ZUSCHRIFTEN

stinde verlaufen, relativ niedrige Aktivierungsbarrieren
(<30 kcalmol?!) vorhergesagt. Niedrigere Aktivierungsbar-
rieren und stidrker exotherme Reaktionen sollten fiir donor-
substituierte Arene gefunden werden. Diese unterschiedli-
chen, durch Substituenten steuerbaren Reaktivitdten konnten
zur selektiven, dirigierten Funktionalisierung von Kohlen-
wasserstoffen genutzt werden.
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Evolutionires De-novo-Design bioaktiver
Molekiile: ein Ansatz zum virtuellen Screening
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Ein Ziel der Computerchemie ist der Entwurf neuer
Molekiilstrukturen, die vergleichbare biologische Aktivitidten
wie ein bereits bekannter Wirkstoff (,Templat*) haben,
jedoch ein anderes Bauprinzip aufweisen. Es besteht insbe-
sondere ein Bedarf an solchen Methoden, die auch dann
angewendet werden konnen, wenn eine hochaufgeloste raum-
liche Struktur des Rezeptormolekiils nicht bekannt ist. Damit

[*] Priv.-Doz. Dr. G. Schneider, O. Clément-Chomienne, L. Hilfiger,
P. Schneider, S. Kirsch, H.-J. Bohm, W. Neidhart
F. Hoffmann-La Roche AG, Division Pharma
4070 Basel (Schweiz)
Fax: (+41)61-68-8904
E-mail: gisbert.schneider@Roche.com
O Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.wiley-vch.de/home/angewandte/ zu finden oder konnen
beim Autor angefordert werden.

0044-8249/00/11222-4305 $ 17.50+.50/0 4305



ZUSCHRIFTEN

konnten konventionelle Methoden des strukturorientierten
Molekiildesigns sinnvoll erginzt werden. Besonders attraktiv
erscheint diese Moglichkeit fiir verschiedene Bereiche der
Wirkstoffentwicklung, etwa den Entwurf kombinatorischer
Molekiilbibliotheken und , Fast-Follower“-Projekte. Zwei
Hauptprobleme miissen dabei gelost werden: Erstens muss
die Methode eine systematische und effiziente Navigation in
sehr groffen chemischen Rédumen erméglichen, welche Mil-
liarden virtueller Molekiile enthalten konnen — es ist nach
dem gegenwirtigen Stand der Technik unmoglich, alle
theoretisch zugédnglichen Molekiile hinsichtlich einer ge-
wiinschten biologischen Aktivitidt zu testen. Zweitens muss
unsere Modellvorstellung von einem Molekiil so geschaffen
sein, dass ein paarweiser Vergleich zweier Molekiile hin-
sichtlich ihrer Funktion moglich wird — anstelle einer rein
strukturorientierten Gegeniiberstellung. Ein Grundgedanke
ist dabei, mit Hilfe des Rechnereinsatzes eine schnelle
Ahnlichkeitssuche nach neuartigen, zu einem Templatmole-
kiil isofunktionellen Molekiilen durchzufiihren.

Zum Zweck des ,,Strukturspringens liefern verschiedene
Pharmakophorkonzepte sinnvolle Ansitze.'l Adaptive sto-
chastische Prozesse, insbesondere evolutiondre Algorithmen,
stellen ergénzend eine praktische Moglichkeit fiir die Suche
und Optimierung in hochdimensionalen Raumen dar. Diese
Verfahren sind besonders dann attraktiv, wenn es keine oder
nur sehr wenige Informationen iiber die Beschaffenheit der
zugehorigen Qualititsfunktion (,,Fitnesslandschaft®) gibt.Pl
Dies ist beim virtuellen Screening oft der Fall. Hier stellen
wir einen effizienten Algorithmus fiir die evolutionédre Suche
in chemischen R&umen vor, das auf dem Prinzip der
topologischen Pharmakophorihnlichkeit (TOPAS, TOPolo-
gy-Assigning System) beruht.’l Die experimentelle Validie-
rung des Ansatzes erfolgt am Beispiel des erfolgreichen
Entwurfs einer neuen Strukturklasse potenter Kaliumkanal-
blocker. TOPAS stellt eine Losung fiir das Molekiildesign auf
Templatbasis dar, wobei neuartige Molekiile anhand einer
bekannten bioaktiven Verbindung als Bezugspunkt zusam-
mengesetzt werden.

Eine besondere Herausforderung beim De-novo-Design ist
der Entwurf von ,,wirkstoffartigen®, leicht zu synthetisieren-
den Verbindungen.[¥ Um dies zu erleichtern und gleichzeitig
die Erzeugung von Molekiilstrukturen mit unerwiinschten
Merkmalen und Eigenschaften zu verhindern, wurde TOPAS
mit einer Sammlung von Molekiilbausteinen ausgestattet, die
durch eine einfache retrosynthetische Zerlegung des Derwent
Word Drug Index (WDI) erhalten wurde.’! Der Grundge-
danke beruht dabei auf der Annahme, dass der Zusammen-
bau von neuen Molekiilen aus diesen Fragmenten mit einer
begrenzten Zahl chemischer Reaktionen wiederum zu ,,wirk-
stoffartigen* Verbindungen fiihrt, sowohl aus der Sicht der
medizinischen Chemie als auch der Syntheseplanung. Zu
diesem Zweck wurden siamtliche Molekiile des WDI, die
einen Datenbankeintrag zu ,,Mechanismus* oder ,, Aktivitit®
haben, einer retrosynthetischen Fragmentierung unterworfen.
Elf Reaktionsschemata wurden zur Zerlegung der Wirkstoff-
strukturen verwendet. Details zu diesem Fragmentierungsan-
satz, der in seiner urpriinglichen Form von Hann und Mit-
arbeitern entwickelt wurde (RECAP-Verfahren), konnen der
Originalliteratur entnommen werden.’! Wir haben die von
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Daylight kommerziell erhéltlichen Programmroutinen fiir die
Implementierung verwendet (Daylight Toolkit).[”) Insgesamt
wurden aus unserer Analyse 24563 unterschiedliche Bau-
steine erhalten.B! Dieselben elf Reaktionsschemata, die zur
Fragmentierung eingesetzt wurden, fanden auch beim an-
schlieBenden De-novo-Design Verwendung.

TOPAS beruht auf einem besonderen evolutiondren Algo-
rithmus, einer (1,4)-Evolutionsstrategie. ® Dieser Algorith-
mus wurde in fritheren Experimenten bereits erfolgreich fiir
das Peptiddesign eingesetzt.’! Ein gemeinsames Merkmal
aller evolutiondren Algorithmen ist ein zyklischer Variations-/
Selektionsprozess: ,,Eltern“ erzeugen ,,Nachkommen®, und
die ,Besten“ ciner ,,Generation“ werden die Eltern des
nichsten Optimierungszyklus. Ausgehend von einem beliebi-
gen Punkt im Suchraum, d.h. einer zufdllig gewdhlten
chemischen Struktur, erzeugt TOPAS eine Reihe von A-
Varianten, die eine glockenférmige Verteilung um die Eltern-
struktur im chemischen Raum bilden. Dies bedeutet, dass die
meisten Nachkommen einer Generation der Elternstruktur
sehr dhnlich sein werden, wobei mit steigendem Abstand zur
Elternstruktur im chemischen Raum die Zahl von Varianten
abnimmt.Fl Als DistanzmaB diente eine topologische Phar-
makophorihnlichkeit (siche unten).

Evolutionsstrategien werden oft zur Optimierung techni-
scher Systeme eingesetzt, wobei der Algorithmus unmittelbar
auf die zu optimierenden Variablen zugreift.”! Dagegen
werden die Objektvariablen bei genetischen Algorithmen
iiblicherweise in eine ,,Chromosomendarstellung® tiberfiihrt,
welche die Grundlage fiir die Optimierung bildet.l'’] Evolu-
tionsstrategien verfiigen auBerdem {iiber einen zusitzlichen
Satz von Strategieparametern. Dies sind vererbbare Vari-
ablen, deren Werte die Bildung von Nachkommen entschei-
dend steuern und eine adaptive stochastische Suche ermog-
lichen. Sie garantieren unter anderem eine endliche Wahr-
scheinlichkeit dafiir, dass in jeder Generation zu den Eltern
sehr ungleiche Varianten gebildet werden (,,Schniifflerstruk-
turen® im chemischen Raum).! Die Breite der Variantenver-
teilung wird durch die Varianz oder Standardabweichung (o)
der glockenférmigen Verteilung der Nachkommen um die
Elternstruktur bestimmt. Die Standardabweichung kann als
ein Diversitdtsmal fiir Molekiilbibliotheken aufgefasst wer-
den: Kleine Werte fithren zu schmalen Variantenverteilun-
gen, groBe Werte resultieren hingegen in vielen neuartigen
Strukturen, die sich deutlich von der Elternstruktur unter-
scheiden.

Zu Beginn eines virtuellen Screeningexperiments sollte o
auf einen gro3en Wert gesetzt werden, um so den chemischen
Raum zunichst nach moglichen Optima abzusuchen (,,uni-
verselle“ Molekiilbibliothek). Im weiteren Verlauf der vir-
tuellen Suche muss ¢ kleinere Werte annehmen, damit ein
lokales Gipfelklettern erleichtert wird (,,fokussierte“ Mole-
kiilbibliothek). Im Unterschied zu verwandten Methoden gibt
es bei der Evolutionsstrategie keine vorgegebene Abkling-
funktion fiir 0. Dessen Wert darf wiahrend der Optimierung
frei variieren, um so die Variantenverteilung den jeweils
aktuellen Gegebenheiten der Fitnesslandschaft anzupassen.?
Weitere Details zu diesem Mechanismus sowie einen Uber-
blick und Vergleich zu anderen Implementierungsmoglich-
keiten bietet die entsprechende Literatur.[> 1
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Bei unseren TOPAS-Experimenten wurde ,,Fitness* als die
paarweise Ahnlichkeit zwischen dem Templatmolekiil und
den virtuellen Strukturen iiber einen topologischen Pharma-
kophordeskriptor definiert (euklidischer Abstand).?! Dabei
werden Molekiile durch alle moglichen Zweipunkt-Pharma-
kophore beschrieben, dargestellt als die Paarhiufigkeiten von
fiinf allgemeinen Atomtypen (H-Briicken-Donor/Acceptor,
positiv/negativ geladen, lipophil). Diese Methode ist der
Molekiilcodierung durch Korrelationsvektoren angelehnt.['!]
Der Ansatz ermoglicht einen Vergleich von Molekiilen
hinsichtlich der Verteilung der allgemeinen Atomtypen in
der zweidimensionalen Molekiilstruktur und abstrahiert da-
bei von der Art der chemischen Bindung. Auf diese Weise
konnen zwei Molekiile als sehr dhnlich erkannt werden, die
verschiedene Geriistbauweisen haben.[? Ein Nachteil ist,
dass wichtige Informationen iiber die dreidimensionale
Struktur und die volle Topologie eines Molekiils vernach-
lassigt werden. Wenn solche Informationen entscheidend fiir
die Bioaktivitdt der chemischen Verbindung sind, ist es
wahrscheinlich, dass der Designalgorithmus nicht zu befriedi-
genden Ergebnissen fithrt. TOPAS kann aber leicht zusam-
men mit anderen Fitnessfunktionen eingesetzt werden. Ein
kiirzlicher Erfolg der zweidimensionalen topologischen Phar-
makophore bei der Suche nach neuen Calciumkanalblockern
mit dem Programm CATS ermutigte uns, dieselbe Fitness-
funktion auch beim TOPAS-gestiitzen Molekiilentwurf zu
verwenden.[¥]

Einige zusitzliche Strafterme wurden bei der Fitnessbe-
rechnung verwendet, um unerwiinschte Strukturen beim
Design zu vermeiden. Der Fitnesswert wurde verringert,
wenn ein Molekiilentwurf a) aus mehr als 50 Atomen bestand,
b) mehr als insgesamt 12 Stickstoff- und Sauerstoffatome oder
c) mehr als 7 potentielle Wasserstoffbriickendonoren enthielt.

Diese groben Filter sollen den Entwurf von bioverfiigbaren
Molekiilen erleichtern.['*!

Fiir einen anspruchsvollen Test von TOPAS wihlten wir
einen bekannten Kaliumkanalblocker als Templatmolekiil,
trans-(28,3S)-N-[3-(4-Ethylphenylsulfonylamino)-2-hydroxy-
indan-5-yl]-3-methoxy-benzamid (Schema 1A, oben).['”] Bei
unseren elektrophysiologischen Messungen erhielten wir als
Aktivitit ICyy=0.11£0.02 pm fiir die Hemmung des huma-
nen Kvl.5-Kaliumkanals (hKv1l.5). Inhibitoren von span-
nungsabhéngigen Kaliumkanilen induzieren einen verringer-
ten Kaliumionenstrom iiber die Zellmembran. In Herzmus-
kelzellen fithrt dies zu einer Verldngerung des Aktions-
potentials. Die dadurch erzielte Verldngerung der myokar-
dialen Refraktionszeit wird als hilfreich bei der Behandlung
von Herzarrhythmien angesehen.[') Die Blockade von Kali-
umkanélen kann zur Regulation weiterer biologischer Pro-
zesse eingesetzt werden, etwa der T-Zell-Aktivierung unter
immunreaktiven Bedingungen.['”]

Wir fithrten mehrere Designexperimente mit TOPAS
durch, die alle zu leicht verschiedenen Molekiilentwiirfen
fithrten (nicht gezeigt). Ein Experiment dauerte 100 Genera-
tionen mit jeweils 100 Varianten (Nachkommen). Der beste
Molekiilentwurf war ein Naphthylsulfonamid (Schema 1A,
unten). Rein strukturell betrachtet gibt es auBler einer
gemeinsamen Sulfonamidgruppe keine offensichtliche Ahn-
lichkeit zwischen dem Templat und dem TOPAS-Entwurf.
Die Zuweisung von allgemeinen Atomtypen auf den Mole-
kiilgrafen deutet aber auf eine ausgepriigte Ahnlichkeit hin,
und ein gemeinsames potentielles Pharmakophormuster wird
erkennbar (Schema 1B). Dieses Beispiel zeigt, dass eine
einfache Abstraktion von der chemischen Struktur manchmal
helfen kann, ,,versteckte“ Ahnlichkeiten zu finden. Um eine
bessere Vorstellung von den wichtigen Merkmalen zu be-
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Schema 1. Modelle des Templatmolekiils (oben) und der entworfenen Struktur (unten). (A) und (B) sind zweidimen-
sionale Darstellungen, wobei in (B) allgemeine Atomtypen zugewiesen wurden (Quadrate: H-Briicken-Acceptoren,
Dreiecke: H-Briicken-Donoren, Kreise: lipophile Zentren). Dreidimensionale Modelle sind in (C) gezeigt.?”! Diese
Strukturen wurden hinsichtlich ihrer potentiellen Pharmakophorpunkte iiberlagert. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind sie
hier nebeneinander dargestellt. Zwei besondere funktionelle Gruppen sind durch I und II markiert (Heteroatome sind

dunkelgrau dargestellt).
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kommen, wurden dreidimensionale Modelle der Molekiile
angefertigt und mit einer Routine zur Uberlagerung von
Pharmakophorpunkten zur Deckung gebracht. Beide Mole-
kiile scheinen eine gebogene rdumliche Struktur zu bevor-
zugen, die eine gute Uberlagerung der planaren aromatischen
Ringsysteme und der angrenzenden Sulfonamidbriicke er-
moglicht (Schema 1C). Daraus schlossen wir, dass die Hy-
droxygruppe I nicht entscheidend am relevanten Pharmako-
phormotiv beteiligt ist und dass ein Weglassen der Methoxy-
gruppe II die Bioaktivitit der entworfenen Struktur erhohen
konnte. Tatsdchlich wurde diese Hypothese nach Fertigstel-
lung unserer Arbeit auch experimentell bestitigt.[']

Zwei Molekiilentwiirfe wurden geméif Schema 2 syntheti-
siert. Anhand von Verbindung 3a sollte der Einfluss der
Methoxygruppe II auf die biologische Aktivitdt untersucht
werden; Struktur 3b entspricht dem TOPAS-Originalentwurf.
Durch nucleophile aromatische Substitution wurde 1-Fluor-2-
nitrobenzol mit o-Anisidin nahezu quantitativ zu (2-Meth-

NO, b ke HyPd-C
S (j (j weor
\ Zy
R! SOCl  DMAP_ S\
2+ CH,CI,
RI=H  3a
R' = OCH, 3b

Schema 2. Synthese der mit TOPAS entworfenen Verbindungen 3a und 3b. DMAP =4-

(Dimethylamino)pyridin.

oxyphenyl)-(2-nitrophenyl)amin 1 umgesetzt. Die anschlie-
Bende Reduktion der Nitrogruppe erfolgte durch katalytische
Hydrierung an Palladium und lieferte das Diamin 2 in 88 %
Ausbeute. Die Kondensation von 2 mit 7-Methoxynaphthalin-
2-sulfochlorid oder Naphthalin-2-sulfochlorid in Methylen-
chlorid mit 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP) als Base
fiihrte zu den beiden Sulfonamiden 3a bzw. 3b als farblose
Feststoffe in 42% bzw. 35% Ausbeute nach chromatogra-
phischer Reinigung.

Elektrophysiologische Messungen ergaben eine deutliche
Blockierung von Kaliumkanilen durch 3a und 3b (ICs,=0.47
bzw. 734 uMm; Abbildung 1). Dieser Befund bestitigt, dass
TOPAS zum Entwurf neuer, zu einem Templatmolekiil
isofunktioneller Molekiilstrukturen verwendet werden kann.
Es muss allerdings betont werden, dass der Originalentwurf
3b um etwa zwei Grofenordnungen weniger aktiv
war (IC5,=734+£0.22 um) als das Templat (IC5=0.11=+
0.02 um). Gleichwohl handelt es sich aber um eine neue
Klasse von Kaliumkanalblockern, die gegenwirtig weiter
untersucht wird. Einfache strukturelle Modifikationen dieser
Verbindung fiihrten bereits zum verbesserten Molekiil 3a,
welches eine dhnliche biologische Aktivitdt wie das Templat
hat (ICs,=0.47 +0.09 pm).
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A) B}
Kontrolle Kontrolle
1 uM
3 um
10 um

10 uMm

1nA

100 ms

+40 mV
J—\—L' 50 mv
-70 mV
Abbildung 1. Hemmung des spannungsabhingigen Kaliumflusses aus
hKvl.5-exprimierenden CHO-S&ugerzellen. Représentative Familien von
Ganzzellstromen sind gezeigt, hervorgerufen durch 250 ms dauernde
Testpulse mit +40 mV mit einem anschlieBenden 200 ms dauernden Schritt
bei —50 mV. A) Effekt von Struktur 3a bei 1 um und 10 um. B) Effekt von
Struktur 3b bei 3 um und 10 um.

Unsere TOPAS-Strategie bietet eine Reihe
von Vorteilen: 1) Eine adaptive stochastische
Suche wird in einem virtuellen chemischen
Raum durchgefiihrt; 2) die entworfenen Mole-
kiilstrukturen sind nicht auf eine vordefinierte
Klasse beschrinkt (wie im Fall von Peptiden
oder Ugi-Reaktionsprodukten); 3) neuartige
Strukturen werden aus von Wirkstoffen abge-
leiteten Bausteinen durch einfache Reaktions-
folgen zusammengesetzt; 4) eine grofe Vielfalt
(,,Diversitit®) virtueller molekularer Bausteine
steht zur Verfiigung; 5) der Designalgorithmus
kann auch dann eingesetzt werden, wenn eine
hochaufgeloste  dreidimensionale Rezeptor-
struktur nicht bekannt ist. Eine besonders at-
traktive Einsatzmoglichkeit von TOPAS ist der
Entwurf neuer Effektoren zur Steuerung G-Protein-gekop-
pelter Rezeptoren.

Ein bedeutsamer Vorteil bei der Verwendung von wirk-
stoffihnlichen Bausteinen liegt in der Annahme, dass auch die
aus diesen Bausteinen neu zusammengesetzten Molekiilent-
wiirfe wiederum Wirkstoffeigenschaften haben. Jedoch wird
man mit diesem Ansatz wahrscheinlich nicht in bisher
unerforschte Regionen im chemischen Raum vordringen
konnen. Ahnliches gilt auch fiir den begrenzten Satz an
chemischen Reaktionen, die gegenwiértig in TOPAS imple-
mentiert sind. Besonders kritisch scheint zu sein, dass beim
H»trukturspringen“ mit TOPAS die fiir die biologische
Aktivitat relevanten und unwichtigen Strukturmerkmale
eines Templatmolekiils nicht a priori bekannt sind. Dieser
Umstand kann leicht zu inaktiven Molekiilentwiirfen fiithren.
Es darf dabei nicht vergessen werden, dass es vergleichsweise
einfach ist, neue Molekiile zu finden, die eine gewiinschte
Aktivitat aufweisen. Das De-novo-Design von Wirkstoffen
kommt hingegen nur langsam voran.['”) Wir sind iiberzeugt,
dass Ansitze auf Fragmentbasis wie TOPAS, die in der Lage
sind, mehrere Fitnessfunktionen gleichzeitig zu berticksich-
tigen — einschlielich der Vorhersagen von metabolischen und
pharmakokinetischen Eigenschaften —, zu einem deutlichen
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Ein Li,,-Kifig mit dem Dianion
[CeH;;P=:C(Ph)=:N]*>~ — Umpolung bei der
Oligomerisierung eines Nitrils**

Neil Feeder, Yvonne G. Lawson, Paul R. Raithby,
Jeremy M. Rawson, Alexander Steiner, Jody A. Wood,
Anthony D. Woods und Dominic S. Wright*

Untersuchungen an oligomeren Imido-Alkalimetallkom-
plexen [{(R’)RC=NLi},], die durch Reaktionen von Orga-
noalkalimetallreagentien R'M (M =Li—Cs) mit organischen
Nitrilen RC=EN im Verhiltnis 1:1 leicht zugédnglich sind, waren
von grundlegender Bedeutung fiir die Entwicklung von
Strukturmodellen zur Beschreibung einer Fiille verwandter
Alkalimetallkomplexe.l! Im Unterschied zu den eingehend
untersuchten Reaktionen von Organoalkalimetallreagentien
mit Nitrilen!:? ist iiber die analoge Addition von Alkali-
metallphosphiden RR'PM an Nitrile nur wenig bekannt.C!
Wihrend Alkalimetallkomplexe, die Monoanionen vom Typ
[R'P==C(R?)==NR?]~ enthalten, bereits synthetisiert und
strukturell charakterisiert wurden, gibt es unseres Wissens
iiber Dianionen vom Typ [R!P=:C(R?)==N]>~ keine Berichte.
Unser Interesse an diesen Dianionen rithrt von deren
moglicher Verwendung als Ausgangsverbindungen fiir die
Synthese von Hauptgruppenelement-Heterocyclen her.

Wir untersuchten daher die Reaktion von CyPHLi (Cy =
C¢H,,) mit PhCN; der sich die Deprotonierung des interme-
diéir entstehenden Anions [CyP=:C(Ph)==NH]~ [ mit nBuLi
anschloss (Schema 1; siehe Experimentelles). Das Produkt

—H* -
PhC=N + CyPH™ —— [CyP=C(Ph)=NHJ" ~—— [CyP=C(Ph)=N]*

Schema 1.

dieser Reaktionsfolge ist der Kéfigkomplex 1, der nicht nur
das gewiinschte Dianion [CyP=:C(Ph)==N]?>~ enthilt, sondern

[{{[CyPC(Ph)N]Li,}{[H(PhCN);(CyP),]Lis}(THF)s},]
-2CH,CH, -2 THF

auch das Trianion [H(PhCN);(CyP),]*", in dem eine C-C-
Bindung zwischen zwei PhCN-Molekiilen gekniipft worden
ist (Schema 2). Die dieser Verkniipfung zugrunde liegende
Umpolung unterscheidet diese Reaktion von der gewohnli-
chen Oligomerisierung von Nitrilen, bei der unter Kopf-
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