Die riiumlichen Orientierungen von H-Briicken-Kontakten. die aus den
Kristallstrukturen niedermolekularer Verbindungen abgeleitet wurden
(Stiibchen. haufen™). passen hervorragend zur Ausrichtung von Metho-
trexat in der Bindetasche der Dihydrofolat-Reduktase aus Escherichia coli.
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Was 1idft sich aus der molekularen Erkennung in Protein-Ligand-Komplexen fiir
das Design neuer Wirkstoffe lernen?

Hans-Joachim Bohm* und Gerhard Klebe*

Das Verstindnis der nichtkovalenten
Wechselwirkungen in Protein-Ligand-
Komplexen ist essentiell fiir die moderne
Biochemie und trigt zur Entdeckung
neuer Wirkstoffe bei. In der vorliegen-
den Ubersicht fassen wir die jiingsten
Arbeiten zusammen, die sich das bessere
Verstdndnis der physikalischen Natur
der molekularen Erkennung in Protein-
Ligand-Komplexen zum Ziel gesetzt ha-
ben. Hierzu gehoren auch die Entwick-
lung und Anwendung neuer Com-
putermethoden, die das vorhandene
Wissen iber strukturelle und energeti-

sche Aspekte der Protein-Ligand-Wech-
selwirkungen fiir das Design neuer
Liganden nutzen. Diese Ansitze beru-
hen auf der exponentiell wachsenden In-
formation iiber den Aufbau von Protei-
nen und die Eigenschaften von nie-
dermolekularen organischen Molekiilen
in einer strukturierten molekularen Um-
gebung. Die vielfiltigen Beitrige, die die
Bindungsaffinititen von Liganden fiir
einen gegebenen Rezeptor bestimmen,
werden diskutiert, die moglichen Kon-
formationen der Liganden in der Binde-
tasche analysiert und Vorhersagemetho-

den diskutiert. Des weiteren werden die
Ahnlichkeiten von Liganden im Hin-
blick auf deren Erkennungseigenschaf-
ten gepriift. Dieses Wissen gilt es zu ver-
wenden, um Bindungsmoden zu ver-
stehen und vorherzusagen. AuBerdem
wird ein Uberblick iiber die existieren-
den Methoden zum Design und zur Aus-
wahl von neuen Proteinliganden gege-
ben.

Stichworte: Computerchemie - Moleku-
lare Erkennung + Protein-Ligand-Kom-
plexe - Wirkstoffsuche

1. Einleitung

Die molekulare Erkennung in Protein-Ligand-Komplexen ist
verantwortlich fiir die selektive Bindung von niedermolekularen
Liganden an ein spezifisches Zielprotein!!l, In biologischen Sy-
stemen dienen die Protein-Ligand-Wechselwirkungen einem be-
stimmten Zweck, z. B. der enzymatischen Transformation, dem
Substanztransport oder der Signaliibertragung. Normalerweise
sind sie von nichtkovalenter Natur. Die experimentell bestimm-
ten Bindungskonstanten K; liegen typischerweise im Bereich von
1072 bis 10~ !2 m. Dies entspricht einer Gibbs-Bindungsenthal-
pie von — 10 bis — 80 kJmol ™! in wibBriger Lésung!2l.

Verbindungen, die spezifisch an ein bestimmtes, pharmakolo-
gisch relevantes Protein binden, konnen sich als niitzliche Arz-
neimittel erweisen. Besonders Enzyme, die biochemische Reak-
tionen regulieren, sind wichtige Ansatzpunkte in der modernen
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Medizinischen und Pharmazeutischen Chemie. Exemplarisch
seien zwet Beispiele genannt: 1) Der Enzyminhibitor Trimetho-
prim 1, ein Hemmstoff der bakteriellen Dihydrofolat-Reduk-
tase, hat sich schon lange bei der Behandlung bakterieller Infek-
tionen bewihrt!*!, 2) Kiirzlich
wurde der Wirkstoff Dorzol-
amid 2 zur Behandlung von
Glaukoma zugelassen und in
den Markt eingefithrt!*l. Die-
ser Inhibitor der Carboanhy-
drase ist die erste Verbindung,
bei deren Entwicklung die Me-
thoden des auf Strukturmerk-

malen basierenden (struktur- J
basierenden) Wirkstoffdesigns :
entscheidend zum Erfolg bei-

getragen haben. Neben den

Enzymen sind Rezeptoren wie o
die G-Protein-gekoppelten eine 2

andere, nicht minder wichtige

Klasse von Zielproteinen*l.

Unsere derzeitigen Kenntnisse iiber den strukturellen Aufbau
von Protein-Ligand-Komplexen stammen zumeist von globuli-
ren Proteinen. Obwohl einige wenige Membranproteine kristal-
lographisch untersucht wurden!®~*3. kennen wir bis heute kei-
ne hochaufgeloste Struktur eines pharmakologisch relevanten,
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membrangebundenen Rezeptors. Daher beschrianken wir unse-
re Diskussion auf niedermolekulare Liganden, die an globuldre
Proteine, insbesondere Enzyme, binden. Wir sind aber davon
liberzeugt, daB die Daten aus diesen Systemen auch auf die
membrangebundenen Rezeptorproteine libertragbar sind.

Das Verstidndnis der Prinzipien der molekularen Erkennung
in Protein-Ligand-Komplexen ist entscheidend fiir das struktur-
basierende Ligandendesign. Wenn die dreidimensionale (3D)
Struktur eines Proteins bekannt ist, kann diese Information
direkt fiir den Design-ProzeB3 genutzt werden. Fortschritte bei
der Isolierung und Kristallisation von reinen Proteinen und der
nachfolgenden Strukturbestimmung durch NMR-Spektrosko-
pie!?* 717 ynd Roéntgenstrukturanalyset*® ! fiihrten zu einem
exponentiellen Anstieg der Zahl strukturell aufgekldrter Pro-
teine. Die Brookhaven Protein Databank?®) umfaBte im
August 1995 mehr als 4000 Eintrdge. Dartiiber hinaus wéchst
unser Wissen iiber die Strukturen von kleinen organischen
Molekiilen und deren Wechselwirkungen mit einer strukturier-
ten molekularen Umgebung durch die stindig wachsende Zahl
an kristallstrukturanalytischen Daten, die in der Cambridge
Crystallographic Database hinterlegt sind (>140000 Eintré-
ge)?1 7231 Dazu kommen die Ergebnisse von ab-initio-Rech-
nungen 241,

Als eine Konsequenz dieser Entwicklungen hat sich das struk-
turbasierende Design von Proteinliganden als neues Werkzeug
in der Medizinischen und Pharmazeutischen Chemie eta-
bliert!?%!. Insbesondere die Kenntnis der Raumstruktur eines
Proteins kann genutzt werden, um Liganden mit noch besseren
Bindungseigenschaften zu entwickeln (Tabelle 1)126~421, In den
meisten Fillen wurde eine bekannte Leitstruktur zielgerichtet
optimiert, in einigen lieB sich die 3D-Struktur jedoch auch ver-
wenden, um neue Liganden ,,de novo* zu entwerfen. Diese
neuen Ansitze in der Wirkstoffsuche bendtigen neue Software-

Tabelle 1. Beispiele fur Enzyminhibitoren, die mit Hille des strukturbasierenden
Designs gefunden oder optimiert wurden.

Enzym Behandlungsziel Lit.
Dihydrofolat-Reduktase baktericlle Infektion [28]
Thrombin Thrombase [36.,42)
Elastase Emphysemie [40. 50,51}
Neuramidase Virusinfektion [35]
Thymidylat-Synthase Krebs. Schuppenflechte [27.30}
Purin-Nucleosid-Phosphorylase Krebs [33]
HIV-Protease AIDS [27,29.34]
Phosphotlipase A, Entziindungen [32,38]
trypanosomale GAPDH parasitdre Infektion [26.41]
Glycogen-Phosphorylase Diabetis [58]
Carboanhydrase Glaucom [4.27,31]

Werkzeuge. Einige Algorithmen sind fiir diesen Zweck bereits
beschrieben worden. Sie befassen sich mit folgenden Fragen:

— Wie stark bindet ein neuer Ligand an ein gegebenes Protein?

— Welche Konformationen werden von Liganden vermutlich in
der Bindetasche eingenommen?

— Wo und in welcher Orientierung bindet ein Ligand im aktiven
Zentrum?

— Wie kann die Ahnlichkeit von Liganden im Hinblick auf de-
ren Fihigkeit zur molekularen Erkennung definiert werden?

— Mit welchen Verfahren kann man neue Proteinliganden aus-
wihlen und bewerten?

Das strukturbasierende Ligandendesign ist ein iterativer Pro-
zel3. Als erstes wird die Struktur des Zielproteins im Kristall, am
besten komplexiert mit einem Liganden, bestimmt. Ist diese
nicht verfiigbar, kann hiufig emn Modell aus der Struktur eines
eng verwandten Homologen abgeleitet werden. Anhand der
Struktur des Komplexes lassen sich Bindungsmodus und Kon-
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formation des Liganden sowie die essentiellen Wechselwirkun-
gen identifizieren. Dieses Wissen wird dann fiir Uberlegungen
genutzt, wie ein bestehender Ligand weiter verbessert oder ein
alternatives Molekilgeriist entworfen werden kann. Computer-
methoden, unterstiitzt durch graphische Auswertungen, helfen
beim Aufstellen von Hypothesen. AnschlieBend miissen die vor-
geschlagenen Verbindungen synthetisiert und getestet werden.
Ihre Bindungseigenschaften werden dann mit biochemischen,
kristallographischen und spektroskopischen Methoden unter-
sucht. Die genaue Analyse der so erhaltenen Daten geht dem
nichsten Design-Cyclus voraus. Ein entscheidender Vorteil die-
ses Vorgehens ist, dal es auf jeder Stufe anhand der neu be-
stimmten Protein-Ligand-Strukturen zusitzliche Informatio-
nen liber das System liefert. Fiir jeden neuen Liganden wird der
Bindungsmodus bestimmt. Falls ein vorgeschlagener Ligand
nicht in der erwarteten Weise bindet, liefert die Analyse hiufig
eine Erkldrung dafiir. Dadurch ergeben sich neue Hinweise, wie
der Ligand weiter zu verbessern ist.

Mit diesem Ansatz kénnen nicht nur Leitstrukturen opti-
miert, sondern auch vollig neue Leitstrukturen entworfen wer-
den. Ausgehend von den strukturellen Gegebenheiten in der
Bindetasche ermdglichen die De-novo-Design-Techniken den
Entwurf von neuartigen Molekiilgeriisten. Diese Vorschlige ba-
sieren auf ausgiebigen Suchen in Datenbanken, auf dem Dok-
king oder auf dem Aufbau von Wirkstoffmolekiilen aus kleine-
ren Molekiilbausteinen in der Bindetasche.

Trotz der eingangs erwidhnten Fortschritte bei den experimen-
tellen Methoden sind wir immer noch hdufig mit der Situation
konfrontiert, daB3 fiir viele der pharmakologisch relevanten
Proteine keine hochaufgeldsten Strukturen bekannt sind. Was
kann das strukturbasierende Ligandendesign hier leisten? Ohne
Kenntnis einer experimentellen Struktur konnen vergleichende
Untersuchungen an bekannten Liganden Vorstellungen daritber
liefern, welche funktionellen Gruppen essentiell fiir eine Rezep-
torbindung sind. Solche Ahnlichkeitsanalysen an bekannten
Liganden im Hinblick auf deren Erkennungseigenschaften ver-
mogen die Konzeption neuer Molekiile mit abweichenden Bin-
dungsgeriisten zu stimulieren. Dabei sind aber zuverlissige Vor-
schlége tiber mogliche Bindungsgeometrien entscheidend. Dazu
lassen sich Hinweise aus Pharmakophorhypothesen oder iiber
systematische Rigidisierungen der Liganden gewinnen. Metho-
den zur Behandlung dieser Probleme miissen entwickelt und
daraufhin tberpriift werden, ob sie den experimentellen Befun-
den aus strukturell bekannten Protein-Ligand-Komplexen ge-
recht werden konnen.

Im folgenden wollen wir die neueren experimentellen Ergeb-
nisse zu diesen Fragen zusammenfassen und unter dem Blick-
winkel der Natur der Protein-Ligand-Wechselwirkungen analy-
sieren. Wir werden nicht versuchen, einen vollstindigen
Uberblick iiber die neuesten Arbeiten zur Natur dieser Wechsel-
wirkungen zu geben, sondern uns auf die strukturellen Aspekte
konzentrieren, die zu einem besseren Verstindnis und zu einer
Beschreibung der Beziehung zwischen Raumstruktur und Bin-
dungseigenschaften beitragen. Unsere eigenen Arbeiten befas-
sen sich mit der Frage, wie das schnell wachsende Wissen iiber
3D-Strukturen von Protein-Ligand-Komplexen und kleinen or-
ganischen Molekiilen genutzt werden kann, um Computeralgo-
rithmen zur Vorhersage der Bindungsaffinititen, Molekiil-
konformationen und Bindungsmoden zu entwickeln. Die dabei
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abgeleiteten Ansitze werden bereits zum Entwurf von Protein-
liganden verwendet. Dennoch wollen wir in diesem Beitrag auch
vermitteln, daB das Ligandendesign noch einer Vielzahl grund-
legender Untersuchungen bedarf und damit noch weit von einer
reinen Ingenieurtechnik entfernt ist.

2. Experimentelle Daten zur Korrelation von
Strukturen mit Bindungseigenschaften

Wir verwenden hier Struktur- und Bindungsdaten aus mehre-
ren Quellen. Bevor wir Riickschliisse aus diesen Daten ziehen,
wollen wir kurz auf ihre Genauigkeit eingehen: Bindungsgeo-
metrien stammen in der Regel aus kristallographisch untersuch-
ten Protein-Ligand-Komplexen. Dabei werden die Strukturen
nicht bis zu einer atomaren Auflésung bestimmt. Dennoch sind
sie die einzige zuverldssige Quelle fiir Informationen Uber die
Wechselwirkungen zwischen Protein und Ligand. Die mittleren
Fehler in den Atompositionen hiingen vom Streuvermégen der
Proteinkristalle ab. Fiir eine mittlere Aufldsung von ca. 2.4 A
wurde ein Fehler von ungefihr 0.4 A im Raum abgeschitzt (eine
grobe Faustregel besagt, daBl der Fehler ungefihr ein Sechstel
der Aufldsung betrigt)1®~*¢1, Bedingt durch Verbesserungen in
den Kristallisationstechniken und apparative Fortschritte in
den Beugungsexperimenten konnte eine immer hohere Aufls-
sung erreicht werden. Bei einer Auflésung von 1.5-1.8 A und
einer vollstindigen Besetzung der Bindetaschen durch Liganden
ist die Elektronendichte gut definiert, und die Molekiile kénnen
eindeutig in sie eingepaBt werden. Im Bereich zwischen 2.0 und
3.0 A Auflésung oder bei einer nur partiellen Besetzung wird die
Zuweisung schwieriger. Wahrend der Strukturbestimmung wer-
den kleine Molekiile iiblicherweise in die Elektronendichte hin-
einmodelliert!”. Das Festlegen einer Ausgangskonformation
ist der kritische Schritt bei diesem Vorgehen. Beginnend mit
einer beliebigen Konformation aus Standardbindungslingen
und -winkeln werden manuell Drehungen um Einfachbindun-
gen des Liganden vorgenommen, um ihn méglichst optimal in
die Elektronendichte einzupassen. Am Ende wird der gesamte
Protein-Ligand-Komplex verfeinert, um die Unterschiede zwi-
schen beobachteten und berechneten Strukturfaktoren zu mini-
mieren. Wegen eines unbefriedigenden Verhiltnisses zwischen
experimentellen Beobachtungen (Reflexen) und anpaBbaren
Bestimmungsstiicken (z.B. Raumpositionen der Atome) bei
Proteinstruktur-Bestimmungen wird die manuell eingepaBte Li-
gandenkonformation hiufig wihrend der Verfeinerung als starr
belassen. Bestenfalls werden einige Torsionswinkel freigegeben
—unter MaBgabe des angewendeten Kraftfeldes und der zusitz-
lichen Bedingungen fiir die Ubereinstimmung der Strukturfak-
toren8!, Diese Kraftfelder sind aber auf Proteinstrukturen aus-
gerichtet, und ihre Zuverlédssigkeit bei allgemeinen organischen
Molekdilen 1df3t sich kaum abschitzen. Diese Einschrinkungen
sind von geringer Bedeutung, wenn die Daten von gut streuen-
den Kristallen stammen. Sie werden aber zunehmend wichtiger,
wenn die Aufldsung abnimmt oder Fehlordnungen und partielle
Besetzungen vorliegen.

Fiir die statistische Auswertung der konformativen Préferen-
zen und der Wechselwirkungsgeometrien werden Daten aus Kri-
stallstrukturanalysen an niedermolekularen Verbindungen ge-
nutzt. Im allgemeinen sind diese Strukturen bis zu einer
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atomaren Auflosung bestimmt und zeigen nur kleine Positions-
fehler. Mit Rontgen-Strahlen werden Wasserstoffatome weniger
genau lokalisiert als schwerere Atome. Aber auch die Genauig-
keit der Strukturdaten niedermolekularer Verbindungen kann
reduziert sein, z. B. durch Kristallbaufehler, unsachgemife Da-
tensammlung und Datenreduktion, nichteindeutige Raumgrup-
penzuweisungen oder Fehlordnungen. Die Suche nach Daten in
der Cambridge Crystallographic Database!2! ~23] benétigt eine
Eingabeanfrage. Dabei ist in einigen Fillen die Zuordnung der
chemischen Konnektivitit zu den kristallographischen Raum-
koordinaten nicht eindeutig. Hierdurch kénnen fiir eine kleine
Zahl von Verbindungen inaddquate Eintrdge in den Datensatz
rutschen. Sie verbleiben dann bei den statistischen Auswertun-
gen als ein gewisser Anteil an ,,Hintergrundrauschen®.

Die experimentellen Bindungsdaten kdénnen zur Ableitung
von Modellen zur Vorhersage von Affinititen dienen. Probleme
entstehen, wenn Daten aus mehreren Laboratorien verglichen
werden. Variationen in den experimentellen Bedingungen, z. B.
Temperatur oder Salzkonzentration, kénnen einen EinfluB ha-
ben. So zeigen mehrere Messungen am gleichen Protein-Ligand-
Komplex eine relative Abweichung um den Faktor fiinf!*%), Dies
muB als Warnung dienen und legt die Grenzen fiir jede theoreti-
sche Vorhersage von Bindungskonstanten fest.

3. Nichtkovalente Wechselwirkungen in
Protein-Ligand-Komplexen

Niedermolekulare Liganden koénnen mit Proteinen sowohl
kovalent als auch nichtkovalent wechselwirken. Beispiele fiir
Liganden, die kovalent an das Zielprotein binden, sind Trifluor-
methylketone als Elastase-Inhibitoren!>® 31 B-Lactam-Anti-
biotica, Aspirin und andere nichtsteroidale Entziindungshem-
mer®?. In der folgenden Diskussion werden wir allerdings
solche Beispiele nicht beriicksichtigen und uns nur mit nicht-
kovalent bindenden Liganden befassen. Die wichtigsten Beitra-
ge zu nichtkovalenten Protein-Ligand-Wechselwirkungen sind
in Abbildung 1 zu sehen, wobei der Thrombin-NAPAP-Kom-
plex!®*! als Beispiel dient. In der Regel werden mehrere Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen Protein und Ligand gebil-
det#). Des weiteren sind hiufig entgegengesetzt geladene funk-
tionelle Gruppen des Proteins und des Liganden miteinan-
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Abb. 1. Wechselwirkungen zwischen der Serin-Protease Thrombin und dem Inhibi-
tor NAPAP, wie sie kristallographisch im Komplex von Brandstetter et al. [53]
bestimmt wurden. Der Bogen symbolisiert die lipophile Bindetasche.
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der in Kontakt. Dariiber hinaus werden lipophile Gruppen des
Liganden in hydrophoben Taschen gefunden, die durch Seiten-
ketten der hydrophoben Aminosiuren gebildet werden. Die
Bindungskonstante K, und die damit in Zusammenhang stehen-
de Gibbs-Bindungsenthalpie AG (AG = — RTInK;) sind fiir eine
groBe Zahl von Protein-Ligand-Komplexen bestimmt worden.
Die Bindungskonstante wird routinema8ig in zahlreichen Labo-
ratorien ermittelt.

Die Kenntnis dieser Daten fiihrt sofort zu folgenden Fragen:
1) Wie hingt die Bindungskonstante von den strukturellen Ei-
genschaften eines Komplexes ab? 2) Welches sind die wichtigen
Eigenschaften, die es einem Protein ermdglichen, einen Ligan-
den fest und selektiv zu binden? 3) Was unterscheidet eine Li-
ganden-Bindetasche von anderen Hohlen in der Proteinstruk-
tur? Unser gegenwirtiges Verstindnis der Protein-Ligand-
Wechselwirkungen reicht bei weitem noch nicht aus, all diese
Fragen wirklich befriedigend zu beantworten. Die wichtigste
Vorausssetzung, die erfillt sein muf, scheint eine gute sterische
und elektronische Komplementaritdt von Protein und Ligand
zu sein. Allerdings ist dieses Kriterium wegen Desolvatisie-
rungseffekten allein nicht ausreichend, um die Bindungsstarke
von Liganden zu charakterisieren.

3.1. Wasserstoffbriickenbindungen

Wir haben achtzig Protein-Ligand-Komplexe analysiert, fiir
die sowohl die 3D-Struktur als auch die Bindungskonstante
bekannt sind. In Abbildung 2 ist der Logarithmus der Bin-
dungskonstanten K; gegen die Zahl der zwischen Protein und

16+
-} o
14 o)
o
12 .
§ [}
10+ 5% ° °
. 8 o o 2
8 g o ©
1 o)
-gK;, | ° 8 o
o o 8°,
6 - g 8
[} o
7 g o ° & © o
4'{ °5 o g o
o [o)
- QO O o
24 ,°8° o
O T 1 T 1 T T T T T LN T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
n——»

Abb. 2. Beitrdge von H-Briicken zur Bindungsaffinitit von Proteinliganden. Der
Logarithmus der Bindungskonstanten X; ist als Funktion der Zahl n an H-Briicken
zwischen Protein und Ligand aufgetragen (Daten aus achtzig kristallographisch
charakterisierten Protein-Ligand-Komplexen).

Ligand gefundenen H-Briicken aufgetragen. Die Bindungsaffi-
nitdt nimmt pro H-Briicke um ungefahr eine Groflenordnung
zu. Allerdings ist die Streuung der Daten sehr groB3. So gibt es
mehrere Protein-Ligand-Komplexe mit starker Bindung im
Nanomol-Bereich ohne H-Briicke (z. B. den Komplex zwischen
dem Retinolbindeprotein und Retinol®*) oder nur mit ganz
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wenigen H-Briicken (z. B. den zwischen Antikérper und Stero-
id*¢1 sowie den zwischen Antikdrper und Fluorescein!>™). Die
Bindung dieser Liganden beruht auf unpolaren Wechselwirkun-
gen. Des weiteren bilden manche Liganden viele H-Briicken
zum Protein und binden trotzdem nur ganz schwach (z. B.
der Glycogen-Phosphorylase-Glucose-1°%!, der Hemagglutinin-
Sialinsiure-©°% und der Gluthathion-S-Transferase-Glutha-
thion-Komplex!®¥). Interessanterweise enthdlt keiner dieser
Liganden eine groflere lipophile Gruppe.

Die bekannten Daten zeigen aber auch, daB nicht in eine
H-Briicke eingebundene vergrabene polare Gruppen an der
Protein-Ligand-Grenzfliche der Bindung abtriglich sind. Eine
vor kurzem durchgefiihrte statistische Analyse hochaufgelSster
Proteinstrukturen ergab, dafl weniger als 2% der polaren Ato-
me vergraben sind, ohne zugleich eine H-Briicke auszubil-
den!®!l. Polare Gruppen werden also fast immer in H-Briicken
abgesittigt. Beim Entwurf neuer Liganden ist daher darauf zu
achten, daf die polaren Gruppen von Protein und Ligand pas-
sende Gegengruppen zur Verfiigung haben, wenn sie durch die
Bindung des Liganden vergraben werden.

Zusitzlich zu H-Briicken treten in Protein-Ligand-Komple-
xen noch andere wichtige polare Wechselwirkungen auf, insbe-
sondere koordinative Bindungen an Metallionen. Beispielsweise
binden Hydroxamsduren und Thiole stark an das im aktiven
Zentrum von Metalloproteasen vorhandene Zink-Ion!%2). Diese
Wechselwirkung ist in vielen Metalloprotease-Inhibitor-Kom-
plexen der wichtigste Beitrag zur Bindung.

3.2. Zur Rolle des Losungsmittels bei polaren Protein-
Ligand-Wechselwirkungen

Der Beitrag einer H-Briicke hingt von ihrer mikroskopischen
Umgebung ab und variiert stark. So kénnen Desolvatisierungs-
effekte bei der Protein-Ligand-Bindung die Wirkung einer inter-
molekularen H-Briicke volistindig kompensieren, so daf} ihr
Nettobeitrag zur Bindung nahe Null liegt, wihrend eine Hy-
droxygruppe in einem Enzyminhibitor, der als Analogon zum
Ubergangszustand bindet, offensichtlich sehr viel zur Bindungs-
affinitét beitrdgt!®3!. Von Matthews et al. wurde an Lysozym-
mutanten gezeigt, dald der Einfluf} vergrabener und an der Ober-
fliche befindlicher Salzbriicken auf die Proteinstabilitdt stark
unterschiedlich ist!®,

Ein instruktives Beispiel, das die Wichtigkeit von Desolvati-
sierungseffekten unterstreicht, sind die von Bartlett et al. unter-
suchten Thermolysin-Inhibitoren, die eine Phosphonamid-, eine
Phosphonat- oder eine Phosphinatgruppe enthalten!®®). Die ge-

messenen  Bindungskon-

Ala 113 stanten sind in Tabelle 2

HN — zusammengefaft. Die

’—< Wechselwirkungen  zwi-

? schen der Phosphonamid-

o} Il{ o gruppe und Thermolysin
O/LLIT/\P,N\::)J\R sind in Schema 1 zu sehen.

AV | Die PO,-Gruppe bindet

SRSrAe

Schema 1. Wechselwirkungen zwischen der
Phosphonamidgruppe des Thermolysin-
Inhibitors ZGPLR und Thermolysin.

an das Zink-Ion, und die
PNH-Gruppe bildet eine
H-Briicke zur Hauptket-
ten-Carbonylgruppe von
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Tabelie 2. Bindungskonstanten K; [pM] von Thermolysin-Inhibitoren mit einer
Phosphonamid- (X = NH), Phosphonat- (X =0) oder Phosphinatgruppe

(X = CH,).
X i
x A
07 NP Y R
H ) - E
Y
R X = NH 0 CH,
OH 0.76 660 1.4
Gly-OH 0.27 230 0.3
Phe-OH 0.08 53 0.07
Ala-OH 0.02 13 0.02
Leu-OH 0.01 9 0.01

Ala113. Der Austausch dieser NH-Gruppe gegen eine CH,-
Gruppe hat keinen EinfluB auf die Bindungsaffinitit. Die Re-
sultate werden verstdndlich, wenn man die Zahl der H-Briicken
betrachtet, die zwischen Inhibitor und Protein sowie zwischen
Inhibitor und Wasser gebildet werden: Die NH-Gruppe des
Phosphonamids bildet eine H-Briicke zum Protein. Ebenso wird
jedoch auch eine H-Briicke mit einem Wassermolekiil in Losung
gebildet. Die Gesamtzahl der H-Briicken wird also durch die
Ligandenbindung nicht verdndert. Die CH ,-Gruppe wiederum
kann weder eine H-Briicke zu Thermolysin noch eine zu Wasser
bilden. Die H-Briicken-Bilanz bleibt also auch fiir die CH,-
Gruppe unveriindert. Die etwa 1000mal schwichere Bindung
der analogen Phosphonate an Thermolysin (siche Tabelle 2) be-
ruht auf der abstofenden elektrostatischen Wechselwirkung
zwischen dem Sauerstoffatom des Liganden und der C=0O-
Gruppe von Ala 113, die beide eine negative Partialladung tra-
gen. Das Sauerstoffderivat kann zudem keine H-Briicke zum
Protein bilden, wihrend eine solche jedoch vermutlich in Wasser
vorhanden ist. Die Rdntgenstrukturanalyse des Phosphonats
ergab, daB dieser Inhibitor in der Tat genauso an Thermolysin
bindet wie das Phosphonamidi®®l, Bemerkenswerterweise konn-
tenn Bash et al.’®™ sowie Merz und Kollman!®® die relativen
Bindungsaffinitdten dieser drei Inhibitorklassen korrekt vorher-
sagen, und zwar mit einem auf Molekiilldynamik-Simulationen
beruhenden Verfahren der thermodynamischen Stérungstheorie
(siehe auch Abschnitt 3.7).

Eine feste Bindung ist moglich, wenn die Gesamtzahl der
H-Briicken durch die Ligandenbindung zunimmt. Wir glauben,
daB der Komplex Avidin-Biotin!®! seine extrem hohe Bin-
dungsaffinitit teilweise durch die grofle Zahl an H-Briicken er-
reicht, die nur mit Wassermolekiilen in der Bindetasche nicht
gebildet werden kdnnen. Die Strukturen des Proteins mit und
ohne gebundenem Liganden im Kristall sind bestimmt worden.
Dabei wurden in der Bindetasche des nichtkomplexierten Pro-
teins vier Wassermolekiile identifiziert. Allerdings ist die tat-
sédchliche Zahl héher, da die beweglichen Wassermolekiile bei
rontgenographischen Untersuchungen nicht sichtbar sind: Fiilit
man die Bindetasche in einer Molekiilmechanikrechnung mit
Wassermolekiilen, so erhilt man neun bis zehn Wassermolekiile
[Bohm, unveroffentlichte Ergebnisse]. Allerdings kénnen auch
mit dieser Zahl an Wassermolekiilen nicht so viele H-Briicken zu
Avidin erreicht werden wie mit Biotin.

Die Beriicksichtigung von Wassermolekiilen ist ein Schliissel
zum besseren Verstindnis von Protein-Ligand-Wechselwirkun-
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gen. Alle direkten Protein-Ligand-Wechselwirkungen konkur-
rieren mit Wechselwirkungen zu Wassermolekiilen. Sowoh! der
Ligand als auch das Protein sind vor der Komplexbildung voll-
stidndig solvatisiert. Durch die Bindung geht ein Teil der Lo-
sungsmittelhiille verloren. Bei diesem ProzeB spielen zahlreiche
enthalpische und entropische Beitrige eine Rolle!’®~ 73, Beste-
hende H-Briicken werden gebrochen und neue gebildet. Dar-
iber hinaus dndert sich die Wasserstruktur an der Protein-Li-
gand-Grenzfliche. Wasser hat die einzigartige Fadhigkeit, ein
dichtes Netzwerk von H-Briicken zu bilden®*!. Die H-Briicke
zwischen zwei Wassermolekiilen in der Gasphase ist stark; die
Dimerisierungsenthalpie betrigt ungefahr — 20 kJmol ~174:73),
Dies bedeutet, daB die Bindung eines Liganden schwach sein
wird, wenn dieser lediglich fest an das Protein gebundene Was-
sermolekille ersetzt, ohne zusitzliche Wechselwirkungen mit
dem Protein einzugehen. Die Verdrdngung eines nur schwach
gebundenen Wassermolekiils dagegen trégt deutlich zur Bin-
dung bei, da sowohl entropische (Freisetzung von Wassermole-
kiilen) als auch enthalpische Faktoren (giinstige Wechselwir-
kungen mit anderen Wassermolekiilen) diesen Proze3 be-
giinstigen. Genauere Untersuchungen zur Bedeutung von Was-
ser bei Protein-Ligand-Wechselwirkungen ergeben ein recht
komplexes Bild!"®l, Beispielsweise zeigen neuere kalorimetri-
sche Studien, daB in einigen Féllen die Reorganisation des L6-
sungsmittels zu liber 25 % zur beobachteten Bindungsenthalpie
beitrdgt!” ™. Fiir den Entropiegewinn durch das Freisetzen eines
Wassermolekiils wurden von Dunitz 28 Jmol 'K ™! als Ober-
grenze angegeben!’®!. Die Schitzung stiitzt sich auf einfache
thermodynamische Argumente.

Interessanterweise findet man fiir viele kleine Molekiile mit
funktionellen Gruppen, die hdufig an Protein-Ligand-Wechsel-
wirkungen beteiligt sind, keine Assoziation in Wasser. Beispiels-
weise assoziiert Essigsdure in Wasser nicht mit Guanidint’,
Ebenso bilden einfache Amide in Wasser keine Dimere!®%. Of-
fensichtlich ist die direkte anziehende Wechselwirkung zwischen
den kleinen Molekiilen nicht ausreichend, um die eine Dissozia-
tion begiinstigenden Faktoren, z. B. Wechselwirkungen mit Sol-
vensmolekiilen, zu liberkompensieren. Wie von Williams und
anderen diskutiert!’~ 73, existieren zudem entropische Effekte,
die der Komplexbildung entgegenstehen und die anziehenden
Wechselwirkungen iiberkompensieren kdnnen.

3.3. Lipophile Wechselwirkungen

In Abbildung 3 haben wir den Logarithmus der Bindungs-
konstanten K, gegen die Grofle der lipophilen Kontaktflache
aufgetragen. Hierbei wurde der gleiche achtzig Protein-Ligand-
Komplexe umfassende Datensatz verwendet wie bei der H-
Briicken-Statistik (Abb. 2). Es existiert eine Korrelation zwi-
schen der Bindungsaffinitit und der Gré8e der lipophilen
Kontaktfliche, jedoch ist auch hier die Streuung groB3. Retinol
ist ein Beispiel fiir einen Liganden, der an das Protein (Retinol-
bindeprotein) nur durch lipophile Wechselwirkungen bindet(>%1.
Die Rontgenstrukturanalyse des Komplexes ergab, dafl zwi-
schen Protein und Ligand keine H-Briicken gebildet werden.
Die Bindungskonstante K; ist 190 nM, entsprechend einer
Gibbs-Bindungsenthalpie von — 38 kJmol ™ '. Die gesamte mo-
lekulare Oberfliche von Retinol, bestimmt mit einem Gitter-
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Abb. 3. Beitrige der lipophilen Kontakte zur Bindungsaffinitit von Proteinligan-
den. Der Logarithmus der Bindungskonstanten K, ist als Funktion der GroBe x der
lipophilen Kontaktfliche zwischen Protein und Ligand aufpetragen (Daten aus
achtzig kristallographisch charakterisierten Protein-Ligand-Komplexen).

algorithmus®, betrdgt 326 A2. Hiervon werden 295 A2 (30%)
durch die Bindung an das Protein vergraben. Daneben gibt es
aber auch Liganden wie SO, die keinerlei lipophile Kontakte
bilden, aber trotzdem fest an bestimmte Proteine binden (z. B.
bindet SO2~ an das Sulfatbindeprotein mit K; =100 nmi32}),
Nach der weitgehend akzeptierten Sichtweise beruhen lipophile
Wechselwirkungen im wesentlichen auf der Verdrangung und
Freisetzung geordneter Wassermolekiile und sind daher haupt-
sichlich entropischer Natur!®3-84, Der Entropiegewinn ent-
steht dadurch, daB3 die freigesetzten Wassermolekiile nicht 14n-
ger an einem Ort fixiert sind. Es gibt aber auch enthalpische
Beitrdge zu den lipophilen Wechselwirkungen: Wassermolekdiile,
die sich in einer lipophilen Tasche befinden, kénnen keine H-
Briicken bilden; nach der Freisetzung sind sie dann in der Lage,
H-Briicken mit anderen Wassermolekiilen zu bilden. Zuséitzlich
existieren auch direkte anziehende Wechselwirkungen zwischen
den lipophilen Gruppen (hauptsichlich Dispersionswechselwir-
kungen).

Der Einflul} spezifischer Wechselwirkungen zwischen aroma-
tischen Molekii(teil)en hat in letzter Zeit zunehmend Aufmerk-
samkeit auf sich gezogen!®3!. Fine statistische Analyse der Kon-
takte zwischen Benzolringen in Proteinen ergibt eine Bevor-
zugung von Kontaktgeometrien, die zu einer anziehenden elek-
trostatischen  Quadrupol-Quadrupol-Wechselwirkung  fiih-
ren'®®). AuBerdem zeigen Daten zur Bindung von aromatischen
Gastmolekiilen an Cyclophane in Wasser, daf3 die Bindung ent-
halpiegetrieben ist™®7), Wir haben eine bemerkenswerte Ahnlich-
keit zwischen dem Packungsmuster im Benzolkristall und den
nichtkovalenten Aren-Aren-Kontakten in mehreren Protein-Li-
gand-Komplexen und aromatischen Wirt-Gast-Komplexen ge-
funden!®®!, Ein Beispiel ist in Abbildung 4 zu sehen. Wegen ihrer
groflen Polarisierbarkeit sind aromatische Seitenketten dariiber
hinaus in der Lage, giinstige Wechselwirkungen mit der positi-
ven Ladung einer quartiren Ammoniumgruppe einzugehen.
Diese Art von Wechselwirkung tritt beispielsweise im Komplex
von Acetylcholin-Esterase mit Acetylcholin®®” auf. Sie trigt
auch zur Bindung in Wirt-Gast-Komplexen bei'®®l. Fiir viele
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Abb. 4. Kristallographisch bestimmte Struktur des Komplexes aus Metyrapon und
Cytochrom P450,y, liberlagert mit einem Ausschnitt aus der Packung von Benzol
im Kristall. Vier Benzolringe fallen mit den aromatischen Substituenten des Ligan-
den sowie von Phe87. Tyr96 und Phe98 zusammen.

Protein-Ligand-Komplexe ist aber auch bekannt, dal} ein Phe-
nylsubstituent, der eine lipophile Tasche besetzt, ohne Verlust an
Bindungsaffinitdt durch einen Cyclohexylsubstituenten ersetzt
werden kann!®!, Dariiber hinaus scheinen neuere Befunde zum
Einflufl aromatischer Wechselwirkungen auf die molekulare
Vorzugskonformation in Widerspruch zu der angenommenen
Wichtigkeit dieser Wechselwirkung zu stehen!®?!,

3.4. Zur Additivitit von Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Ein wichtiger Aspekt der Protein-Ligand-Wechselwirkungen
ist ihre Additivitit aus Gruppenbeitrdgen. Aus Untersuchungen
an Proteinmutanten ergab sich als Beitrag einer H-Briicke zur
Bindungsaffinitdt ein Wert von (— 542.5) kJmol~ 1193941,
Ahnliche Werte wurden auch fiir den Beitrag einer H-Briicke zur
Proteinstabilitit gefunden™> ~°7}. Die Konsistenz dieser fiir eine
Reihe von Proteinen ermittelten Werte legt den Schiul3 nahe,
daB die Beitrige von H-Briicken bis zu einem gewissen Grad
additiv sind. Eine 1992 von Bohacek und McMartin vorgestellte
Studie an Thermolysin-Inhibitor-Komplexen!®*! ergab einen li-
nearen Zusammenhang zwischen der Zahl an H-Briicken und
lipophilen Kontakten und der Bindungskonstanten. Ein dhnli-
ches Resultat wurde von Schneider und Mitarbeitern fiir die
Bildung von Wirt-Gast-Komplexen publiziert'®!. Das Konzept
der paarweisen Additivitit der nichtkovalenten Wechselwirkun-
gen in Protein-Ligand-Komplexen wird weiterhin durch den Er-
folg einfacher empirischer Ansétze zur Abschitzung der Bin-
dungsaffinitit gestiitzt, die von einer solchen Additivitit
ausgehen (2 81.100-102]

Analog wie bei den polaren Wechselwirkungen wurde auch
bei den unpolaren Wechselwirkungen in mehreren Arbeiten die
Additivitdt untersucht. Fiir lipophile Wechselwirkungen wurde
gezeigt!' 9371031 daf3 sich die Gibbs-Bindungsenthalpie propor-
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tional zur GroBe der lipophilen Oberfldche dndert, die nach der
Bindung nicht mehr fiir das Losungsmittel zugénglich ist; die
ermittelten Beitrige zu AG liegen zwischen 8011961081 ynd
200 Jmol =t A~211991 Die Bindung einiger Inhibitoren an Carb-
oxypeptidase A dagegen ist ein eindrucksvolles Beispiel fiir den
EinfluB} nichtadditiver Effekte. Der Ersatz des C-terminalen
Alanins durch Phenylalanin im Inhibitor ZFAP(O)A fiihrt zu
einer groBeren lipophilen Oberfliche. Die Konsequenz ist eine
Steigerung der Bindungsafffinitit um mehr als den Faktor
50000 1%, Der Ersatz des zweiten Alaninrests durch Valin ver-
groBert die lipophile Oberfliche weiter und steigert die Bin-
dungsaffinitit nochmals um den Faktor 100: ZFVF(O)F bindet
an Carboxypeptidase A mit K, =10-27 fm. Der erste, die Affi-
nitdt stark erhéhende Austausch (Ala — Phe) fithrt zur perfek-
ten Ausfiillung einer lipophilen Bindetasche, die durch das Ala-
Derivat nicht besetzt wird. Der zweite Austausch (Ala — Val)
hat zwei Auswirkungen: Erstens wird der intermolekulare lipo-
phile Kontakt mit dem Protein vergréBert. Zweitens ist auch die
intramolekulare lipophile Kontaktfldche in der proteingebunde-
nen Konformation beim Val-Derivat groBer als bei der Ala-Ver-
bindung. Der zweite Effekt stabilisiert die in der gebundenen
Form vorliegende Konformation schon in Losung und fiihrt zu
einer Priorganisation des Liganden. Das Phinomen der Mini-
mierung der lipophilen Oberfliche in wiBriger Losung ist von
Wiley und Rich als ,,hydrophober Kollaps™ bezeichnet wor-
den!!?} Ein Ahnliches Verhalten wurde fiir den Thrombin-
Inhibitor D-Phe-Pro-boro-Arg gefunden''!'?): Der intramole-
kulare Kontakt zwischen den Seitenketten der Aminosduren
D-Phe und Pro stabilisiert die proteingebundene Konforma-
tion, NMR-Studien zeigen, dall die Konformation dieses
Molekiils in Wasser sehr dhnlich zu der in der Proteinbindeta-
sche ist. Die Autoren schitzen, daB in diesem Fall die Pri-
organisation des Liganden die Bindungsaffinitit um den Faktor
10 erhoht. Weitere Beispiele fiir priorganisierte Proteinliganden
sind beschrieben worden!! '3, — Fine Steigerung der Bindungs-
affinitit durch Priorganisation ist ein nichtadditives Phidno-
men.

3.5. Der EinfluB} der Ligandenflexibilitat und -mobilitit

Die Flexibilitdt ist ein weiterer wichtiger Faktor, der die
Stirke von Protein-Ligand-Wechselwirkungen beeinflufit. In
diesem Abschnitt diskutieren wir die energetischen Aspekte
(strukturelle Aspekte werden in Abschnitt 4 dargestellt). Wenn
mit einem flexiblen und einem starren Liganden das gleiche
Muster aus H-Briicken und lipophilen Wechselwirkungen mit
einem Protein entsteht, dann wird der starre Ligand wesentlich
fester binden. Ein zentraler Lehrsatz des strukturbasierenden
Ligandendesigns lautet, daB die Bindungsaffinitit eines flexi-
blen Liganden gesteigert werden kann, wenn die konformative
Beweglichkeit in Losung auf die des proteingebundenen Zu-
stands beschriinkt werden kann!'"'*. Tn mehreren Arbeiten
wurde uber konformativ fixierte Inhibitoren berichtet, deren
Bindungsaffinitit wesentlich hoher ist als die der flexiblen Aus-
gangsverbindung!3®-37- 115 Die Konsequenz einer konformati-
ven Fixierung wurde in einer Studie von Mack et al. fiir Throm-
bin-Inhibitoren demonstriert’®®). Die rontgenographisch er-
mittelte Struktur von Thrombin im Komplex mit dem Inhibi-
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tor NAPAP wurde hierbei genutzt, um neue Inhibitoren mit
besseren Bindungseigenschaften zu entwerfen. Die 3D-Struktur
legte die Einfithrung eines Lactamrings nahe, wie in Schema 2
zu schen ist. Die Einfithrung des zusitzlichen Rings reduziert die
Zahl der drehbaren Bindungen und schrinkt die konformative
Flexibilitdt ein. Der neue Inhibitor bindet 60mal stirker an
Thrombin als NAPAP.

HN

1C54=90 nM

H,NT YNH

e
0

N Schema 2. Die Einfiihrung ei-
ner Lactameinheit (fette Bin-
dungen) in den bekannten
Thrombin-Inhibitor NAPAP
(oben) reduziert dessen Flexi-
bilitat und verbessert seine
Bindungsaffinitit um den
Faktor 60.

-
S0,

ICs5p=1.6 nM

H,N” NH

Andere experimentelle Daten deuten fir viele Falle darauf
hin, daB der Ligand iiber eine betrichtliche Mobilitat ver-
fiigt, auch wenn er an das Protein gebunden ist. Die Bindung
von Camphan, Adamantan und Thiocampher an Cyto-
chrom P450,.,,,[* ' ist hierfiir ein interessantes Beispiel. Die Li-
ganden bilden keine H-Briicke zum Enzym und kdnnen in der
Bindetasche frei rotieren. Als Folge davon verlduft die Hy-
droxylierung nicht stereoselektiv. In einer an diesem System
durchgefiihrien Molekilldynamik-Simulation wurde eine hohe
Korrelation zwischen den berechneten Héiufigkeiten von Ligan-
denorientierungen in der Bindetasche und den experimentell be-
stimmten Hydroxylierungsraten gefunden!!!”,

Von Weber et al.[''®1 durchgefiihrte kristallographische und
thermodynamische Untersuchungen zeigen, dal die Verdrin-
gung von Wassermolekiilen und die Erhaltung der Beweglich-
keit des Liganden die Entropieinderung bei der Liganden-
bindung giinstig beeinflussen. In einer Reihe von Streptavidin-
Liganden wies der Ligand mit der hochsten Affinitdt auch die
groBte Beweglichkeit im gebundenen Zustand auf!!'®1. Ahn-
liche Resultate wurden fiir die Bindung kleiner Gastmolekiile an
a-, B- und y-Cyclodextrine in Wasser gefunden™,

3.6. Enthalpische und entropische Beitriige zu Protein-
Ligand-Wechselwirkungen

Zusammenfassend 148t sich sagen, daB die physikalischen
Grundlagen der Ligandenbindung komplizierter sind, als viel-

fach angenommen wird. Mehrere die Bindungsaffinitit bestim-
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mende Beitrdge sind in
Abbildung 5 dargestellt.
Der Ligand und die Pro-
teinbindetasche sind vor
der Bindung vollstindig
solvatisiert; die polaren
Gruppen bilden H-Briik-
ken mit dem Lésungsmit-
tel. Der Ligand ist in der
Regel flexibel (mehrere
drehbare Bindungen) und
kann daher eine unter
Umstidnden sehr grofle
Zahl unterschiedlicher
Konformationen einneh-
men (siche hierzu Ab-
schnitt 4). Das Protein ist
ebenfalls flexibel. Die
Konformationen des Pro-
teins mit und ohne gebun-
denem Liganden koénnen
signifikant  voneinander
abweichen. Wenn der Li-
gand an das Protein bin-
det, muf er einen Teil sei-
ner Wasserhiille abstreifen
und aullerdem Wassermo-
lekiile aus der Bindetasche
verdrangen. Hierbei wer-
den zahlreiche H-Briicken
zu Wassermolekillen ge-
brochen. Der Ligand ist
dann in der Lage, direkte
glinstige Wechselwirkun-

O AHpg

Abb. 5. Beitrdige zur Stdrke von Protein-
Ligand-Wechselwirkungen. Im unkomple-
xierten Zustand (oben) interagieren die als
Rezeptor fungierende Bindetasche (R) und
der Ligand {D) mit Wassermolekiilen (klei-
ne Kreise, Enthalpie AHyy, AH,,y). Durch
die Komplexierung tritt ein enthalpischer
Beitrag AHy, auf, der auf die direkten
Wechselwirkungen des Liganden mit dem
Protein zurlickgeht (unten). Im ungebun-
denen Zustand hat der Ligand eine Ge-
samtrotations- und Translationsentropie
AS,, und eine innere Entropie AS;,,, die von
den Konformationsfreiheitsgraden her-
rihrt. Wihrend der Bindung werden beide
Beitrdge verdndert, wobei die Veriinderun-
gen teilweise auch durch einen Entropiezu-
wachs aufgrund der Freisetzung der gebun-
denen Wassermolekile von der Oberfliche
und aus der Bindetasche des Proteins und
vom Liganden (ASy) kompensiert werden
konnen. Zusétzlich gehen niederfrequente
Schwingungsmoden der nichtkovalenten
Protein-Ligand-Wechselwirkungen in die-
sen Beitrag ein (Darstellung adaptiert von
Andrews et al. [2]).

gen zum Protein zu bil-

den. Als Konsequenz der Bindung koénnen Ligand und auch
Protein die Konformation dndern und auflerdem an innerer Be-
weglichkeit verlieren, denn wegen der rdumlichen Begrenzung
der Bindetasche sind bestimmte Teile des Konformationsraums
fiir den Liganden im gebundenen Zustand nicht mehr zuging-
lich.

AG besteht aus einer enthalpischen und einer entropischen
Komponente (AG = AH — TAS). Beide Komponenten kdnnen
bestimmt werden, beispielweise durch mikrokalorimetrische
Messungen!* 291 Leider wurden diese wichtigen Messungen bis-
lang nur selten durchgefiihrt. Trotzdem lassen die vorliegenden
Datenl!21 71241 ejnige SchluBfolgerungen zu. Als wichtigstes
Resultat zeigen alle Studien, daB es keine Korrelation zwischen
der Bindungsenthalpie AH und der Gibbs-Bindungsenthalpie
AG gibt, An ein gegebenes Protein kdnnen unterschiedliche Li-
ganden sowohl Gber enthalpiegetriebene als auch iiber entropie-
getriebene Mechanismen binden. Beispielsweise ist die Bindung
von Biotin an Streptavidin enthalpiegetrieben, wahrend die Bin-
dung von Azobenzolderivaten an das gleiche Protein entropie-
getrieben ist!2%), Triigt man fiir einen Satz dhnlicher Liganden
AH gegen AS auf, so erhilt man hiufig eine Gerade. Zur Erkli-
rung dieser Enthalpie-Entropie-Kompensation wurde ein auf
einer Reorganisation des L&sungsmittels beruhendes Modell
vorgeschlagen 261,
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Die experimentelle Bestimmung von AH und AS fihrt
manchmal zu iiberraschenden Resultaten. Beispielsweise haben
Connelly et al.'®¥! die thermodynamischen Daten fiir die Bil-
dung einer H-Briicke im Komplex aus FK 506 oder Rapamycin
und dem FK 506-Bindeprotein bestimmt. In der Arbeit wurde
die Ligandenbindung sowohl an den Wildtyp als auch an die
Proteinmutante Tyr82 — Phe untersucht. Aus der Réntgen-
strukturanalyse ist bekannt, daf} die Seitenkette von Tyr82 eine
H-Briicke mit dem Liganden bildet. Wird Tyr82 gegen Phe aus-
getauscht, so geht diese H-Briicke verloren. Wie erwartet sinkt
dadurch die Bindungsaffinitit. Der Unterschied in den Gibbs-
Bindungsenthalpien betrdgt (44 1.5) kJmol~!. Uberraschend
hingegen ist der Befund, daB die Destabilisierung auf einem
Entropieverlust beruht. Mit anderen Worten, die Bildung der
H-Briicke ist enthalpisch ungiinstig, aber entropisch begiinstigt.
Der Entropiegewinn resultiert hauptsichlich aus der Frei-
setzung von zwet Wassermolekiilen.

Fiir ein besseres Verstdndnis der Ligandenbindung und auch
fiir ihr Vorhersagen ist eine Aufteilung der Gibbs-Bindungs-
enthalpie in physikalisch interpretierbare Einzelbeitrige wiin-
schenswert. Solche Aufteilungen erweisen sich allerdings als
problematisch. In einer von Andrews et al.!?! durchgefithrten
quantitativen Analyse von Protein-Ligand-Wechselwirkungen
wurde angenommen, da} der gebundene Ligand seine Transla-
tions- und Rotationsfreiheitsgrade (sowohl Rotation als starrer
Korper als auch innere Rotationen) vollstindig einbifit. Aus
dieser Annahme ergaben sich sehr hohe Beitréige, die der Bin-
dung abtriglich sind (AG, ., o = + 48 kKImol ™!, AG, yora =
+ 5.6kJmol™ ). Als Konsequenz dieser Annahme wurden
ebenfalls grofle Beitrige einzelner funktioneller Gruppen zur
Bindung errechnet. Die Problematik der Aufteilung in Einzel-
beitrdge ist auch aus den Arbeiten von Williams et al. ersicht-
lich!*271, Eine wichtige Schluffolgerung aus diesen Arbeiten ist,
daB der Entropieverlust wesentlich geringer ist, als zuvor von
Page abgeschitzt worden war!’%! Offensichtlich ist auch beim
gebundenen Liganden eine Restbewegung vorhanden. Kiirzlich
haben Murphy et al.l'2®! gezeigt, daBl die Verwendung der
Sackur-Tetrode-Gleichung zur Berechnung des Verlusts an
Translationsentropie zu hohe Werte liefert. Die Autoren argu-
mentieren, daf das dem Liganden fiir eine Bewegung zur Verfii-
gung stehende Volumen in Loésung und im Komplex in etwa
gleich ist. Daraus ziehen sie den Schlul}, dafi der Verlust an
Translationsentropie am besten iiber einen speziellen Entropie-
term, ,,cratic entropy* (den Beitrag, der durch die Vermischung
des Losungsmittels mit den darin geldsten Molekiilen entsteht),
abgeschitzt werden kann.

3.7. Die Bedeutung theoretischer Verfahren zur Vorhersage
der Bindungsaffinitéiten von Liganden

Der Befund, daB sowohl AH als auch AS signifikant zur Li-
gandenbindung beitragen, hat wichtige Konsequenzen fiir die
theoretische Beschreibung von Protein-Ligand-Wechselwirkun-
gen. Ein hiufig verwendeter Ansatz zur Berechnung dieser
Wechselwirkungen besteht darin, die Geometrie des Komplexes
in einer Kraftfeldrechnung zu optimieren und dann die Wechsel-
wirkungsenergien filr die optimierte Struktur zu analysieren.
Mehrere Gruppen haben versucht, experimentell bestimmte
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Bindungsaffinitidten mit den durch Kraftfeldrechnungen erhal-
tenen Protein-Ligand-Wechselwirkungsenergien zu korrelieren.
Fiir einen Satz von HIV-Protease-Inhibitoren!*?°! und fiir eini-
ge Thrombin-Inhibitoren!*3% wurde eine gute Korrelation ge-
funden. Allerdings kann dieses Vorgehen nur erfolgreich sein,
wenn der Entropiebeitrag zur Bindung fiir alle Liganden gleich
ist. Dies ist im allgemeinen nicht der Fall. Daher kann man nicht
davon ausgehen, dald aus Molekiilmechanikrechnungen erhalte-
ne Wechselwirkungsenergien immer mit gemessenen Gibbs-Bin-
dungsenthalpien korrelieren.

Im Prinzip kann die Gibbs-Bindungsenthalpie berechnet wer-
den, beispielsweise durch ,,Free-energy-perturbation*(FEP)-
oder ,,Thermodynamic-integration*(TI) Verfahrent'3!!, Einige
beeindruckende Resultate sind mit diesen Methoden erhalten
worden!32:133), Diese FEP- und TI-Rechnungen haben wert-
volle Einsichten in die physikalische Natur spezifischer Protein-
Ligand-Wechselwirkungen geliefert. Beispielsweise konnten die
relativen Bindungsaffinititen einer Reihe von Thermolysin-In-
hibitoren®”~%® und HIV-Protease-Inhibitoren!*32! korrekt
vorhergesagt werden. Der Vorteil dieser Verfahren ist die weitge-
hend korrekte Behandlung aller fiir Protein-Ligand-Wechsel-
wirkungen relevanten Effekte, einschlieBlich der Desolvatisie-
rung und Konformationsinderung. In der Praxis treten aller-
dings Konvergenzprobleme auf, wodurch die Rechenzeiten sehr
lang werden. Dariiber hinaus hdngen die Rechenergebnisse von
den verwendeten Néherungen ab, insbesondere von der Genau-
igkeit des Kraftfelds. Gegenwértig konnen mit diesen Verfahren
nur Unterschiede in den Bindungsaffinititen sehr eng verwand-
ter Liganden vorhergesagt werden. Daher ist es auch bei be-
kannter 3D-Proteinstruktur schwierig, die Bindungsenergie von
Protein-Ligand-Komplexen vorherzusagen. Die korrekte Mo-
dellierung solcher Wechselwirkungen ist immer noch eine be-
achtliche Herausforderung!! 341, Wegen der derzeitigen Grenzen
des FEP- und des TI-Ansatzes wurden auch alternative Verfah-
ren zur Vorhersage von Bindungsaffinitdten untersucht. Kiirz-
lich haben Warshel et al.[*35) gezeigt, daB sich mit einer semi-
makroskopischen Version der ,,Protein-Dipoles-Langevin-
Dipoles(PDLD/S)-Methode” AG-Werte in einer annehmbaren
Rechenzeit auf einer Workstation gut abschéitzen lassen.

Angesichts der Wichtigkeit der Wechselwirkungen mit dem
Lodsungsmittel wurden beachtliche Anstrengungen unternom-
men, um Methoden zur Berechnung der Solvatisierungsener-
gien, insbesondere der Gibbs-Solvatisierungsenthalpien, zu ent-
wickeln*3¢!. So wurden empirische!**”-'*®#! und quanten-
mechanische Methoden!!3%- 1491 zyr Berechnung der Solvatisie-
rungsenergien kleiner organischer Molekiile verwendet.

3.7.1. Funktionen zur Bewertung von Protein-Ligand-
Komplexen

Die Vorhersage der Bindungsaffinitét eines Liganden ist der-
zeit eine der groflen Herausforderungen des computergestiitz-
ten Ligandendesigns. Wir haben eine einfache empirische Be-
wertungsfunktion zur Vorhersage der Bindungsaffinitit fiir
einen Protein-Ligand-Komplex mit bekannter 3D-Struktur un-
tersucht®!!. Die Bewertungsfunktion soll zur Festlegung einer
Rangfolge unter Strukturen dienen, die von einem Computer-
programm zum De-novo-Design oder aus einer Suche zu 3D-
Strukturen in einer Datenbank stammen (siehe hierzu Ab-

2759



AUFSATZE

H.-J. Bohm und G. Klebe

schnitt 5). Die nichtkovalenten Wechselwirkungen werden als
additiv angenommen. Die Funktion berticksichtigt H-Briicken,
ionische Wechselwirkungen, die GroBe der lipophilen Kontakt-
fliche und die Zahl der drehbaren Bindungen im Liganden und
148t sich gemdB Gleichung (a) formulieren.

AGginuny = AG, + AG,, > fIAR.Ax)
H-Br.
(a)
+ AGinisen . = AARAY) + AGi, [ Ayl + AG NROT
ion. WW

AAR,Ax) ist dabei ein Strafterm, der groflie Abweichungen
der H-Briicke von der Idealgeometrie beriicksichtigt!®!!. Kleine
Abweichungen von der Idealgeometrie (bis zu 0.2 A und bis zn
30°) beruhen hiufig auf Ungenauigkeiten der Rontgenstruktur-
analyse und werden daher toleriert. AG, ist ein Beitrag zur Bin-
dungsenergie, der nicht direkt von spezifischen Wechselwirkun-
gen mit dem Protein abhidngt. Er beriicksichtigt den allgemeinen
Verlust an Translations- und Rotationsentropie des Liganden
bei der Bindung. AG,, beschreibt den Beitrag einer idealen H-
Briicke (H-Br.), AG,,..., reprasentiert den Beitrag einer unge-
storten ionischen Wechselwirkung, und AG,, . ist der Beitrag der
lipophilen Wechselwirkungen zur Bindung, wobei angenommen
wird, daB} diese proportional zur Grofle der lipophilen Kontakt-
fliche A, , zwischen Protein und Ligand sind. Der letzte Para-
meter, AG,_,, beschreibt den Verlust an Bindungsaffinitit, der
durch das Einfrieren innerer Freiheitsgrade des Liganden ent-
steht. NROT ist die Zahl der drehbaren Bindungen.

Der zur Kalibrierung der Funktion verwendete Datensatz
stammt von 45 Protein-Ligand-Komplexen. Fiir diesen Daten-
satz reproduziert die Bewertungsfunktion die Bindungskon-
stanten (zwischen 2.5x1072 und 4x 10~ # M, entsprechend
Bindungsenergien zwischen —9 und —76 kJmol™ ") mit einer
Standardabweichung von 7.9 kJmol ~ !, was einem Fehlerfaktor
von 1.4 logarithmischen Einheiten entspricht. Die Einzelbei-
trage zur Protein-Ligand-Bindung, die sich aus der Bewertungs-
funktion ergeben, sind folgende: eine ungestorte, ungeladene
H-Briicke (AG,;,): —4.7 kJmol ™", eine ideale ionische Wechsel-
wirkung (AG,,.....): —8.3kImol™*, ein lipophiler Kontakt
(AGy,.): —0.17 kJmol~* A2, eine drehbare Bindung des Li-
ganden (AG,,) : +1.4kJmol~}. Der sich aus der Kalibrierung
ergebende konstante Beitrag (AG,) ist +5.4 kJmol™' (wirkt
also der Bindung entgegen). Das vorgestellte Verfahren ist
schnell: Fiir ein gegebenes Protein kdnnen auf einer Einprozes-
sor-UNIX-Workstation ca. zehn kleine Liganden pro Sekunde
bewertet werden.

Derzeit untersuchen wir eine verbesserte Bewertungsfunktion
mit drei zusidtzlichen Termen. Der erste neue Term (AG,,.)
berlicksichtigt spezifische Wechselwirkungen zwischen aro-
matischen Ringen. Die beiden anderen zusitzlichen Terme be-
schreiben die Verdringung von Wassermolekiilen: Der Ersatz
eines Wassermolekiils, das H-Briicken zum Protein bildet
{AGy 5, _gehundenes wasser)» Und der Ersatz eines Wassermolekiils,
das keine H-Briicken bildet (AG, ;i u_sr-gebundencs wasser)» Werden
als unterschiedliche Terme angesetzt. Zusitzlich werden die Ter-
me AG,, und AG,, .., nunmehr durch einen Faktor moduliert,
der zwischen vergrabenen und I§sungsmittelzugéinglichen
Wechselwirkungen unterscheidet. Die neue Bewertungsfunktion
basiert derzeit auf achtzig Protein-Ligand-Komplexen und ist
auf ein breiteres Spektrum von Protein-Ligand-Komplexen an-
wendbar [Bohm, unveroffentlichte Ergebnisse].
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4. Die Molekiilkonformation in der Bindetasche

Die Bindung eines niedermolekularen Liganden an ein Pro-
tein setzt deren Komplementaritit in Gestalt und Eigenschaften
voraus, d. h. beide Partner milssen sich wihrend des Bindevor-
gangs aneinander anpassen, damit es zu einem erfolgreichen
Erkennungsprozel kommt. Der niedermolekulare Ligand ist
dabei in aller Regel der flexiblere Partner. Enthilt er mehrere
drehbare Bindungen, so kann er eine Vielzahl von unterschiedli-
chen, energetisch tiefliegenden Konformationen einnehmen.
Fiir die Vorhersage der Ligandenbindung und der damit ver-
bundenen Affinitdt ist somit eine geeignete Beschreibung der
konformativen Flexibilitdt unerlaBlich.

4.1. Methoden zum Erzeugen multipler Konformationen

Eine Vielzah! von Methoden wurde entwickelt, um multiple
Konformationen fliir Molekile mit der Gréfe von Wirkstoffen
(<500 Da) zu erzeugen!'4! ~**3) Diese Methoden generieren
energetisch giinstige Konformere, die den lokalen Minima auf
einer vorgegebenen Energiehyperfliche entsprechen. Die Effi-
zienz und Zuverldssigkeit dieser Methoden wird an folgenden
Kriterien gemessen: 1) Wird das globale Minimum gefunden?
2) Wieviele lokale Minima werden in einem bestimmten Ener-
giefenster oberhalb des globalen Minimums entdeckt? Hierbei
betrachtet man den Liganden meist isoliert, zu einen, um das
Problem zu vereinfachen. zum anderen aber vor allem, weil
hiufig keine Informationen iiber die Struktur der Proteinbinde-
tasche zur Verfiigung stehen. Daher stellt sich die wichtige Fra-
ge, ob die Liganden in der Proteinbindetasche eine Konforma-
tion einnehmen, die der Struktur an einem der lokalen Minima
im isolierten Zustand nahekommt. Man kann sich leicht vorstel-
len, daB3 die lokale Umgebung in der Lage ist, die konformativen
Eigenschaften zu modifizieren. Daher ist eine geeignete Defini-
tion der Systembegrenzungen fiir die Rechnungen entscheidend.
Bei der Betrachtung von Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen
sollte das System wenigstens den Liganden, das Protein und die
umgebenden Losungsmittelmolekiile oder die Membranumge-
bung umfassen. Unter Beriicksichtigung dieser Uberlegungen
ist eine Beschrankung auf lokale Konformationsminima des iso-
lierten Liganden gerechtfertigt, und nur dann kann man Gber-
haupt relevante Riickschliisse erwarten.

Der beste Weg, um sich an diese Frage heranzutasten, be-
steht in der Auswertung experimenteller Daten, z. B. aus kri-
stallographischen Untersuchungen%. Wir miissen dabei im
Auge behalten, dal} Proteinstrukturen nur mit einer beschrink-
ten Auflosung bekannt sind. Bei der Strukturbestimmung wer-
den die Liganden in einer ausgewihiten Konformation in
die Elektronendichte eingepallt. Eine kiirzlich verdffentlichte
Arbeit iiber eine Serie von glucoseartigen Liganden der Glyco-
gen-Phosphorylase unterstreicht die Notwendigkeit, eine ge-
wisse Vorsicht bei der Einstellung der Startkonformation walten
zu lassen”**. In Analogie zu den Strukturen anderer Kom-
plexe mit diesem Enzym wurde das
Glucosederivat 3 (ein relativ schwa- OH
cher Inhibitor, X; = 37 mm) mit der H%MCONHME
iblichen energetisch giinstigsten oH
Sesselkonformation des Pyranose- 3
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rings in die Elektronendichte des Proteins eingepaBt. Da nur
eine sehr unbefriedigende Einpassung gelang (Daten bis 2.3 A
Auflésung), wurde auch die Strukcur des freien Liganden im
Kristall bestimmt!*4%1, Uberraschenderweise fand man eine ver-
drehte Bootkonformation. Diese unerwartete Ringkonforma-
tion ergab dann auch eine deutlich bessere Einpassung in die
Elektronendichte des Proteins. Bei der Entwicklung von nicht-
peptidischen, cyclischen, siebengliedrigen Harnstoffderivaten
als HIV-Protease-Hemmern konnte ebenfalls anhand der Struk-
turen der niedermolekularen Verbindungen im Kristall eine un-
gewohnliche Konformation in der Proteinbindetasche bestétigt
werden!2°],

4.1.1. Konformationsbibliotheken aus Kristallstrukturdaten

Auf den ersten Blick mdgen diese Beispiele suggerieren, die
Konformation eines Molekils im kristallinen Zustand sei ein
guter Ausgangspunkt, um Informationen iiber seine Konforma-
tion bei der Bindung an den Rezeptor zu erhalten. In einigen
Féllen, so beim unpolaren Retinol, ist die Konformation im
Protein tatsdchlich sehr dhnlich zu der im Kristall des reinen
Retinols"#®). Untersucht man aber eine groBere Zahl an Ligan-
den, so zeigt sich, daB die alleinige Betrachtung der Konforma-
tion des freien Liganden im kristallinen Zustand sicherlich nicht
ausreicht, um korrekte Vorhersagen iiber die rezeptorgebunde-
ne Konformation zu machen!!47- 1481 Vielleicht mag ein solches
Vorgehen bei ziemlich unpolaren und starren Liganden in gewis-
sem Umfang gerechtfertigt sein. Dort setzt sich die Umgebung
aus vielen kleinen, isotrop im Raum verteilten Atom/Atom-Po-
tentialbeitrdgen zusammen. Somit bestimmen im wesentlichen
intramolekulare Krifte die eingenommene Konformation, d. h. es
treten keine signifikanten Verzerrungen als Folge stark gerichte-
ter Wechselwirkungen im Kristallverband oder in der Protein-
bindetasche auf. Vermutlich ist diese Annahme auch bei hydro-
phoben Teilen oder Seitenketten eines Ligandengeriists gilltig.

Welche Riickschliisse kdnnen fiir polare Liganden gezogen
werden? Zitronensdure soll als ein Beispiel betrachtet werden.
In unterschiedlichen Kristallen der Zitronensdure liegen die
Molekiile in mehreren, voneinander verschiedenen Konforma-
tionen vor''4®1, Daher scheint es schwierig, eine Vorhersage zur
rezeptorgebundenen Konformation, z. B. im Komplex mit dem
Enzym Citrat-Synthase, zu machen. Gliicklicherweise ist die
Geometrie von Zitronensdure im Komplex mit diesem Enzym
bekannt. Die Torsionswinkel liegen in dhnlichen Bereichen wie
in Zitronensdurekristallen. Statt aus einer einzelnen Kristall-
struktur eines kleinen Molekiils einen Vorschlag fiir die Konfor-
mation im Protein abzuleiten, analysiert man viele verwandte
Strukturen auf eventuelle konformative Priferenzen, die sich je
nach molekularer und Kristallfeld-Umgebung einstellen. Dieses
Vorgehen liefert Hinweise darauf, welche Torsionswinkelwerte
relevant sein konnten. Daraus ergeben sich dann Vorschldge fiir
Konformationen, die in der strukturierten molekularen Um-
gebung einer Bindetasche eingenommen werden konnten.
Ausgiebige Suchen in der Cambridge Crystallographic Data
Basel2! =23 haben die Grundlage fiir Konformationsbibliothe-
ken mit Torsionswinkelfragmenten geschaften. Diese Bibliothe-
ken koénnen in einer Konformationsanalyse verwendet werden,
um biologisch relevante Konformationen zu erzeugen 146 491,
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Die zentralen Aspekte dieses Ansatzes seien im folgenden an
einigen Beispielen erldutert. Fiir einen Satz von achtzig Ligan-
den, fiir die die Strukturen der Komplexe mit dem jeweiligen
Bindeprotein bekannt sind, analysierten wir die Daten auf hiu-
fig auftretende Torsionswinkelfragmente. In den beriicksichtig-
ten Beispiele existieren drehbare Bindungen zwischen zwei sp?-
oder einem sp*- und einem sp3-Zentrum. Die Verteilung der
Winkelwerte in diesen Fragmenten ist in Abbildung 6 darge-

ik LLH I lﬁljf'.—

180°

51—

ﬂlllllﬂ"

Abb. 6. Histographische Darstelungen der Torsionswinkelverteilungen fiir die fett
gezeichneten Bindungen, wie sie in hiufig vorkommenden Fragmenten (siche For-
melbilder) niedermolekularer organischer Molekiile (dunkle Sdulen) und gebunde-
ner Proteinliganden (offenen Sédulen) auftreten. Die Daten stammen aus Kristall-
strukturanalysen an kleinen Molekiilen bzw. Protein-Ligand-Komplexen. Jede
Verteilung (y-Achse) ist in Prozent der Gesamtzahl der beriicksichtigten Strukturen
angegeben.

stellt. Zum Vergleich sind auBerdem die Befunde fiir dquivalente
Fragmente in kleinen Molekiilen gezeigt!'*!'l. Offensichtlich
werden weitgehend dhnliche Verteilungen gefunden. Die Win-
kelbereiche fur die niedermolekularen Verbindungen, die aus
einer groBeren Zahl an Daten ermittelt wurden, decken sich
liberzeugend mit denen fiir die Protein-Ligand-Komplexe.

4.1.2. Vergleich der konformativen Priferenzen in
Kristallpackungen und in der Umgebung eine Bindetasche

Der [nhibitor Trimethoprim 1 konnte mit der Dihydrofolat-
Reduktase zweier Spezies cokristallisiert werden (Escherichia
coli und Hithnerleber)!'5%. Uberraschenderweise nimmt er in
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den beiden Bindetaschen unterschiedliche Konformationen an:
Im Enzym aus Hithnerleber wird eine Schmetterlingskonforma-
tion beobachtet (Torsionswinkel an den Bindungen zwischen
dem Briickenatom und den beiden aromatischen Ringen: 7,/
T, = — 85°/102°). Dagegen orientieren sich die aromatischen
Ringe in der Bindetasche des bakteriellen Enzyms nahezu senk-
recht zueinander (verdrillte Konformation, t,/t, = —177°/
76°). Das Molekiilgeriist von Trimethoprim dhnelt dem von
Diphenylmethan. Eine statistische Auswertung der Strukturen
von kristallinen Diphenylmethan-Derivaten!**!: 52 ergab, dafBl
beide rezeptorgebundenen Konformationen auch in Kristallen
kieiner Molekiile hiufig populiert sind. Die verdrillte Konfor-
mation kommt dabei 6fter vor als die Schmetterlingskonforma-
tion. Man kann dies als einen Hinweis auf einen hoheren Ener-
gieinhalt werten. Interessanterweise ist der Inhibitor affiner zum
bakteriellen Enzym (verdrilite Konformation). Eventuell ist der
niedrigere Energieinhalt der verdrillten Konformation fiir diese
hohere Bindungsaffinitidt mitentscheidend.

Um die ibereinstimmenden konformativen Eigenschaften ge-
nauer zu analysieren, haben wir einen Liganden gewahlt, fiir den
geniligend Datenmaterial vorliegt, um Aussagen utber ihn so-

wohl in Komplexen mit

HN Proteinen als auch nieder-
N . .
N%\\;\> molekular im Kristall zu
\\\N N g _POH machen. Adenosin- und

H H 0 Guanosin-Monophosphat-
H H Fragmente 4 werden hiufig
HO OH

als Cofaktoren in Protei-
4 nen angetroffen. Weiterhin

ist oft ihre Struktur im

kristallinen Zustand bestimmt worden!'*!-?481. Der Ribose-
ring nimmt zwei Konformationen ein (C(2')- und C(3)-
endo' %3 1541 mit denen sich der groBte Teil der angetroffe-
nen strukturellen Varianz beschreiben 1aBt. Die verbleibende
Varianz geht auf die Torsionswinkel in der Phosphatseitenkette
und zum Purinbaustein zuriick. Eine gute Ubereinstimmung
wird fiir die beiden Winkel, die der Phosphateinheit benachbart
sind (C-C-O-P bei 180°, C-O-P-O bei +60°180°), und fiir die
zum Purinring (breite Verteilung zwischen 0 und 90°) gefunden.
Die Daten aus den Proteinstrukturen streuen breiter — eine Tat-
sache, die mit der limitierten Aufldsung bei den Proteinstruktur-
analysen zusammenhingen konnte. Der zum Ribosering be-
nachbarte Seitenkettenwinkel zeigt bemerkenswerte Abwei-
chungen im proteingebundenen und im freien Liganden. In letz-
teren liegt das O-C-C-O-Fragment meist in g~ -Konformation
vor, wihrend in der Proteinumgebung hiufig g™ und g~ sowie
ein nicht unerheblicher Teil trans-Anordnung beobachtet wer-
den. In Einklang mit dieser Tatsache mif3t der Abstand zwischen
Phosphoratom und Zentrum des Purinrings im freien Liganden
ungefihr 6.5 A, wihrend er in den Proteinkomplexen den ge-
samten Bereich zwischen 6 und 9 A abdeckt. Sehr hitufig ist ein
Abstand von ca. 8.8 A. Inihren Kristallen nehmen die Liganden
bevorzugt eine kompakte, gefaltete Konformation ein, wihrend
in der Proteinumgebung beide Geometrien, die kompakte wie
die gestreckte, gefunden werden. Die von Nucleotiden im Kri-
stall bevorzugte gefaltete Konformation wird auch in Lésung
beobachtet. In den meisten kristallinen Beispielen stabilisiert
sich diese Geometrie durch cine Wechselwirkung mit einem
Kation oder einem Wassermolekiil. Sie vermitteln einen Kon-
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takt zwischen der Phosphateinheit und dem basischen Stick-
stoffatom des Purinbausteins. Die gestreckte Konformation, die
hiufig in Proteinkomplexen angetroffen wird, tritt dort vermut-
lich aus folgendem Grund auf: Ein langes, polares Molekiil
kann in gestreckter Form seine polaren Gruppen besser expo-
nieren und so effizienter an die Oberfliche eines globuldren
Proteins binden. Dies verweist auf von der jeweiligen Umge-
bung abhiingige, spezielle Bedingungen. Diese konnen eine Sta-
tistik verzerren.

Bei polaren Molekiilen, die in ein Netz aus starken, gerichte-
ten Wechselwirkungen, wie H-Briicken, eingebunden sind, kann
die Unmgebung einen bestimmenden Einflul auf die Konforma-
tion haben. Als Konsequenz konnen Liganden in Proteinen mit
einer Konformation vorliegen, die einer energetisch hochliegen-
den zu entsprechen scheint. ,,Energetisch hoch bezieht sich
dabei auf die im isolierten Zustand angenommene Konforma-
tion. Beispielsweise binden das natiirliche Substrat Kreatin §
und der verwandte Inhibitor Carbamoyl-Sarkosin 6 mit einer

(o}

NH,
+
HZN/)\T/\H/OH HzN)LT/\ﬂ/OH

0 O

verdrillten Guanidinium- bzw. Carbamoyleinheit an Creatin-
ase!135:1561 Djeser Molekiilteil ist in starke, ladungsunterstiitz-
te H-Briicken eingebunden. Fiir das isolierte Molekiil wiirde
man dagegen eine planare Form des n-Systems erwarten. Den-
noch kann man aus den Kristallstrukturdaten der niedermole-
kularen Verbindungen Hinweise auf mogliche Verzerrungen
weg von der Planaritit in einer strukturierten Umgebung erhal-
ten. In diesen Kristallen ist beispielsweise die Guanidiniumgrup-
pe von Kreatin in starke, ladungsunterstiitzte H-Briicken einge-
bunden — dhnlich wie im Enzym. Quantenchemische Rechnun-
gen zeigen, daBl der Energieunterschied zwischen planarer und
verdrillter Geometrie drastisch kleiner wird, wenn man das Mo-
lekiil in einer Umgebung mit H-Briicken untersucht!37 1381
Diese polarisierenden Wechselwirkungen bewirken eine Umver-
teilung der Elektronendichte im Molekiil. Dadurch werden die
Barrieren fiir Rotationen um bestimmte Bindungen deutlich re-
duziert. Experimentelle Hinweise auf solche Umverteilungen
der Elektronendichte zwischen isoliertem Zustand und unter
den Bedingungen eines molekularen Umfelds stammen aus pra-
zisen Beugungsexperimenten, die die Elektronendichtevertei-
lung in Kristallen analysierten!? 5%,

Einige peptidische Inhibitoren der Carboxypeptidase A wie 7
binden mit einer cis-orientierten Peptidbindung in der termina-
len Carbamatgruppe!*®®!. Aufler beim Prolinrest wird die ¢is-
Konformation in nichtcyclischen Peptiden selten beobach-
tet!*1). Fine statistische Auswertung von Kristalldaten nieder-
molekularer Verbindungen beweist eine klare Bevorzugung der
trans-Peptidbindung in Carbamaten. Trotzdem liegt ein nicht zu

“0 o B
HN P H
©/\O/U\NH \/ \O
O

7
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vernachldssigender Anteil der Carbamate mit c¢is-Orientierung
vor. Eine genauere Betrachtung der Strukturen liefert zumindest
keine offensichtliche ,.intramolekulare* Erklirung fiir diese
Geometrie. Die Esterbindung in den Carbamaten tritt dagegen
nahezu ausschlieBlich mit trans-Konformation auf.

4.1.3. Intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen in
rezeptorgebundenen Konformationen

Die Bedeutung der Umgebung wird insbesondere offensicht-
lich, wenn man die moégliche Bildung von intramolekularen H-
Briicken betrachtet. GeometrieAinderungen an Molekiilen im
isolierten Zustand, die zur Bildung von H-Briicken in der Lage
sind, enden in lokalen Minima mit intramolekularen H-Briik-
ken. Beispielsweise liefert eine fiir Vakuumbedingungen durch-
gefiihrte Konformationsanalyse an Zitronensdure nur Konfor-
mere mit intramolekularen H-Briicken!'4%], In der Bindetasche
von Citrat-Synthase werden aber nur intermolekulare H-Briik-
ken mit dem Protein beobachtet. Allgemein scheint das Auftre-
ten von intramolekularen H-Briicken in der gebundenen Kon-
formation sehr selten zu sein. Normalerweise sind alle Gruppen,
die H-Briicken eingehen koénnen, auch an intermolekularen
Kontakten zum Protein beteiligt. Im Kristall und in unpolaren
Losungsmitteln bildet das Undecapeptid Cyclosporin A 8 vier

Cyclosporin A 8

intramolekulare H-Briicken aus und organisiert sich zu einem
B-Faltblatt!162-1631 In der Bindetasche von Cyclophilin geht
diese intramolekular organisierte Faltung vollstidndig verlo-
ren!*®4l: Nahezu alle zuvor intramolekular abgesittigten Grup-
pen werden nach auflen gekehrt, und der Ligand bildet nur noch
intermolekulare H-Briicken mit dem Protein. NMR-Untersu-
chungen an polareren Derivaten des Cyclosporins in Wasser
ergaben allerdings eine Konformation, die der im Protein zu
entsprechen scheint!*®>],

Trotzdem kennt man auch einige wenige Beispiele von Ligan-
den mit intramolekularen H-Briicken in der Bindetasche. So
bindet der potente Thermolysin-Inhibitor Phosphoramidon 9

/H ----- 0\9/0 HN
0 \
HO HO
° HN
Q
:P - NH fo)
g
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an das Enzym unter gleichzeitigem Vorliegen einer intramoleku-
laren H-Briicke zwischen dem Carboxy-Terminus des Inhibitors
und der C(2)-Hydroxygruppe des Rhamnoserings!!®%!., Diese
Brucke hat zwei Auswirkungen: Einerseits fixiert sie den Inhibi-
tor in der fiir die Bindung korrekten Konformation, andererseits
bindet sie dessen freien Carboxy-Terminus, der nicht adiquat
durch Kontakte mit dem Enzym abgesattigt wird, in eine H-
Briicke ein. Im natiirlichen Substrat des Thermolysins (Polypep-
tidkette) tritt an dieser Stelle keine freie, negativ geladene Carb-
oxylatfunktion auf. Dementsprechend wird auch vom Enzym
keine Gegengruppe bereitgestellt, die eine solche Carboxylatein-
heit spezifisch erkennen koénnte. Fin anderes Beispiel ist die
gebundene Konformation des peptidischen Endothiapepsin-In-
hibitors H-142 101671, Dieser Inhibitor enthilt das reduzierte

Ngzlle-fﬁs— Lys
[0}

10

H
Pro-His-Pro-Phe-His~N

Isoster H,C—NH, anstelle der zu spaltenden Amidbindung.
Insgesamt nimmt das Molekiil eine gestreckte Konformation ein
und bildet eine antiparallele Faltblattstruktur mit den Amino-
sdureresten des aktiven Zentrums aus. Dabei befindet sich das
Isoster zwischen den Positionen P1 und P1’, d.h. an der Stelle,
an der die Carboxygruppen der beiden katalytisch aktiven
Aspartate 35 und 215 zueinander stehen. Die beobachtete Bin-
dungsgeometrie kann so interpretiert werden, dafl die unter
physiologischen Bedingungen protonierte Aminogruppe mit
einem ihrer Protonen mit den beiden Carboxylatresten wechsel-
wirkt. Dies ist vergleichbar mit dem Verhalten der OH-Gruppe
in den Ubergangzustands-analogen Statinresten. Das verblei-
bende NH-Proton wird in eine intramolekulare, y-Turn-dhn-
liche H-Briicke mit der benachbarten Carbonylgruppe einbe-
zogen. Ein solcher zweiter H-Briicken-Donor tritt wihrend der
Peptidspaltung nicht auf. Folglich stellt das Enzym auch keine
zusétzliche Acceptorgruppe bereit. Vermutlich ist nur dann mit
intramolekularen H-Briicken in der Bindetasche zu rechnen,
wenn eine unausgeglichene Bilanz von H-Briicken-Donor- und
-Acceptorgruppen zwischen Ligand und Rezeptor vorliegt oder
wenn sie mithelfen, die erforderliche Bindungsgeometrie des
Liganden zu fixieren.

4.2. Ein schnelles Verfahren zum Generieren biologisch
relevanter Konformationen

In den vorausgegangenen Abschnitten haben wir die konfor-
mativen Eigenschaften niedermolekularer Liganden im rezep-
torgebundenen Zustand diskutiert. Offensichtlich beeinflufit die
strukturierte Umgebung der Bindetasche die Geometrie des Li-
ganden deutlich. Entsprechend haben die Konformation eines
freien Liganden im Kristall oder ein fiir den isolierten Zustand
ermitteltes lokales Minimum kaum Relevanz fiir die Verhiltnis-
se im Protein. Wir konnten aber auch feststellen, daB die kon-
formativen Préferenzen, die man fir Torsionswinkelfragmente
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in den Strukturen niedermolekularer Verbindungen im Kristall
findet, in Einklang sind mit den Verhéltnissen in der Proteinbin-
detasche. Jeder Ansatz, der Bindungsgeometrien von Liganden
ohne explizite Berticksichtigung der Proteinumgebung berech-
net, mul} daher implizit deren Anwesenheit oder Einfliisse in
Form von ,,Auswahlregeln™ beriicksichtigen.

Um zu zeigen, da die beschriebenen Torsionswinkelbiblio-
theken zur Vorhersage von Bindungsgeometrien verwendet wer-
den kénnen, haben wir diese Daten in ein Computerprogramm
eingebunden''**. Ein Ligand wird in dem Programm MIM-
UMBA zunéchst hinsichtlich drehbarer Bindungen analysiert.
Er wird hierbei in rigide Fragmente, die durch drehbare Bindun-
gen getrennt sind, und flexible Ringbausteine zerlegt. Fiir die
Generierung der Ringkonformationen greift das Programm auf
eine interne Datenbank mit abgespeicherten Templaten mogli-
cher Ringkonformationen zu. Diese wurden aus Kristallstruk-
turdaten zusammengestellt und mit einer relativen Energiebe-
wertung versehen. Konformative Multiplizitit als Folge einer
Pseudorotation oder Ringinversion wird fiir jeden Elementar-
ring des Liganden beriicksichtigt!!¢#,

Die Torsionswinkel um die drehbaren Bindungen in den
offenkettigen Teilen werden entsprechend der konformativen
Priferenzen verwandter Torsionsfragmente eingestellt!' 4!,
Auch hier erfolgt eine Bewertung der Fragmente hinsichtlich
ihrer relativen Energie. Ahnlich wie bei den cyclischen Mole-
kiilteilen baut das Programm das Gesamtmolekill aus den
individuellen Bausteinen auf. Hierbei werden wieder bevorzugt
die Torsionswinkelwerte eingestellt, die in Kristallen nieder-
molekularer Verbindungen hiufiger beobachtet werden. Beim
Zusammenbau der Einzelfragmente in ihren vielfltigen Kon-
formationen werden die Energiebeitrige aufsummiert. Eine
Energiestrafe” wird angewendet, wenn Fragmente iiberlappen.
In einer anschlieBenden Geometrieoptimierung, die im Tor-
sionswinkelraum erfolgt, beseitigt das Programm eventuell auf-
tretende raumliche Uberlappungen. Tn diesem Schritt werden
nur van-der-Waals- und Torsionswinkelpotentiale verwendet.
Die zweiten leiten sich aus den statistischen Héaufigkeitsvertei-
lungen ab. Hierdurch wird sichergestellt, dafl wihrend der Mini-
mierung die individuellen Torsionswinkelwerte so nahe wie
moglich an den experimentell am hdufigsten beobachteten blei-
ben**°. Das Verfahren ist schnell: Fiir jedes erzeugte Konfor-
mer werden 1-2s auf einer Einprozessor-UNIX-Workstation
benotigt.

Um zu iberpriifen, wie gut die Minimumsstruktur eines
Liganden aus diesem Ansatz mit der Struktur des proteingebun-
denen Liganden tibereinstimmt, wurden die Geometrien von 63
Liganden (mit 3—45 drehbaren Bindungen) ausgehend von der
im Proteinkomplex gefundenen Konformation in das nichste
lokale Minimum des MIMUMBA-Kraftfelds relaxiert!!*!. Der
visuelle Vergleich von experimentellen und minimierten Struk-
turen ergab, daf sich die Strukturen bei der Minimierung in der
Regel kaum dndern. Im Mittel findet man eine Standardabwei-
chung fiir alle Atome von 0.07 A pro drehbarer Bindung (d. h.
bei zehn drehbaren Bindungen 0.7 A).

Eine genauere Analyse der Fille mit den groéB3ten Abweichu-
nagen ergab, dall in den experimentell ermittelten Strukturen
nichtbindene interatomare Kontakte unter 1.5 A vorlagen. Sol-
che mit offensichtlichen Unzuldnglichkeiten in die Elektronen-
dichte eingepaliten Liganden miissen bei einer Strukturminimie-
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rung kurze van-der-Waals-Kontakte abbauen und laufen daher
zwangslaufig von den Startgeometrien weg. Ein Beispiel (PDB-
Code: 1HRI) ist die antiviral wirksame Verbindung 11, die an

das Hiillprotein des humanen Rhinovirus bindet. Im Komplex
mit dem Protein wird es mit einer ekliptischen Konformation
entlang der aliphatischen Kohlenwasserstoffkette angegeben.
Weiterhin liegt ein unwahrscheinlicher Torsionswinkel fiir ein
ortho-substituiertes Phenoxyfragment vor (die Methylengruppe
am Sauerstoff orientiert sich zum ortho-stindigen Chlor-
atom)!1%%1 Bei der Minimierung driftet die Struktur von der
experimentellen weg. Ein anderes lokales Minimum konnte ge-
funden werden, in dem die kurzen Kontakte und unwahrschein-
lichen Torsionswinkel vermieden werden. Diese Konformation
sollte aber genauso gut in die Elektronendichte der Kom-
plexstruktur passen (Abb.7). Um die Relevanz der mit

Q

o L _

Abb. 7. Grau: Konformation der antiviral wirksamen Verbindung 1, wie sie bei
der Strukturbestimmung durch Einpassung in die Elektronendichte der Komplex-
struktur erhalten wurde. Schwarz: Eine alternative Konlormation, die unginstige
Torsionswinkel (Kette und ortho-substituiertes Phenoxyfragment) vermeidet.

o

MIMUMBA generierten Konformationen zu iberpriifen, wur-
den fiir eine Teilmenge von 23 Liganden mit bis zu 15 drehbaren
Bindungen multiple Konformationen (zwischen 6 und 150) er-
zeugt. Im Mittel trat eine Abweichung von 0.1 A pro drehbarer
Bindung zwischen dem experimentell ermittelten und dem am
besten dazu passenden berechneten Konformer auf. Wenn man
die generierten Konformere zuféllig miteinander iiberlagert und
dabei nur die Molekilschwerpunkte zur Deckung bringt, ergibt
sich eine mittlere Standardabweichung von 0.3 A pro drehbarer
Bindung[!#11,

4.3. Die Fihigkeiten von Molekiilen zur molekularen
Erkennung und ihre gegenseitige Ahnlichkeit

In der Wirkstoffsuche werden Leitstrukturen gezielt modifi-
ziert, um die Bindungsaffinitdt zu steigern und die Selektivitit
zu verbessern. Rezeptorbindung ist ein molekularer Erken-
nungsprozeB, der von den Eigenschaften beider Partner ab-
hingt. Diese bestimmen die Wechselwirkungen der funktionel-
len Gruppen des Liganden mit den Aminosdureresten des
Proteins. Sie definieren die relative Lage des Liganden in der
Bindetasche (,,Bindungsmodus™). Einmal unverénderte Eigen-
schaften des Rezeptors vorausgesetzt, stellen sich die Fragen, ob
man innerhalb eines Satzes strukturell verwandter Liganden die
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Bindungsmoden mit den Unterschieden im molekularen Erken-
nen korrelieren kann und ob man eine solche Bezichung zum
Vergleich und zur Vorhersage von Bindungsmoden verwenden
kann.

Sterische und elektrostatische Komplementaritdt der Ligan-
den und der Bindetasche ist die Voraussetzung fiir einen erfolg-
reichen ErkennungsprozeB. Gestalt und elektronische Eigen-
schaften werden durch die Elektronendichteverteilung be-
stimmt. Sie definiert auch die H-Briicken-Donor- und -Acceptor-
eigenschaften, die Hydrophobie und die Polarisierbarkeit. Alle
diese Kriterien definieren die Erkennungseigenschaften eines Li-
ganden. Sie lassen sich verwenden, um Molekiile zu vergleichen
und ihre Ahnlichkeit zu messen. Ahnlichkeiten im Bindeverhal-
ten werden stets in bezug auf einen vorgegebenen Rezeptor be-
trachtet. Dieser ist eine relative BezugsgrdBe; absolute Ahnlich-
keiten lassen sich deshalb auf diesem Weg nicht definieren.
Trotzdem soll im folgenden davon ausgegangen werden, daf
dhnliche Molekiile auch in dhnlicher Weise an einen Rezeptor
binden. — Ist diese Annahme gerechtfertigt?

4.3.1. Beobachtete Liganden-Bindungsmoden im gleichen Protein

Wieder wollen wir uns die experimentell bestimmten Protein-
Ligand-Komplexe vornehmen, um dieser Frage nachzugehen.
In den letzten Jahren sind zunehmend strukturanalytische Ar-
beiten bekannt geworden, in denen ein bestimmtes Protein mit
einer Reihe von Liganden kristallisiert wurde. Fiir viele dieser
Komplexe bewiesen die Untersuchungen, dal3 Liganden mit ver-
wandten Geriisten auch dhnliche Bereiche der Bindetasche aus-
fiillen (z. B. bei den Proteinen a-Lytic-Protease!* %), Endothia-
pepsini! 711, Renin! 72! und HIV-Protease!* 7>~ 17%)). So wurde
tiber die Strukturen von Thrombinkomplexen mit vier verschie-
denen Inhibitoren berichtet, in denen sich kein einziger Amino-
sdurerest um mehr als 1 A in der Position unterscheidet. Einige
Umlagerungen in der Grofienordnung von 0.5-1 A wurden be-
obachtet, die aber eindeutig mit einer Anpassung des Proteins
an den Inhibitor erkldrt werden koénnen7¢l Von HIV-
Protease-Inhibitor-Komplexen konnten fiinf Kristallformen ge-
funden werden. Unabhingig von der speziellen Kristallform
und vom vorliegenden Inhibitor bleibt die Enzymstruktur inner-
halb einer Grenze von 0.7 A erhalten. Die Konservierung der
Struktur gilt auch fiir das aktive Zentrum!'?71. Diese Beispiele
legen nahe, daB Molekiile mit gleichen oder verwandten Gerii-
sten auch dhnliche Bindungsmoden aufweisen. Dennoch ist eine
bemerkenswerte Zah! an Strukturen bekannt, in denen die Ver-
haltnisse komplizierter sind. Im folgenden wollen wir einige da-
von beschreiben, um so die auftretenden Probleme zu erldutern.

Der Inhibitor Methotrexat (MTX 12) und das natiirliche Sub-
strat Dihydrofolat (ionische Form der Folsdure, DHF 13) wer-
den beide vom Enzym Dihydrofolat-Reduktase erkannt!! 391781
Betrachtet man nur die heterocyclischen Ringe, so mag man
geneigt sein, einen direkten Atom-fiir-Atom-Vergleich der Mo-
lekiile vorzunehmen. Verwendet man allerdings die H-Briicken-
Eigenschaften als Vergleichskriterium (pK,-Argumente legen
nahe, daB 12 an N1 protoniert ist™7#1) und vernachldssigt die
zugrundeliegenden Molekiilgeriste, so stellt man fest, daf3 eine
Proteinumgebung bei der aus einem solchen Atom-fiir-Atom-
Vergleich resultierenden Orientierung recht unterschiedliche
H-Briicken-Muster zu spliren bekommt (Abb. 8 oben). Dreht
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man den Heterocyclus in 13 um 180° um die Bindung zur
Seitenkette, so weisen die beiden Molekiilteile nicht mehr die
optimale rdumliche Deckung auf. Doch das H-Briicken-Muster
zeigt nun cine viel groflere Ahnlichkeit (Abb. 8 unten). Die
Bindungsmoden beider Verbindungen sind aus kristallographi-
schen Studien bekannt!7¢ 1791 Sie beweisen, daB die Uber-
legungen anhand der Ahnlichkeiten in den H-Briicken-Eigen-
schaften zu korrekten Riickschliissen fithren! 781, Ein Vergleich
der elektrostatischen Eigenschaften fiihrt zum gleichen Er-
gebnis.

Ziemlich iiberraschende Bindungsmoden wurden fiir zwei an-
tiviral wirksame Verbindungen (14, 15) beobachtet. Diese haben

sehr dhnliche Molekiilgeriiste und binden trotzdem in umge-
kehrter Ausrichtung in einer Furche an der Oberfliche des hu-
manen Rhinovirus!'8°l Betrachtet man ihre Raumerfiillung
und ihre elektrostatischen Felder, so ist ndherungsweise eine
Spiegelsymmetrie zu erkennent 81, Abbildung 9 zeigt die &hnli-
che Form der elektrostatischen Potentiale bei der ,,reguldren‘
bzw. ,,umgekehrten" Orientierung in der Proteinbindetasche.
Ein anderes Beispiel zweier Liganden mit sehr dhnlichen Bin-
dungsgeristen und Bindungsgeometrien, die sehr weit von einer
einfachen 1:1-Atomzuweisung abweichen, sind N-(3-Phenyl-
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Abb. 8. Vergleich der heterocyclischen Bausteine der beiden Liganden Methotrexat
12 und Dihydrofolat (ionisierte Form von 13). Bei einer direkten Atom-fiir-Atom-
Uberlagerung beider Liganden (oben) erzielt man nur eine geringe Ahnlichkeit in
den H-Briicken-Mustern (zum Liganden orientierte Pfeile entsprechen H-Briicken-
Acceptor-, von ihm wegweisende H-Briicken-Donoreigenschaften). Eine Anderung
der Konformation von 13 durch Drehung des heterocyclischen Teils um die Bindung
zur Seitenkette (unten) ergibt eine viel iiberzeugendere Ahnlichkeit in den H-Briik-
ken-Eigenschaften.
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Abb. 9. Zwei strukturell verwandte, antiviral wirksame Verbindungen (14, 15) in
ihren kristallographisch ermittelten Bindungsorientierungen. Das elektrostatische
Potential, berechnet mit AM1-Ladungen, ist in Form von Isokonturflichen darge-
stellt (grau/hellgrau/schwarz: 4.14/0/ — 4.14 kJmol ~'). Auf den ersten Blick sind
die Potentiale beider Molekiile anndhernd spiegelsymmetrisch beziiglich der langen
Molekiilachse. Dies konnte eine mégliche Erklarung dafiir sein, daB die beiden
Molekiile in der Bindetasche in umgekehrter Orientierung beobachtet werden.

propionyl)phenylalanin 16 und N-(Benzyloxycarbonyl)phenyl-
alanin 17. Beide inhibieren die Zinkprotease Thermolysin!!82!,

Sie bestehen aus zwei hydrophoben terminalen Gruppen und
einem zentralen polaren
Teil, der H-Briicken und 0 jﬁ)ﬂ/@
dung zum Zink ausbilden ©/\/U\NH

kann. Im Proteinkom-

plex besetzen die end- 16

stindigen Benzolringe in

vergleichbarer Weise o COGH

zwel hydrophobe Ta- )]\ /K/@
schen. Verbindung 17 ko- ©/\O NH

ordiniert an das Zink

wihrend 16 mit der Car-

bonylgruppe an das Metallion bindet (Abb. 10). Zusiitzlich ste-
hen die sich gegeniiberliegenden Reste Ala113 und Arg203 als
Bindungspartner zur Verfiigung. In 17 ist die zentrale Amid-
funktion in H-Briicken zu beiden Resten eingebunden, aller-
dings wird die zu Arg203 iiber ein Wassermolekiil vermittelt. In
16 interagiert die Carbonsiureeinheit direkt mit Arg203, und
zusdtzlich wird eine H-Briicke vom Amidstickstoff zu Ala113

eine koordinative Bin-
iiber die Sdurefunktion, 17
gebildet.

Abb. 10. Kristallographisch ermittelte alterna-
tive Bindungsmoden der beiden, sich nur in
einem Atom unterscheidenden Thermolysin-Tn-
hibitoren 16 (links) und 17 (rechts). In 17 ist die
zentrale Amidfunktion an H-Briicken zu
Ala113 und Arg203 beteiligt, und die Car-
bonsdureeinheit komplexiert das Zink-Ion.
Dagegen koordiniert 16 mit der Carbonylgrup-
pe der Amidbindung an das Metallion, und seine
Carbonsiureeinheit bildet eine direkte H-
Briicke zu Arg203 und zusdtzlich eine zu
Asn112. Der Amidstickstoff geht eine H-Briicke
mit Ala113 ein.
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4.3.2. Ahnliche, alternative und multiple Bindungs-
moden

Um Ligandenorientierungen in der Bindetasche eines Protein
zu beschreiben, werden in der Literatur Begriffe wie ,,dhn-
licher**, ,alternativer* und ,,multipler* Bindungsmodus ver-
wendet. Unserer Meinung nach werden diese Begriffe nicht ein-
heitlich verwendet, und eine saubere Definition ist erforderlich.
Verwandte Molekiile mit dhnlichen Erkennungseigenschaften
(siehe oben), die mit den gleichen funktionellen Gruppen eines
Proteins wechselwirken und dabei auch weitgehend die gleichen
Bindungsregionen besetzen, zeichnen sich durch ,dhnliche*
Bindungsmoden aus (z. B. MTX 12 und DHF 13). Wenn unter-
schiedliche Aminosdurereste fiir die Bindung zwischen Ligand
und Protein verwendet oder andere funktionelle Gruppen des
Liganden fiir die Wechselwirkungen eingesetzt werden, liegen
,.alternative’ Bindungsmoden vor (z. B. in Thrombin 4?1831,
im Thyroid-Bindeprotein'#4}, in Elastase™#>- '8¢} ynd in P 450-
Campher!*®7!). Selbst geringe Abwandlungen der Molekiilto-
pologie konnen zu gravierenden Anderungen der konformati-
ven und damit der Erkennungseigenschaften fithren. Augen-
blicklich ist unser Verstindnis der Ahnlichkeit von flexiblen
Molekiilen noch nicht ausreichend, um eindeutig Anderungen
dieser Eigenschaften mit Anderungen in der Molekiiltopologie
zu verkniipfen.

Unseres Erachtens sollte der Begriff ,,multipler Bindungsmo-
dus‘‘ nur dann verwendet werden, wenn mehr als eine Orientie-
rung des gleichen Liganden in der Bindetasche experimentell
nachgewiesen wurde. Ein Bezug zu Strukturen der niedermole-
kularen Verbindungen im Kristall bietet sich an. Dort sind Be-
setzungsfehlordnungen ein hdufiges Phdnomen. Leider wurde
nur in ganz wenigen Fillen der genaue Grund fiir solche Fehl-
ordnungen aufgeklirt. Es kann sich entweder um eine zufillige
Fehlordnung (von Zelle zu Zelle) oder um eine Doménen-iiber-
spannende Fehlordnung von regelmidfBig gepackten Mosaik-
blocken handeln. Der erste und vermutlich viel seltenere Fall
deutet an, daB ein bestimmter Molekiilbaustein von seiner Um-
gebung in zwei oder mehr (,,multiplen‘) Orientierungen erkannt
werden kann. Es ist wahrscheinlich, dal auch in Proteinen
die ,,multiplen” Bindungsmoden unter den eine Erkennung
steuernden Effekten eher die Ausnahme als die Regel sind.
LiBt man p-Guanidiniobenzoat aus einer nahezu gesittigten
Losung in Trypsinkristalle eindiffundieren (engl. soaking), so
kann man multiple Bindungsmoden nachweisen!!®%: Zwei
Orientierungen wurden in die Elektronendichte (1.8 A Auf-
losung) der Spezifititstasche eingepalBBt. Eine davon ergibt die
ibliche zweizihnige H-Briicke zwischen der Guanidinumgrup-
pe und Asp 189. Eine dritte Orientierung mit der Guanidinium-
gruppe in Richtung auf Cys50 und Lys60 wurde in der Nihe
von His 57 angegeben. In allen Fillen befindet sich die Carboxy-
latgruppe des Inhibitors in der Nihe des y-O-Atoms von
Ser 195. Ebenfalls multiple Bindungsmoden wurden in Cymo-
trypsint'#%,  HIV-Protease!'?®! und para-Hydroxybenzoat-
Hydrolase!'*!! beoachtet. Einige Vorsicht ist allerdings bei der
Zuordnung von multiplen Bindungsmoden angebracht, denn in
solchen Fillen kann der Ligand ungeordnet vorliegen, oder es
konnen nur partiell populierte Orientierungen auftreten. Folg-
lich muf eine weniger klar definierte Elektronendichte interpre-
tiert werden.
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Molekiile kénnen trotz struk-

turell unterschiedlicher Bin- H
dungsgeriiste in sehr dhnlicher N__COOH
Bindungsgeometrie mit dem HS

Protein in Wechselwirkung tre- Y

ten (ihnliche Bindungsmoden). 18

Die Inhibitoren Thiorphan 18

und retro-Thiorphan 19 hem-

men beide die Metalloprotease
Thermolysin!!®2! und beide bin- i
den mit den gleichen funktionel- N

len Gruppen an die gleichen Re- Hs \E)K\COOH
ste des Proteins. Auch bei a- und 19
p-N-Acetylglucosamin 20 findet

man ganz dhnlich die Erkennung durch eine Peptidgruppe in
reverser Ausrichtung, und zwar mit Lysozym! 931, Die N-Ace-
tyl-Seitenkette der beziiglich C2 spiegelbildlich konfigurierten
Verbindungen wird jeweils analog von Ala 107 und Asn 39 er-

OH OH
0 O
HO‘-I v OH H \CZ/%/
NH - a

20

kannt (Abb. 11). Die weiteren Erkennungseigenschaften der
beiden Formen sind aber so verschieden, daf3 die beiden Isomere
unterschiedliche Regionen der Bindetasche besetzen (alternative
Bindungsmoden): Die a-Form ist in eine H-Briicke zu Trp 108
eingebunden, das f-Isomer wechselwirkt mit Trp 62 und Trp 63.

Abb. 11. Kristallographisch bestimmte Bindungsgeometrien von o- und -20 im
Komplex mit Lysozym. Beide Liganden sind zusammen gezeigt. Die f-Form orien-
tiert sich nach rechts und bildet H-Briicken (gestrichelt) za Trp62 und Trp63.
Mit seiner Amidgruppe interagiert der Ligand mit der Carbonylgruppe von Ala 107
und der Hauptketten-NH-Funktion von Asn39. Die «-Form orjentiert sich nach
links und bildet die gleichen Wechselwirkungen iiber ihre Amidgruppe mit Lysozym
aus (gepunktet). Zusitzlich bildet sie eine H-Briicke zur Hauptketten-NH-Funk-
tion von Trp 108.
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Lysozym verfiigt tiber eine ziemlich grof3e Bindetasche, die deut-
lich groBere Molekiile als 20 aufnehmen kann. Im Lysozym-
komplex von Tri-N-acetylchitotriose. (GlcNAc),, bindet der er-
ste Zuckerbaustein ganz analog wie der Pyranosering in der
B-Form!!'®4 Die Region, die das a-Isomer von 20 einnimmt,
wird dort durch funf Wassermolekille besetzt.

Wegen der Hindigkeit von Proteinstrukturen sind unter-
schiedliche Bindungsmoden fiir chirale Verbindungen nicht
uberraschend. Dennoch 1468t sich auch das Gegenteil beobach-
ten. Beispielsweise unterscheiden sich die Affinititen der enan-
tiomeren Sulfonamide 21 fiir humane Carboanhydrase um den
Faktor 100!'%. Wie die Proteinkristallographie allerdings be-
weist, binden die beiden Liganden in der gleichen Region der
Bindetasche (é&hnliche Bindungsmoden).

HN HN
g NH,
/ NH,
l \ Sz o , \ S/-
7S 0 s o ©
O" \\O ,,S\\

21

4.3.3. Ligandeninduzierte Anpassung der Bindetasche

Bisher haben wir nur die Eigenschaften der Liganden betrach-
tet und angenommen, das Protein sei starr. Aber Ligandenbin-
dung ist ein Erkennungsprozel3 zwischen flexiblen Partnern.
Daher kann die Ligandenbindung auch Verdnderungen der
raumlichen Struktur des Proteins induzieren. In einer Reihe von
Fillen konnte die Proteinstruktur sowoh! mit als auch ohne
Ligand bestimmt werden. Diese Untersuchungen geben eine
Vorstellung davon, in welcher GroBenordnung sich solche Kon-
formationsidnderungen im Protein abspielen. Proteine wie Tryp-
sin weisen eine sehr starre Bindetasche auf!'®%, In anderen Fil-
len bewegen sich aber auch Teile des Proteins (z. B. eine Schleife)
infolge der Ligandenbindung!!?!-172:1%71  Gliicklicherweise
sind diese Anderungen weitgehend unabhingig vom Liganden
(z. B. unverdanderte Orientierung der Aminosdurereste in
Thrombin!!7¢!,  HIV-Protease!!””),  Thermolysin!'®%, Re-
nin!*’% und Endothiapepsin!' %), In der kubischen Kristall-
form von nichtinhibiertem Renin treten zwei unabhingige Mo-
lekitle in der asymmetrischen Einheit auf!!’?) Beide unter-
scheiden sich wegen unterschiedlicher Kristallkontakte in der
Konformation. Sie lassen sich als ,,offene** und ,,geschlossene*
Form bezeichnen und unterscheiden sich durch eine Rotation
der C- gegen die N-terminale Doméne um eine gedachte Achse,
die nahe dem aktiven Zentrum verlduft. Interessanterweise ist
die geschlossene Form der Struktur des inhibierten Renins in
einer tetragonalen Kristallform konformativ viel dhnlicher. Die
Konformationsdnderungen, die durch die Kristallkontakte her-
vorgerufen werden, sind offenbar sehr dhnlich zu denen, die
durch die Ligandenbindung ausgelost werden. Fiir das struktur-
ell verwandte Endothiapepsin flihrte die Auswertung von 15
Protein-Ligand-Komplexen zu 2 Zustinden des Enzymst 7!
Aus diesen Daten ist keine klare Korrelation etwa mit der Zu-
sammensetzung des Inhibitors oder mit den Kristallkontakten
abzulesen. Vermutlich sind viele der bei der Ligandenbindung
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beobachteten Konformationsinderungen des Proteins mit Be-
wegungen in Einklang, die fiir die Funktion des Proteins not-
wendig sind. Deutliche Anderungen im aktiven Zentrum zwi-
schen Apo- und komplexierter Form wurden beispielsweise fiir
HRV-1418° berichtet.

Ein instruktives Beispiel fiir die Bedeutung dieser induzierten
Anpassung ist die Bindung von Guanin an das aktive Zentrum
der Purinnucleosid-Phosphorylase! !, Dieser Ligand bildet
iber N7 und den C6-Sauerstoff H-Briicken zur Seitenkette von
Asn 243 (Schema 3). Ein einfacher, auf den ersten Blick als is-
oster anzunehmender Ersatz von N durch C in Position 9 er-
weist sich als folgenreicher Austausch: In 7-Stellung wird aus

[ “H Thr 242 "H Thr 242
H A H \
: o :
N CH N CH,
6 N 3 HN R
HN; | 7 \> )\ i 7 \>_ N,
0 I <G
N N H,N N N
s
\ /) ICsg = T1pM \ /) ICs0 = 0.16uM
b H‘N Asn 243
Sn
/N Asn 243 H/
Thr 242 : Thr 242
o
H CH, CH,
N
l 7
s e
N
87N s N
— ICsg = 0.067|.lM . ICs0 = 0.63|.LM

Schema 3. Bindungsmoden von vier Liganden fiir die Purinnucleosid-Phosphoryl-
ase. Der N/C-Austausch an der 9-Position des Guaninbausteins fGhrt zu einer
unerwarteten induzierten Anpassung: In 7-Stellung wird aus einem H-Briicken-
Acceptor ein H-Briicken-Donor, und die Seitenkette von Asn243 bewegt sich zur
Seite, um andere Reste dem Liganden zu prisentieren. Diese induzierte Anpassung
macht verstéindlich, warum nur beim Aza-Analogon (oben) eine zusitzliche NH,-
Gruppe in der 8-Position zu einer Wirkungssteigerung fithrt. Im Desazaderivat
(unten) tritt eine abstofende Wechselwirkung zwischen der NH,-Gruppe und der
Methylgruppe des benachbarten Threonins auf.

einem H-Briicken-Acceptor ein H-Briicken-Donor. Uberra-
schenderweise weist 9-Desazaguanin trotz gleicher Bindungs-
geometrie eine hohere Affinitdt als Guanin auf. Der Grund
dafiir ist in einer Umorientierung des benachbarten Asn-Rests
zu suchen, der sich zur Seite dreht und nun anstelle seiner zwei-
zdhnigen NH,-Gruppe eines seiner NH-Protonen und seine
C=0-Gruppe dem Liganden zur Wechselwirkung zur Verfii-
gung stellt. Diese induzierte Anpassung wire wohl kaum ohne
Kenntnis der Strukturen der Protein-Ligand-Komplexe vorher-
gesagt worden.

4.3.4. Bindungsmoden in unterschiedlichen Spezies und bei
unterschiedlichen pH-Werten

Die Bindungsgeometrien kénnen fiir Enzyme aus unter-
schiedlichen Spezies differieren. Wie bereits erwihnt, bindet
Trimethoprim 1 an Dihydrofolat-Reduktase aus Hiihnerleber in
einer schmetterlingsférmigen Konformation, wihrend im bak-
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tetiellen Enzym aus E. coli eine verdrillte Konformation gefun-
den wird!"®%1. Dieses Beispiel mag als Warnung dienen, allzu
unkritisch die Bindungsverhaltnisse von einem Protein auf ein
anderes (z. B. ein modelliertes Homologes) zu Gbertragen.

Die Bindungsmoden von Molekiilen hiingen auch vom Proto-
nierungszustand der Aminosdurereste im aktiven Zentrum ab.
Ein einfaches Beispiel, die pH-abhingige Bindung des Carbo-
nat-Ions an Creatinase, illustriert diese Einfliisse!*>%1. Zwei Kri-
stallformen des Enzyms mit einem Carbonat-Ton und einem
Wassermolekiil in der Bindetasche konnten bei den pH-Werten
5.4 und 7.4 strukturell charakterisiert werden. Die Gastmolekii-
le besetzen unterschiediiche Positionen in diesen Strukturen und
verweisen damit auf pH-abhiangige Bindungsmoden. Bei niedri-
gem pH-Wert wird das Anion, vermutlich als Bicarbonat, von
zwei protonierten Glu-Resten gebunden, und das Wassermole-
kil vermittelt ein H-Briicken-Netz zu den gegeniiberliegenden
Arg-Resten. Bei hohem pH-Wert bindet das Anion, vermutlich
immer noch als Bicarbonat, mit umgekehrter Orientierung. Es
steht jetzt gegen die beiden Argininreste, wihrend das Wasser-
molekiil eine Verbriickung zu den Glutamatresten vornimmt.

Diese Beobachtung hat auch Konsequenzen fiir das Design
von Enzymliganden mit maBgeschneiderten Erkennungseigen-
schaften. Phosphastatin-Analoga wurden als potente Inhibito-
ren der Aspartyl-Protease Pepsin beschrieben. Sie sind aber nur
schwache Inhibitoren von Renin, einer anderen Aspartyl-Prote-
ase. Dieser Unterschied kann, zumindest teilweise, auf die un-
terschiedlichen pH-Optima zuriickgefithrt werden, bei denen
beide Enzyme arbeiten. Pepsin operiert als Verdauungsenzym in
stark saurem Medium, Renin dagegen versieht seinen Dienst
unter Neutralbedingungen. Im zweiten Fall mull man anneh-
men, daf} die Hydroxygruppen am Phosphor der Phosphasta-
tin-Analoga weitgehend deprotoniert vorliegen und daher nicht
geeignet sind, an die katalytisch aktiven Aspartatreste des akti-
ven Zentrums von Renin zu binden!2°%,

4.4. Automatische Einpassung von Molekiilen in Binde-
taschen durch Vergleich ihrer Erkennungseigenschaften

Die im letzten Abschnitt vorgestellten experimentellen Bei-
spiele zeigen, daB die Bezichung zwischen dem Geriist der Li-
ganden, ihren Bindungsmoden und ihren Erkennungseigen-
schaften recht komplex ist. Trotzdem wollen wir zu unserer
eingangs gestellten Frage zuriickkehren und priifen, in welchem
Umfang man Bindungsmoden anhand der Erkennungseigen-
schaften beschreiben und vorhersagen kann. Beim Versuch, ein
raumliches MaB fiir den Unterschied oder die Ahnlichkeit von
Liganden abzuleiten, miissen wir uns in Erinnerung rufen, dal}
Bindungseigenschaften in bezug auf einen bestimmten Rezeptor
definiert werden. Daher ist jedes Ahnlichkeitsmaf ein relatives
MaB.

Rechenverfahren, die dieses Problem angehen, konnen meh-
rere Moglichkeiten fiir das Einpassen eines neuen Liganden in
die Bindetasche eines Protein vorschlagen'!®!l. Liegen keine
Angaben uber die Struktur des Rezeptors vor, so kdnnen diese
Verfahren zur Uberlagerung der Liganden genutzt werden. Die
erhaltene Einpassung ist eine Voraussetzung fitr vergleichende
Feldanalysen (CoMFA-Methode'?°1Y). Diese Methode quanti-
fiziert relative Unterschiede zwischen Liganden, die fiir Verdn-
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derungen der Bindungsaffinititen ursichiich sind. Mehrere Ver-
fahren zur Berechnung dieser Uberlagerungen wurden beschrie-
ben292-20%1 Wir haben die urspriinglich von Kearsley und
Smith entwickelte Prozedur SEAL! erweitert, Es kénnen
nunmehr sterische, elektrostatische, hydrophobe und H-Brik-
ken-Eigenschaften verglichen werden!*#!-21%1. Um die Ahnlich-
keit von Molekiilen zu quantifizieren, wird ihre Gestalt durch
einen Satz rdumlicher Gaul-Funktionen angendhert. Diese
Funktionen werden an den Atompositionen lokalisiert und fiir
Jedes Molekiil mit einem Vektor physikochemischer Eigenschaf-
ten verkniipft. Diese Eigenschaften stammen aus atombasieren-
den Deskriptoren. Um die Ahnlichkeit von zwei Molekiilen im
Raum zu berechnen, wird das Skalarprodukt der Eigenschafts-
vektoren ausgewertet und mit dem Uberlappungsintegral der
GauB-Funktionen gewichtet. Anhand dieser GrdoBe versucht
man, die riumliche Ahnlichkeit zu maximieren. Dazu wird aus-
gehend von Zufallspositionen die Uberlagerung zweier Mole-
kiile durch Minimierung der Abstinde zwischen Molekiilteilen
dhnlicher physikochemischer Eigenschaften optimiert. Das Ver-
fahren benotigt keine vorab definierten Paare dquivalenter Zen-
tren in den Molekiilgeriisten. Daher kdnnen auch strukturell
stark voneinander abweichende Bindungsgeriiste verglichen
und uberlagert werden.

Die Uberlagerungsfunktion wurde auf die Daten von 184
Ligandenpaaren angewendet, die jeweils an das gleiche Protein
binden!!*Y. Thre Bindungsmoden und damit ihre relativen
strukturellen Uberlagerungen sind aus kristallographischen Un-
tersuchungen bekannt. Fiir den Testdatensatz konnten die ex-
perimentell beobachteten Uberlagerungen in einem Drittel der
Fille mit einer Standardabweichung (rms-Abweichung) unter
0.7 A reproduziert werden; bei 51% lag sie unter 1 A und bei
fast 90 % unter 2 A. Beriicksichtigt man die gegebenen Genauig-
keitsgrenzen von ca. 0.7 A fiir eine experimentelle Uberlagerung
von Protein-Ligand-Komplexen, so scheint die erzielte Uberein-
stimmung recht iiberzeugend!?!%. Die Uberlagerungsfunktion
weist mehrere Minima auf. Daher liefert der Ansatz mehrere
Lésungen, jede mit einem bestimmten Ahnlichkeitsmaf. In zwei
Drittel der Beispiele beschreibt die beste Losung auch wirklich
die experimentellen Verhiltnisse; in 91 % der untersuchten Fille
decken sich die experimentellen Gegebenheiten mit der ersten
oder zweiten Losung. Unterschiedliche Losungen deuten auf
alternative Bindungsmoden hin. Beispielsweise wird der experi-
mentell beobachtete reverse Bindungsmodus der beiden anti-
viral wirksamen Verbinungen 14 und 15 mit sehr dhnlichem
Gerlist (siehe Abb. 9) als zweite Lsung vorgeschlagen. Sie wird
nur um 4% schlechter bewertet als die beste L.Osung, die dem
reguliren Uberlagern beider Liganden entspricht.

Die Uberlagerungsfunktion des beschriebenen Verfahrens be-
riicksichtigt sterische, elektrostatische, hydrophobe und H-
Briicken-Donor- und -Acceptor-Eigenschaften. Genaugenom-
men sind diese Eigenschaften nicht unabhingig voneinander,
aber sie heben unterschiedliche Aspekte der molekularen Erken-
nung hervor. Die relative Bedeutung der Einzelbeitrdge zum
Ahnlichkeitsmal} innerhalb der 184 Ligandenpaare lift sich
nach einer genaueren Auswertung abschitzen. Mit 30—85%
Anteil am gesamten AhnlichkeitsmaB liefert die sterische Ahn-
lichkeit in allen Fillen den groBten Beitrag. Dies unterstreicht
die Bedeutung einer groBen riumlichen Ahnlichkeit in der Bin-
detasche als Voraussetzung fiir gute Bindungseigenschaften.
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NH Ein Beispiel soll aber auch ange-

/ fiihrt werden, fiir das der Ansatz
0 versagt. Die beiden Thermolysin-
HOOC NHM\J/
NH

Inhibitoren 161182} und 22121 fas-
sen sich mit eine Standardabwei-
chung von 0.54 A iiberlagern.
Analog konnen das Reaktions-
produkt der Proteinasereaktion,
” Val-Trp, und 22 mit einer Abwei-
chung von 1.03 A iiberlagert wer-
den (Abb.12). Val-Trp und 16
sind beide kleiner ats 22, und ihre Uberlagerungen mit 22 be-
riicksichtigen unterschiedliche Molekiiiteile. Berechnet man da-

Abb. 12. Beobuchtete und berechnete Uberlagerung von Thermolysin-Inhibitoren. In der Mitte ist die
Uberlagerung der drei Verbindungen CLT 22 (schwarz), f-PPP 16 (dunkelgrau) und Val-Trp (hellgrau) zu
sehen. Sie entspricht der kristallographisch ermittelten Orientierung dieser Verbindungen im Komplex mit
Thermolysin. Links ist die berechnete Uberlagerung mit CLT (schwarz) als Referenz gegeben. Die verblei-
bende Standardabweichung zur experimentellen Anordrung betrigt 0.54 A und fér Val-Trp 1.03 A.
Rechts ist die Uberlagerung von f -PPP (grau) mit Val-Trp (schwarz) als Referenz gezeigt. Eine Anord-
nung, wie sie in Thermolysin auftritt, kann nicht erzielt werden, da die sterische Uberlappung in der

Proteinbindetasche sehr klein ist (Mitte).

gegen die direkte Uberlagerung von 16 und Val-Trp, so wird
deren sterische Uberlappung optimiert. Daher kann auf diese
Art kein den experimentellen Verhiltnissen entsprechendes Re-
sultat erzielt werden. Dieses Beispiel zeigt klar die Grenzen der
Verfahren auf, die nur die 3D-Strukturen von Liganden bertick-
sichtigen. Es ist aulerdem eine Warnung davor, zu leichtfertig
eine Uberlagerung von Molekiilen als Voraussetzung fiir 3D-
QSAR-Analysen zu nutzen.

Der bislang beschriebene Rechenansatz beriicksichtigt noch
keine molekulare Flexibilitidt. Um diese Flexibilitit in den Uber-
lagerungsprozeB3 einzubinden, wurde die oben definierte Ahn-
lichkeitsbedingung als zusdtzlicher Potentiaiterm in MIMUM-
BA eingefithrt?!%. Da dabei nur eine lokale Optimierung
durchgefiihrt wird, werden eine anfingliche Orientierung und
Startkonformation ben&tigt. Um diese wichtige Einschriankung
zu umgehen, werden mit MIMUMBA multiple Konformatio-
nen generiert und anschlieBend bei der Uberlagerung genutzt.
Im folgenden Schritt werden die am besten bewerteten, paarwei-
se eingepafiten Konformere einer lokalen Konformationsrelaxa-
tion bei gleichzeitiger Maximierung der Ahnlichkeit unterwor-
fen. Dieser kombinierte Ansatz ist auf Thrombin- und
Thermolysin-Inhibitoren angewendet worden. Dabei wurden
Konformere generiert und ausgelesen, die den experimentellen
Verhiltnissen in Geometrie und Orientierung nahekom-
men 2101,
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5. Aktuelle rechnergestiitzte Methoden zur Suche
nach neuen Leitstrukturen

Die 3D-Strukturen von Proteinen und Protein-Ligand-Kom-
plexen kénnen dazu genutzt werden, die essentiellen Wechsel-
wirkungen zu identifizieren und nach zuséitzlichen Bindetaschen
zu suchen, die von den bislang bekannten Liganden noch nicht
besetzt wurden. Solche Bindetaschen kénnten Positionen sein,
an denen eine H-Briicke zum Protein gebildet werden kann,
oder hydrophobe Taschen in der Proteinstruktur, die durch li-
pophile Gruppen ausgefiillt werden konnen. Mehrere Compu-
terprogramme sind in der letzten Zeit beschrieben worden, mit
denen sich mégliche Liganden auswihlen und ihre Wechselwir-
kungen mit dem Protein vorhersagen lassen.
Diese neuen Werkzeuge fiir das Ligandende-
sign lassen sich wie folgt einteilen(2!2!:

1) Analyse der Proteinstruktur

2) Liganden-Docking und Suche in Struktur-
datenbanken

3) De-novo-Ligandendesign

4) Abschdtzung der Bindungsaffinitét des Li-
ganden

5} Analyse der elektronischen und konforma-
tiven Eigenschaften des Liganden

Wir fassen den aktuellen Stand der verschie-
denen Methoden kurz zusammen. Zum Auf-
finden neuer Liganden kann man entweder
Datenbanken mit den 3D-Strukturen bekann-
ter kleiner Molekiile durchsuchen, oder man
versucht ein De-novo-Design. Hierunter wird
der teilweise oder vollstindige Entwurf eines
Molekiils verstanden. Die mdglichen Vorge-
hensweisen sind in Abbildung 13 dargestellt.

5.1. Analyse der Proteinstruktur

Der erste Schritt bei der Suche nach einem neuen Liganden ist
die Analyse der 3D-Struktur des Zielproteins. Die Oberfliche
des Proteins kann zusammen mit gewissen Eigenschaften, bei-
spielsweise der Lipophilie!?13-2!4) oder dem elektrostatischen
Potential!?* 3], dargestellt werden. Weitere Methoden zur Suche
nach Spalten oder Hohlen in der Proteinstruktur sind beschrie-
ben worden?'€~ 218l Dariiber hinaus gibt es Verfahren zur Vor-
hersage gilinstiger Bindungsstellen fiir kieine Testteilchen, wie
etwa ein Wassermolekill oder eine Carbonylgruppe!?!®~221],
Meist wird die Wechselwirkungsenergie fiir mehrere Testteil-
chen auf einem Gitter ausgerechnet, das die Bindetasche ein-
schlieBt. Diese Gitter konnen dargestellt werden und sind ein
wertvoller Wegweiser beim Entwurf neuer Liganden.

Die vermutlich am haufigsten verwendete Methode zur Ana-
lyse von Protein-Ligand-Wechselwirkungen sind Molekiilme-
chanikrechnungen. In der letzten Zeit wurden neue Kraftfelder
entwickelt!?227 2231 die eine genauere Beschreibung der kova-
lenten und nichtkovalenten Wechselwirkungen in diesen Kom-
plexen ermoglichen. Einfache Geometrieoptimierungen kénnen
niitzlich sein, um die sterische und elektronische Komplementa-
ritdt von Protein und Ligand theoretisch zu untersuchen.

Angew. Chem. 1996, 108, 2750-2778



Molekulare Erkennung und Wirkstoffdesign

AUFSATZE

fk@ﬁi{

Building

Docking Linking

Abb. 13. Strategien zur Entdeckung neuer Leitstrukiuren (siche auch Abschnitt
5.3.1). Vollstindige Liganden, beispielsweise aus einer Datenbank, kénnen in die
Bindetasche eingepaBt werden (links). Das De-novo-Design neuer Liganden kann
entweder iiber die Positionierung eines ,,Keims™ erfoigen, der dann durch zusdtzli-
che Baugruppen vergréBert wird (Mitte), oder es werden mehrere Fragmente gleich-
zeitig eingepaBt und durch geeignete Briickenglieder miteinander verkniipft
(rechts). Die Abbildung wurde von Verlinde und Hol [26] adaptiert.

Das von Miranker und Karplus'??¢! entwickelte Programm
MCSS kombiniert die Analyse der Proteinbindetasche mit der
Plazierung kleiner Molekiile in einer energetisch giinstigen Ori-
entierung. MCSS verwendet zur Positionierung der kleinen Li-
ganden ein Molekiillmechanik-Kraftfeld.

Wir haben einen anderen Ansatz zur Analyse der Proteinbin-
detasche gewihlt und konzentrieren uns hierbei auf die geomet-
rischen Aspekte der Protein-Ligand-Wechselwirkungen 227!, In-
formationen iiber typische Arten von Wechselwirkungen zwi-
schen den funktionellen Gruppen eines Liganden und den Ami-
noséduren eines Proteins kOnnen aus einer statistischen Analyse
der zwischenmolekularen Kontaktgeometrien funktioneller
Gruppen in Kristallpackungen kleiner organischer Molekiile
erhalten werden. Gemeinsame Darstellungen dieser Wechsel-
wirkungsgeometrien kénnen genutzt werden, um bevorzugte
Orientierungen aufzuspiiren. Als Beispiel ist in Abbildung 14
ein iiberlagertes Bild der als Donor oder Acceptor fungierenden
Partner in einer H-Briicke mit einem phenolischen Sauerstoff-
atom zu sehen. Die gefundenen rdumlichen Hiaufungen sind
reprisentativ fir die bevorzugten Geometrien von Wechselwir-
kungen mit einer Tyrosinseitenkette. Um zu belegen, daBl diese
kombinierten Kristallumgebungen wirklich als zuverldssiger
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Abb. 14. Zusammengesetztes Bild von Kontaktgeometrien zum Abschiitzen der
méglichen riumlichen Orientierung von Wechselwirkungen zwischen einem pheno-
lischen Sauerstoffatom und H-Briicken-Donoren (links) bzw. - Acceptoren (rechts).
Die Daten stammen von kristallographisch charakterisierten niedermolekularen
Verbindungen. Dazu wurden die Koordinaten des Testfragments zusammen mit
denen der Kontaktatome (NH,OH bzw. N, O) extrahiert. Um die Orientierungen
aller beriicksichtigten Beispiele vergleichen zu konnen, wurde eine Kleinste-Quadra-
te-Uberlagerung der Atome des Benzolrings vorgenommen. Die direkt an das Phe-
nol-Sauerstoffatom gebundenen Wasserstoffatome wurden aus Griinden der Uber-
sichtlichkeit in der Darstellung weggelassen.

Wegweiser zur Vorhersage der Geometrie in der Bindetasche
verwendet werden kdnnen, haben wir sie mit Aminosiuren zur
Deckung gebracht, die in die Bindetasche eines Proteins hinein-
ragen. In Abbildung 15 ist die kristallographisch bestimmte
Struktur von Methotrexat 12 in Dihydrofolat-Reduktase mit
Verteilungen um funktionelle Gruppen, die mit dem Inhibitor
wechselwirken, verglichen. Die Positionen der Ligandenatome
fallen genau in die Bereiche, die auch hiufig von vergleich-
baren Wechselwirkungspartnern in Kristallen organischer Ver-
bindungen besetzt werden. Ein dhnliches Bild ergibt sich fiir
andere Protein-Ligand-Komplexe™27!. Die in den kombinierten
Kristallumgebungen enthaltenen Informationen haben wir in

Abb. 15. Schnitt durch die Bindetasche der Dihydrofolat-Reduktase aus E. coli mit
dem Liganden 12. Blickrichtung senkrecht zum Pteridinring, H-Briicken gestrichelt.
Die Wassermolekiile W403 und W405 vermitteln H-Bricken zwischen Ligand und
Protein. Den zur Bindetasche ausgerichteten Aminosdureresten wurden die Vertei-
Iungen analog zu denen in Abb. 14 Gberlagert. Nach dem Léschen der Kontaktato-
me, die mit Atomen des Proteins zusammenfallen, verbleiben die angezeigten Posi-
tionen als mogliche Bindestellen um die Carboxylatgruppe von Asp27, die
Hauptketten-Carbonylgruppen von Ile5, Ile94 und Tyr111, das Seitenketten-
Sauerstoffatom von Thr113 (NH- bzw OH-Bindungsvektoren) und die Indol-NH-
Gruppe von Trp22 (N- und O-Atompositionen).
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Regeln iibersetzt, die als Richtschnur fiir die automatische Ein-
passungen kleiner Molekiile in das aktive Zentrum von Protei-
nen dienen (siehe hierzu Abschnitt 5.3).

Eine wichtige Eigenschaft von Proteinen ist ihre Flexibilitit.
Das am hédufigsten verwendete Rechenverfahren, um Informa-
tionen tiber die Proteinflexibilitdt zu erhalten, ist die Molekiil-
dynamik(MD)-Simulation. Mehrere Ubersichten haben sich
den Moglichkeiten dieser Methode gewidmet!?228-2291 metho-
disch hat es Anfang der neunziger Jahre bedeutende Fortschrit-
te gegebent?3%~ 2321 Zusammen mit der Weiterentwicklung der
Computerhardware erméglichen diese die Durchfiihrung ldnge-
rer und genauerer MD-Simulationen. In der Tat sind beeindruk-
kende Rechnungen beschrieben worden, die neue Einsichten in
die Natur der Proteinflexibilitit liefern233. 2341,

5.2. Suche in Strukturdatenbanken

Der direkteste Weg, um mit dem Computer neue Liganden zu
finden, ist die Suche in einer aus 3D-Strukturen bestehenden
Datenbank (3D-Datenbank)?33~2371 Von Kuntz und Mitar-
beitern wurde das auf diesem Gebiet bahnbrechende Programm
DOCK entwickelt, das dem in Abbildung 13 links geschilderten
Vorgehen entspricht!?*8). DOCK sucht in einer 3D-Datenbank
nach Liganden, die eine hohe sterische Komplementaritit zur
Proteinbindetasche aufweisen. Das Programm ist inzwischen
auch in der Lage, die elektronische Komplementaritét iiber ein
Kraftfeld mit zu berucksichtigen!?3?- 24%!, Es wurde {iber mehre-
re erfolgreiche Anwendungen von DOCK berichtet!?41 ~243},
Weitere Computerprogramme zur Suche in 3D-Datenbanken
sind beschrieben worden!*## 2451 CLIX!244] verwendet das
GRID-Kraftfeld 1% 22% zur Einpassung méglicher Liganden;
das von Miller et al.'?#3) entwickelte Programm FLOG beriick-
sichtigt die Flexibilitdt des Liganden, indem bis zu 25 Konfor-
mere fiir jede Struktur in der Datenbank abgespeichert werden ;
das im nédchsten Abschnitt beschriebene Programm LUDI kann
ebenfalls zur Suche in 3D-Datenbanken eingesetzt werden!2#61,

5.3. De-novo-Ligandendesign

In der letzten Zeit sind mehrere Computerprogramme vorge-
stellt worden, mit denen automatisch neue Liganden fiir eine
gegebene Proteinstruktur generiert werden sollen!?47 2791,
Mehrere Ubersichtsartikel sind  hierzu  publiziert wor-
den'?47- 2481 Die meisten Programme versuchen, neue Molekiile
durch das Zusammenfiigen von Bruchstiicken zu erzeugen. Dies
konnen entweder einzelne Atome!?#°232 oder groBere, che-
misch sinnvolle Fragmente!253~255.269. 2701 gein  Beide Ansitze
haben Vor- und Nachteile. Die Verwendung einzelner Atome als
Baugruppen liefert die groBtmoégliche Vielfalt an Strukturen.
Alternativ 148t sich eine groBe strukturelle Diversitdt auch
durch Verwendung einer groflen Zahl unterschiedlicher Frag-
mente erreichen. Ein moglicher Vorteil der Arbeit mit chemisch
sinnvollen Fragmenten betrifft die préparative Zuginglichkeit
der erzeugten Strukturen, da bei diesem Ansatz chemisches Wis-
sen in die Verkniipfung der Fragmente einflieBen kann. So kén-
nen Aminoséuren als Baugruppen verwendet werden, um Pepti-
de zu konstruieren?%3!. Eine Erweiterung auf andere einfache
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chemische Reaktionen wie die Bildung eines Ethers ist ohne Pro-
bleme méglich. Diese Kontrolle der priparativen Zuginglichkeit
ist bei Programmen, die Molekiile atomweise zusammenfiigen,
schwierig. Daher ist es bei diesem Ansatz notwendig, die Synthe-
tisierbarkeit am kompletten Molekil zu iberpriifen. Dies ist
wesentlich schwieriger als die Beantwortung der Frage, ob die
Bildung einer bestimmten Bindung synthetisch machbar ist.

Beim von Fragmenten ausgehenden De-novo-Ligandende-
sign gibt es zwei Hauptstrategien. Die erste ist, einzelne Frag-
mente unabhingig voneinander in der Bindetasche zu plazieren
(oder sie von einer bekannten Ligandenstruktur zu iiberneh-
men) und dann nach Templatstrukturen zu suchen, mit denen
sich die Fragmente zu einem Molekiil verbinden lassen (siche
Abb. 13 rechts). Der Vorteil dieses Ansatzes besteht darin, dafl
die Fragmente ohne die Randbedingung einer chemischen Bin-
dung plaziert werden und sich daher an den fiir sie optimalen
Positionen befinden. Die Strategie fiihrt dariiber hinaus héufig
zu —wiinschenswert — starren Strukturen. Ein mdglicher Nach-
teil ist, daf3 es bisweilen schwierig sein kann, Template zu finden,
die die Fragmente auf stereochemisch sinnvolle Weise verkniip-
fen und zugleich synthetisierbar sind. Die zweite Strategie be-
ginnt mit einem Fragment an einer bestimmten Stelle der Binde-
tasche, um dann schrittweise weitere Fragmente anzufiigen
(siche Abb. 13 Mitte). Ein Vorteil dieser Vorgehensweise ist, daB3
chemisches Wissen relativ leicht in den Verkniipfungsschritt ein-
gebaut werden kann. Mit diesem Verfahren erhilt man eher
synthetisch zugéngliche Strukturen. Allerdings zeigt der Ansatz
die Tendenz zur Erzeugung flexiblerer Strukturen. Weiterhin
haben Rotstein und Murcko!?*%! darauf hingewiesen, dafB3 das
schrittweise Aufbauen einer Struktur Schwierigkeiten macht,
wenn es gilt, zwei voneinander entfernte Bindungsregionen zu
verbriicken. Dies gelingt nur dann gut, wenn die Moglichkeit
besteht, zwischen den beiden Bindungsregionen zusétzliche spe-
zifische Wechselwirkungen mit dem Protein auszubilden.

Eine grofle Herausforderung sowohl fiir das De-novo-Design
als auch fiir die Suche in 3D-Datenbanken ist die Entwicklung
neuer Methoden zur Festlegung einer Rangfolge innerhalb der
groflen Zahl an Strukturkandidaten, die als Resultat solcher
Rechnungen anfallen. Die verfigbaren, auf MD-Simulationen
basierenden Verfahren sind zu rechenzeitaufwendig, um mehr
als 10—100 Ligandenstrukturen bewerten zu kénnen. Notwen-
dig ist deshalb ein schnelles und zuverldssiges Verfahren zur
Bewertung der Strukturen. Ein mdglicher Ansatzist die Verwen-
dung eines Zweistufenverfahrens. Zunichst wird eine schnelle,
empirische Bewertungsfunktion eingesetzt. Die hierbei am be-
sten abschneidenden Strukturen werden genauer mit einem
der rechenzeitintensiveren Verfahren analysiert. Mehrere
einfache Bewertungsfunktionen sind vorgeschlagen wor-
den!?-81,100-102,253] " qarynter auch die in Abschnitt 3.7 be-
schriebene.

5.3.1. Das Computerprogramm LUDI

LUDI ist ein von Molekiilfragmenten ausgehendes Pro-
gramm zum De-novo-Design, das sowohl zur Suche in 3D-
Datenbanken als auch zur automatischen Konstruktion neuer
Liganden durch ,Building (schrittweisen Aufbau) oder
..Linking* (Verkniipfung der plazierten Einzelfragmente, siche
Abb. 13)12697 2701 eingesetzt werden kann. Das Programm posi-
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tioniert Molekiile oder neue Substituenten fiir eine bekannte
Leitstruktur so in der Proteinbindetasche, daB H-Briicken gebil-
det werden kénnen und hydrophobe Taschen mit lipophilen
Gruppen ausgefiillt werden. Wie andere Programme zum Li-
gandendesign auch benétigt LUDI im wesentlichen folgende
Daten: 1) die 3D-Struktur des Zielproteins, 2) die 3D-Struktu-
ren moglicher Liganden und Fragmente zum Einpassen oder
zum Konstruieren neuer Molekiile und 3) Informationen iiber
mbgliche giinstige Wechselwirkungen zwischen Protein und
Ligand.

Das Programm berechnet zunichst sogenannte Wechselwir-
kungszentren. Dies sind diskrete Positionen und Vektoren im
Raum, die geeignet sind, eine H-Briicke zu bilden oder eine
lipophile Tasche zu besetzen. Diese Wechselwirkungszentren lei-
ten sich von den in Abschnitt 5.1 beschriebenen Kontaktmu-
stern in Kristallpackungen ab!??7!. Im nichsten Schritt werden
molekulare Fragmente mit diesen Zentren iiberlagert. Die Frag-
mente stammen aus einer Bibliothek, die 1100 kleine Molekiile
enthilt. Es ist ebenfalls mdglich, groBere Fragmentbibliotheken
zu durchsuchen, die sich vom ACD™7!! oder von der Cam-
bridge Structural Database (CSD)!?! =23} ableiten. AnschlieBend
kann LUDI im Link-Modus verwendet werden, um die plazier-
ten Fragmente durch Briickenfragmente zu einem Molekiil zu
verbinden. Alternativ besteht die Moglichkeit, neue Fragmente
direkt mit bereits positionierten Fragmenten oder mit einer be-
kannten Leitstruktur zu verkniipfen. SchlieBlich werden die

Abb. 16. Die einzelnen Schritte im De-novo-Design von Proteinliganden mit dem
Programm LUDI, Zuerst werden die Wechselwirkungszentren entsprechend einem
Regelsystem erzeugt (oben) und danach kleine Molekiilfragmente in diese Wechsel-
wirkungszentren eingepaBt. Zuletzt verkniipft man die positionierten Fragmente
miteinander oder vergroBert sie durch zusitzliche Substituenten (unten).
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erhaltenen Strukturen mit der in Abschnitt 3.7 beschriebenen
Funktion bewertet. Das LUDI-Konzept ist in Abbildung 16 zu-
sammengefaft.

Ein wichtiger Aspekt des LUDI-Konzepts ist die Fahigkeit
des Programms, kleine Ungenauigkeiten in der experimentell
bestimmten Proteinstruktur zu tolerieren. Die Positionierung
der Fragmente erfolgt durch rein geometrische Operationen.
Wir haben uns entschlossen, weder bei der Positionierung noch
bei der Bewertung Kraftfeldrechnungen zu verwenden. Denn
zum einen bendtigen solche Verfahren recht viel Rechenzeit,
zum anderen konnen Ungenauigkeiten in der Proteinstruktur
unrealistisch groBle Beitrdge zur Protein-Ligand-Wechselwir-
kungsenergie verursachen, wenn diese mit einem Kraftfeld be-
rechnet wird. Die Resultate sind dann nur interpretierbar, wenn
eine vollstindige Geometrieoptimierung des Komplexes durch-
gefithrt wird. Statt dessen verwenden wir in LUDI die in Ab-
schnitt 3.7 beschriebene, schnelle und fehlertolerante, empiri-
sche Bewertungsfunktion®,

In einer Validierungsstudie haben wir LUDI erfolgreich zum
Entwurf von Inhibitoren fiir Dihydrofolat-Reduktase und HIV-
Protease eingesetzt!?7%. Pisabarro et alf*® haben mit diesem
Programm einen neuen Inhibitor mit hoherer Bindungsaffinitat
fiir HSF-Phospholipase A2 gefunden.

Vor kurzem haben Babine et al.l3®! mit o}

LUDI den Ether 23 als neuen Liganden

fir FKBP-12 konstruiert. Die Verbin- °

dung wurde anschlieBend synthetisiert

und erwies sich tatsdchlich als stark bin-

dender Ligand fiir FKBP-12 (K =

12 um). In einer weiteren Anwendung

wurde in einer aus ca. 30000 Molekiilen 23
bestehenden Untermenge (<40 Atome,

0-2 drehbare Bindungen) des FCD!27* nach neuen Liganden
fiir Trypsin, HIV-Protease, Purinnucleosid-Phosphorylase und
Streptavidin gesucht. Die 3D-Strukturen der Liganden wurden
hierbei mit dem Programm CONCORD™72! erzeugt (in der
letzten Zeit haben wir auch das Programm CORINA!273! zur
Generierung von 3D-Strukturen eingesetzt). Fiir die Spezifitats-
tasche des Enzyms Trypsin benétigte die Suche 2 Stunden auf
einer Silicon-Graphics-Indigo-R 4000-Workstation und lieferte
153 Strukturen. Die Treffer mit der besten Bewertung sind para-
Methylbenzamidin und Benzamidin. Beide Verbindungen bin-

den in der Tat mit Affinitatskonstanten im um-Bereich an Tryp-
sin[274.2751

OH

6. Ausblick und kiinftige Entwicklungen

In den letzten fiinf Jahren sind wir Zeugen einer enormen
Verbesserung der Computerwerkzeuge fiir das auf Struktur-
merkmalen basierende Ligandendesign geworden. Neue Pro-
gramme zur Konformationsanalyse, zum Liganden-Docking,
zum Vergleich von Liganden und zum De-novo-Ligandendesign
sind beschrieben worden. Die ersten Beispiele fiir einen erfolg-
reichen Entwurf von Proteinliganden wurden offenge-
legt'?®~ 421, Die Motivation fiir Weiterentwicklungen dieser Me-
thoden ist sicherlich zunichst die intellektuelle Heraus-
forderung, die Natur der Protein-Ligand-Wechselwirkungen
besser zu verstehen, dariiber hinaus aber auch die Notwendig-
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keit, den Prozef3, der zur Entdeckung neuer Wirkstoffe fithrt, zu
beschleunigen. Da diese Motivation immer stirker wird, wird
auch die Entwicklung verbesserter Methoden fiir das struktur-
basierende Ligandendesign an Bedeutung gewinnen.

Trotz der bemerkenswerten Fortschritte bestehen nach wie
vor wichtige Einschrdnkungen fiir den Finsatz der bestehenden
Rechenverfahren. Die wichtigste Einschrdnkung ist die Verfiig-
barkeit von 3D-Proteinstrukturen. Hier sind immer noch erheb-
liche Anstrengungen erforderlich, um durch bessere Techniken
mehr Proteine einer Strukturbestimmung zuginglich zu ma-
chen. Im giinstigsten Fall liegen vom Protein Strukturunter-
suchungen im Komplex mit mehreren Liganden vor. Ist keine
3D-Struktur des Proteins verfiigbar, kann man unter Umstin-
den ausgehend von der bekannten Struktur eines eng verwand-
ten Proteins ein Modell bauen. Andernfalls bleibt firr den Ent-
wurf neuer Ligandenstrukturen nur der Vergleich bereits
bekannter Liganden iibrig. Hier ist zu beachten, da8 sich dieser
Vergleich auf die rdumliche Verteilung der physikochemischen
Eigenschaften bezieht. Es ist klar, dal mit abnehmender Infor-
mation iiber die strukturellen Aspekte der Protein-Ligand-
Wechselwirkungen auch die Aussagekraft und Zuverldssigkeit
der Methoden zum Ligandendesign abnimmt.

In den vorgestellten Verfahren werden Liganden und ihre
moglichen Wechselwirkungen mit dem Protein beriicksichtigt.
Andere wichtige Faktoren wie Transportverhalten, metaboli-
sche Stabilitit, orale Verfiigbarkeit, geringe Toxizitét, ausrei-
chende Halbwertszeit und geringes Suchtpotential werden nicht
beriicksichtigt. Diese Faktoren entscheiden aber letztendlich
dariiber, ob ein Ligand auch als Wirkstoff eingesetzt werden
kann. Des weiteren wird in den gegenwirtigen Programmen
zum De-novo-Design die Frage der Synthetisierbarkeit der ge-
nerierten Strukturen nur ansatzweise behandelt. SchlieBlich
miissen die existierenden Methoden zur Vorhersage der Bin-
dungsaffinitdt weiter verbessert werden.

In den Fillen, in denen die Proteinstruktur verfiigbar ist, wird
das Protein von den meisten Methoden zum Docking und De-
novo-Design als starr angesehen. In der Realitit wird aber eine
durch die Ligandenbindungen hervorgerufene induzierte An-
passung beobachtet, die eigentlich beriicksichtigt werden miiB-
te. Es hat sich jedoch in vielen Fillen gezeigt, daB diese Ande-
rung der Proteinstruktur fiir die Bindung unterschiedlicher
Liganden dhnlich ist. Daher ist die 3D-Struktur eines Protein-
Ligand-Komplexes ein guter Ausgangspunkt fiir das De-novo-
Design. Die Beriicksichtigung der Flexibilitdt des Liganden, ins-
besondere bei Strukturen mit mehr als fiinf drehbaren
Bindungen, ist immer noch eine beachtliche Herausforderung.
Hier ist es wichtig, die Ligandenflexibilitit sowohl beim Mole-
kitlvergleich als auch beim Docking auf effiziente Weise zu be-
riicksichtigen.

Rechnergestiitzte Verfahren sind nur ein Aspekt der neuen
Strategien zur Wirkstoffsuche. In den letzten Jahren wurden
molekulare Testsysteme entwickelt, die das schnelle Testen einer
groflen Zahl an Verbindungen ermdéglichen. In gilinstigen Fillen
konnen mit einem Assay mehrere tausend Verbindungen pro
Tag getestet werden. Dies hat wiederum die Entwicklung neuer
Methoden zur Synthese grofler Substanzbibliotheken stimuliert.
Die kombinatorische Chemie®7”? 27! ist ein vielversprechen-
der Ansatz zum Auffinden neuer Leitstrukturen. Unserer Mei-
nung nach koénnen die rechnergestiitzten Verfahren auch beim
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Massenscreening hilfreich sein. Die Treffer aus dem Screening
haben héufig stark unterschiedliche Strukturen. Ein Vergleich
ihrer 3D-Strukturen kann Hinweise auf gemeinsame Struktur-
elemente liefern, die fiir die Rezeptorbindung verantwortlich
sind. Ist einmal eine neue Leitstruktur identifiziert, sei es durch
experimentelles Screening oder durch neue Rechenverfahren,
konnen Molecular Modeling und Réntgenstrukturanalyse ein-
gesetzt werden, um die effiziente Optimierung der Leitstruktur
zu unterstiitzen.

Im Augenblick stehen wir erst am Anfang eines Verstdndnis-
ses der wichtigsten Phinomene und der damit verbundenen
Prinzipien, die die molekulare Erkennung in Protein-Ligand-
Komplexen bestimmen. Auf empirischem Wissen basierende
Rechenverfahren sind schon jetzt wirkungsvolle Werkzeuge bei
der Entdeckung und Optimierung neuer Leitstrukturen. Wir
sind fest davon iiberzeugt, daB3 der zunehmende Reichtum an
experimentellen Befunden iiber Strukturen und Bindungsdaten
von Protein-Ligand-Komplexen die Genaugkeit und den An-
wendungsbereich dieser Methoden in Zukunft weiter verbessern
wird.

Wir mochten uns recht herzlich bei unseren Kollegen Wolfgang
Hoffken, Hugo Kubinyi, Thomas Mietzner und Nigel Walker fiir
zahlreiche hilfreiche Kommentare und anregende Diskussionen
bedanken. Ein Teil unserer eigenen, hier vorgestellten Arbeiten
wurde im Rahmen der BM BF-Projekte RELIWE und ABAYV ge-

fordert.
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