein und Substrat kann durch Docking-
Versuche (siche Abschnitt 2) abgeschitzt werden. Es gibt
auch kompliziertere Ansitze, die homologe Teilstrukturen
aus der Brookhaven-Proteindatenbank einbeziehen!'’®),
Inwieweit der Austausch bestimmter Aminosduren die
Tertidrstruktur des Proteins veridndert, ist heute noch nicht
einfach vorauszusagen.

Das Substrat kann allerdings auch mit einem automati-
schen Docking-Programm (siehe Abschnitt 5.5) in das ver-
dnderte aktive Zentrum des untersuchten Enzyms einge-
pafit werden. Dies wird mit Sicherheit zu objektiveren Er-
gebnissen fithren als das interaktive Einpassen. Weitere
Arbeiten beschiftigen sich mit dem Modellieren der Pep-
tidspaltung durch Thermolysin!'”” und mit der Bedeutung

elektrostatischer Effekte in der enzymatischen Kataly-
1178]
sel!™l,

7. SchluBbemerkungen und Ausblick

In dieser Ubersicht wurden sehr unterschiedliche Mo-
dellansitze aufgezeigt, die alle ein Ziel haben: den Ent-
wurf von Molekiilstrukturen mit ganz speziellen Eigen-
schaften unter Ausschopfung der vorhandenen Informa-
tion. CAMD beschrénkt sich folglich nicht auf ein Stan-
dardverfahren; erst die Verfiigbarkeit mehrerer Methoden
nebeneinander und das Wissen iiber deren Stirken und
Schwichen gewihrleisten ein effektives Molekiildesign,
wie dies in den Anwendungsbeispielen in Abschnitt 6 ge-
zeigt wurde.

CAMD ist heute zu einem unverzichtbaren Hilfsmittel
in sehr unterschiedlichen Bereichen molekiilorientierter
Forschung geworden. Neben den schon eher ,,klassischen*
Anwendungen, wie dem in Abschnitt 6 beschriebenen
»Drug design, wird ein kiinftiger Schwerpunkt fir
CAMD sicherlich die Proteinforschung sein. So wurde
etwa dariiber spekuliert!'”, ob es nach Aufklirung der
Hilllproteine von Rhino- und Polioviren!'®® méglich ist,
mit computergestiitzten Methoden neue Wirkstoffe gegen
diese Viren zu entwickeln.

Im industriellen Bereich kennzeichnet steigender For-
schungsaufwand die Suche nach neuen biologisch aktiven
Verbindungen. Durch verstirkte molekularbiologische
Forschung zur Aufklirung der Wirkmechanismen und
durch computergestiitztes Molekiildesign konnte eine
Trendwende eingeleitet werden. Deshalb wird CAMD in
Zukunft stérker als bisher bei der Entwicklung neuer Arz-
nei- und Pflanzenschutzmittel angewendet werden. Neue
Perspektiven werden auch fiir chemische Umsetzungen an
Festkorperoberflichen (heterogene Katalyse) und fiir die
Aufklarung der Eigenschaften von Festkorpern erwar-
tet(181,

Die weitere Entwicklung von CAMD wird sicherlich da-
von abhéngen, in welchem Umfang in Zukunft Supercom-
puter fiir Simulationsrechnungen an Molekiilen verfligbar
sein werden und welche Fortschritte bei der Entwicklung
neuer Methoden und Programme, mdoglicherweise unter
Einbeziehung der kiinstlichen Intelligenz, erzielt werden.

Ei am 29. D ber 1986,
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