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,»,Grundgeriistwechsel* (Scaffold-Hopping)
durch topologische Pharmakophorsuche:
ein Beitrag zum virtuellen Screening**

Gisbert Schneider,* Werner Neidhart, Thomas Giller
und Gerard Schmid

Bei der Entwicklung neuer Arzneimittel ist der entschei-
dende Schritt im Verlauf eines medizinisch-chemischen Pro-
jekts die Identifizierung von Molekiilen, die mit einer
speziellen Zielstruktur, z.B. einem Enzym, einem Rezeptor
oder einem Ionenkanal, wechselwirken konnen. Ein iibliches
Experiment, um diese Leitstrukturen zu finden, ist das ,,blind
screening”, eine stochastische Suche nach brauchbaren Mo-
lekiilen. Auch wenn heute die Automatisierung diesen Prozef3
fiir gro3e Familien von Rezeptoren beschleunigt hat, gibt es
noch immer besondere Fille, in denen die Entwicklung des
Screening-Verfahrens teuer und zeitaufwendig ist. Dies gilt
besonders, wenn, z. B. in einem funktionellen Rezeptor-Assay,
ein sehr komplexes Gerit benutzt wird, um die Wechselwir-
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kung der chemischen Verbindung mit einem Protein zu
bestimmen. In solchen Fillen ist es, sobald einige Leitstruk-
turen gefunden wurden, ein sehr reizvoller komplementirer
Ansatz, aus der bekannten aktiven Struktur (der ,,Saat“- oder
»Such“-Struktur) ein Pharmakophormodell abzuleiten und
damit eine computerbasierte Suche nach dhnlichen Struktu-
ren durchzufiithren, um den Vorgang der Identifizierung von
Leitstrukturen zu beschleunigen.[!

Es wurden bereits mehrere solcher ,,virtueller Screening-
Verfahren“ entwickelt, die auf der Grundlage zwei- und
dreidimensionaler Darstellungen der molekularen Strukturen
und vielféltiger Definitionen der Biophore/Pharmakophore
beruhen.?! Diesen liegt die Idee zugrunde, nach der Fest-
legung einer MaBeinheit fiir molekulare Ahnlichkeit aus einer
groBBen Sammlung moglicher Kandidaten diejenigen Verbin-
dungen herauszusuchen, die einer gegebenen ,,Saatstruktur*
am dhnlichsten sind. Trotz der kiirzlich erreichten Fortschritte
in der Vorhersage dreidimensionaler Strukturenl®! beruhen
die momentan laufenden Hochdurchsatz-Ahnlichkeitssuchen
primiir auf zweidimensionalen (2D) Topologien.[! Wir méch-
ten hier die erfolgreiche Anwendung einer neuen, einfachen
Technik des ,,Scaffold-hoppings“, d.h. der Identifizierung
isofunktioneller Molekiilstrukturen mit deutlich voneinander
verschiedenen molekularen Riickgraten, vorstellen.

Ein einfacher molekularer Deskriptor fiir diesen Zweck ist
die topologische Kreuzkorrelation allgemeiner Atomtypen.
Er fiihrt zu einer kompakten Beschreibung der potentiellen
Pharmakophore und ist unabhiingig von der MolekiilgroBe.!
Der Grundgedanke dieser Darstellungsweise ist es, die Ab-
stinde der einzelnen Atompaare zu bestimmen und dann das
daraus resultierende Histogramm dieser Zahlen als einen
vereinfachenden, aber erschopfenden Pharmakophor-Finger-
abdruck des Molekiils zu betrachten. ,,Abstinde* bedeutet
hierbei die Zahl der Bindungen entlang des kiirzesten Wegs
zwischen zwei Knotenpunkten (d. h. Nichtwasserstoffatomen)
des molekularen Graphen (Abbildung 1). Jeder Knotenpunkt
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Abbildung 1. Umwandlung einer zweidimensionalen Molekiildarstellung
(A) in den molekularen Graphen (B), in dem die allgemeinen Atomtypen
angegeben sind, wie sie in CATS implementiert wurden. Néheres siche
Text.

wird dahingehend untersucht, ob er zu einer der folgenden
allgemeinen Typen zidhlt: Wasserstoffbriickendonor (D),
Wasserstoffbriickenacceptor (A), positiv geladen (P), negativ
geladen (N) oder lipophil (L). Fiir alle 15 moglichen Paare
von allgmeinen Atomtypen (DD, DA, DP, DN, DL, AA, AP,
AN, AL, PP, PN, PL, NN, NL, LL) werden die Distanzwerte
im resultierenden Histogramm bestimmt und die absoluten
Hiufigkeiten durch die Gesamtzahl der Nichtwasserstoff-
atome geteilt, um skalierte Vektoren zu erhalten. In der
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vorliegenden Studie wurden Absténde bis zu zehn Bindungen
berticksichtigt. Der sich ergebende 150dimensionale (15 x 10)
Vektor reprasentiert eine molekulare Verbindung.

Auf der Grundlage dieser Korrelationsvektor-Darstellung
konnen grofle Bibliotheken virtueller Verbindungen nach
Strukturen durchsucht werden, die einem gegebenen Molekiil
mit definierter biologischer Aktivitdt dhneln. Jedes Molekiil
der Bibliothek wird mit dem Suchvektor verglichen (der von
der Suchstruktur abgeleitet wurde). Wir haben hier die
euklidische Abstandsbestimmung D(A,B) [Gl. (1)] verwen-
det, um die Ahnlichkeit zwischen zwei Molekiilen A und B
anzugeben.

D(AB)=|S (vr — ) M

v~ und v® sind jeweils die aus den Molekiilen A und B
abgeleiteten Korrelationsvektoren. Im Ergebnis werden die
Strukturen der Bibliothek nach ihrem Abstand zur ,,Saat-
struktur” sortiert und eine Rangfolge der virtuellen Treffer
konstruiert. Diese Technik nennen wir ,,CATS* (chemisch
erweiterte Templatsuche, engl.: chemically advanced fempla-
te search). Von Molekiilen mit einem niedrigen Abstandswert
zur Saatstruktur erwartet man eine globale Verteilung von
Paaren der allgemeinen Atomtypen, die die Charakteristika
des Suchmolekiils widerspiegeln. Die In-vivo- oder In-vitro-
Aktivitdt der moglichen Treffer kann dann in biologischen
Assays untersucht werden.

Korrelationsvektoren sind im Bereich der computerge-
stiitzten Ahnlichkeitssuchen nicht neu, sie wurden z.B.
verwendet, um molekulare Oberflicheneigenschaften und
Aminosiuresequenzen zu kodieren.> ¢ Der besondere Reiz
von CATS ist das vollstdndige 2D-Pharmakophor/Biophor-
Modell, das auf der Kreuzkorrelation allgemeiner Atomtypen
beruht. Dadurch konnen einige Probleme, die bei der
Erstellung eines dreidimensionalen Modells und multipler
Konformere auftreten, umgangen werden.l Alle méglichen
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen werden durch fiinf
Wechselwirkungstypen beschrieben (D, A, P, N, L) und als
skaliertes Histogramm von Zweipunkt-Pharmakophoren dar-
gestellt. Durch die Definition dieses topologischen Deskrip-
tors fiir die Ahnlichkeitssuche kann das Risiko eines irrefiih-
renden dreidimensionalen Pharmakophor-Modells minimiert
werden. Dieses ist grof3, wenn beispielsweise die Konforma-
tion des rezeptorgebundenen Liganden nicht bekannt ist oder
verschiedene Konformationen gleich wahrscheinlich erschei-
nen.” Wir sind uns bewuBt, daB die Vernachldssigung der
dritten Dimension die Gefahr in sich birgt, essentielle
Informationen zur Auffindung relevanter Pharmakophore
und Enantiomere zu verlieren. Die heuristische Darstellung
des Pharmakophors mit CATS kann aber leicht um die dritte
Dimension erweitert werden.

Als einen einfachen retrospektiven Test fiir CATS suchten
wir mit dem Thrombin-Inhibitor PPACK als Suchstruktur in
der MEDCHEM-Bibliothek (Version 1997, Daylight Chemi-
cal Information Systems Inc., Irvine, CA, USA), die etwa
33000 Molekiile enthilt, nach anderen bekannten Thrombin-
Inhibitoren.®l CATS war in der Lage, 15 von 29 (52%) als
solche bezeichnete Thrombin-Inhibitoren unter den ersten
100 moglichen Treffern einzustufen. Zum Vergleich: Das von
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derselben Firma erhéltliche Suchprogramm MERLIN, das auf
der von Daylight festgelegten Definition fiir topologische
Fingerabdriicke basiert, fand nur 12 (41%) der bekannten
Inhibitoren unter den ersten 100 wieder. Zusétzlich fand
CATS fiinf Inhibitoren, die von MERLIN nicht gefunden
werden, wihrend MERLIN nur zwei fand, die CATS nicht
unter den ersten 100 auffiihrt. Aus dieser Untersuchung, in
der CATS eine groBlere Zahl relevanter Strukturen wieder-
fand als eine konventionelle Suche auf Fingerabdruck-Basis,
schlossen wir, dal CATS ein niitzliches Programm zur
Ahnlichkeitssuche in Datenbanken sein diirfte.

In einem weiteren Experiment wurde CATS zur Vorhersa-
ge neuartiger cardialer T-Typ-Ca?*-Kanal-Blocker eingesetzt,
wobei die Roche-eigene Préiparatesammlung durchsucht
wurde. Mibefradil 1, ein bekannter T-Kanal-Blocker (ICs,=
1.7 um; Abbildung 2),) wurde als Suchstruktur fiir CATS
verwendet. Die zwolf hochstrangigen Molekiile wurden in
einem Zellkultur-Assay beziiglich ihres Vermogens, den
zelluliren Ca?"-Einstrom zu inhibieren, untersucht.['”
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Abbildung 2. Suchstruktur 1 (Mibefradil) und die hoch eingestufte iso-
funktionelle Struktur 2 (Clopimozid), die durch CATS von 1 abgeleitet
wurde.

Neun Verbindungen (75%) zeigten signifikante Aktivitit
(IC5, < 10 um), eine dieser Verbindungen (2, Clopimozid'')
hatte einen ICs-Wert <1 um. Die I1Cs-Werte der nichstbe-
sten Strukturen (nicht gezeigt) waren: 1.7, 2.2, 3.2 und 3.5 pm.
Diese Treffer haben strukturelle Grundgeriiste, die signifikant
von der Suchstruktur 1 abweichen. Dennoch bleiben essen-
tielle, funktionsbestimmende Strukturmerkmale erhalten, die
die Grundlage des pharmakophoren Musters bilden.

Aus diesen experimentellen Ergebnissen schlieBen wir, da3
CATS nutzbringend eingesetzt werden kann, um neuartige
molekulare Strukturen mit signifikanter biologischer Aktivi-
tit zu identifizieren. Diese Vorgehensweise konnte Zeit und
Aufwand sparen, um gerichtete Verbindungsbibliotheken zu
erstellen und rationales molekulares Design zu betreiben.['?
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Kombinatorische Methoden zur Synthese von
Alumophosphatmolekularsieben**

Kwangwook Choi, David Gardner, Nicole Hilbrandt
und Thomas Bein*

Die Effizienz und Geschwindigkeit, mit der die bekannten
Hydrothermalsynthesen zur Herstellung mikropordser Mate-
rialien verbessert oder neue Phasen dieser Art entdeckt
werden konnen, hdngen von guten Verarbeitungsmoglichkei-
ten sowie von Methoden zum Strukturscreening ab. Ange-
sichts des enormen Einflusses, den kombinatorische Metho-
den in der Organik,! der Biochemie™ und der AnorganikP!
erlangt haben, bietet sich die Entwicklung eines kombinato-
rischen Ansatzes zur Hydrothermalsynthese von mikroporo-
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sen Materialien an. Akporiaye und Mitarbeiter wendeten
kombinatorische Methoden bei Hydrothermalsynthesen be-
reits mit einem Mehrkammerreaktor an;* zur Isolierung und
Identifizierung der erhaltenen Phasen muflite jede Probe
manuell bearbeitet werden. Maier und Mitarbeiter beschrie-
ben Hydrothermalsynthesen mikroporéser Materialien im
Mikrogramma@stab, wobei die Produkte geordnet auf einem
Siliciumtriger vorlagen, was eine automatische Rontgenpul-
verbeugungsanalyse ermdglichte.?!

Wir haben eine auf dem automatischen Dosieren von
Reagentien in Autoklavenblocke basierende Methode ent-
wickelt, wobei auch die Synthesen, die Isolierung der Pro-
dukte sowie die durchzufiihrenden Strukturanalysen auto-
matisch ablaufen. Die von uns verwendeten Reaktionskam-
mern (,,Multiklaven“) sind in Teflonblocke (36 mm
Durchmesser) gebohrte Locher (8 und 19 Locher mit 6 bzw.
4.5 mm Durchmesser sowie 25 mm Tiefe), so daB3 die Reak-
tionen in inertem Material durchfiihrbar und Reaktionsvolu-
mina von 150-300pL pro Loch verwendbar sind. Diinne
Teflonscheiben sowie Teflondeckel dienen als Abdeckungen
der Reaktionskammern. Die Teflonblocke werden anschlie-
Bend in speziell angefertigte Stahlautoklaven gesetzt. Die
Reagentien werden direkt in die Multiklaven dosiert, wobei
ein kommerziell erhéltlicher Pipettierroboter oder ein spezi-
ell angefertigter Roboter!® verwendet wird, mit dem mehrere
flissige Reagentien injiziert werden konnen. Nach der
Hydrothermalsynthese werden die Produktbibliotheken
durch Filtrieren und Waschen mit einer speziell angefertigten
Zentrifuge gereinigt,! was eine nahezu quantitative Isolie-
rung ermoglicht. Die erhaltenen Produkte werden im Trans-
missionsmodus entweder unter Verwendung eines Standard-
Rontgenpulverdiffraktometers oder eines Diffraktometers
mit Drehanode und CCD-Detektor analysiert. In beiden
Fillen wird eine automatische Bithne zur Verschiebung der
Proben in x- und y-Richtung verwendet. Die Vorteile unserer
Methode sind der Einsatz nur geringer Chemikalienmengen
dank der direkten Dosierung im Mikrolitermafstab, die
Herstellbarkeit von vielen Proben in Milligrammengen sowie
die nahezu vollstindige Isolierung, die es ermoglicht, die
Ausbeuten zu bestimmen.

Wir berichten hier iiber die Synthesen von Alumophos-
phaten unter Verwendung kombinatorischer Methoden. Von
besonderem Interesse ist der EinfluB der Kombination von
metallorganischen ([Co(Cp),]JOH, Cp = Cyclopentadienyl)
und organischen (Pr,NH) strukturdirigierenden Reagentien
auf die Strukturen der entstehenden Alumophosphate unter
Beriicksichtigung der unterschiedlichen Grof3e und Flexibili-
tdt der metallorganischen Komponente. Alumophosphate
vom AFI- (AIPO,-5®1) und AST-Typ (AIPO,-16"1) wurden
bereits mit Cobaltoceniumsalzen als Template synthetisiert.
Bei einer typischen Synthese wurden die Alumophosphatgele
durch Mischen einer Aluminiumquelle mit H;PO, und Wasser
sowie anschlieBendes Zugeben verschiedener Templatmole-
kiile, u.a. Cobaltoceniumsalze, hergestellt.

Wir untersuchten den Einflul des Molenbruchs der beiden
Template bei einer konstanten Gesamtkonzentration von
1.0 Mol pro Mol ALO;. Weiterhin wurde der EinfluB
zunehmender Mengen jedes einzelnen Templats untersucht.
In Tabelle1l sind die molaren Zusammensetzungen der
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