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Subnanomolar wirksame Inhibitoren aus dem
Computerscreening: eine Modellstudie an der
humanen Carboanhydrase II
Sven Grüneberg, Bernd Wendt und Gerhard Klebe*

Die Suche nach neuen Leitstrukturen in der Pharma- und
der Pflanzenschutz-Wirkstoff-Forschung ist eine zunehmend
zeit- und kostenintensive Aufgabe. Durch neue Methoden der
Targetsuche, die in Zukunft vor allem durch die Resultate des
Genomsequezierungsprogramms mitbestimmt werden,[1] ist
ein deutliches Anwachsen der Zahl interessanter Targets für
neue Therapieansätze zu erwarten. Wie gut ist die Leitstruk-
tursuche auf diese Flut vorbereitet? In den letzten Jahren ist
unter massivem apparativem Aufwand das experimentelle
Hochdurchsatz-Sceening (High-Throughput-Screening, HTS)
etabliert und weitgehend automatisiert worden. Die anfäng-
lich euphorisch bejubelten Zukunftsperspektiven dieser Me-
thode im Hinblick auf das effektive Auffinden neuer Leit-
strukturen sind heute angesichts der enormen Kosten des
Verfahrens sowie der häufig nicht optimalen Qualität und
Quantität der verfügbaren Verbindungen einer realistische-
ren, teilweise pessimistischen Einschätzung gewichen.[2] Da-

her stellt sich die Frage, ob Computermethoden inzwischen so
weit entwickelt sind, dass sie ± nicht als Ersatz, eher als
Ergänzung ± zum Screening nach neuen Leitstrukturen
eingesetzt werden können.

Die Voraussetzungen für das Computerscreening[3] sind
völlig gegensätzlich zu denen für das HTS. Das HTS ist
technologiegetrieben und weist für mehrere strukturell teil-
weise extrem diverse ¹Hitsª die Wechselwirkung mit dem
Target nach. Es eröffnet aber keinerlei Einblicke, warum die
gefunden Verbindungen mit dem Target wechselwirken kön-
nen. Das virtuelle Computerscreening dagegen kann nur dann
eingesetzt werden, wenn Wissen um die Bindung an das
Target vorhanden ist, es ist damit erkenntnisgetrieben. Es
liefert somit die Gründe für die Wechselwirkung mit dem
Target automatisch mit. Nun sind die Zusammenhänge, die
letztlich zur Bindung eines Liganden an ein Protein führen,
sehr komplex und bisher nur teilweise verstanden.[4] Daher
stellt sich die Frage, ob die heute entwickelten Computer-
programme bereits eine Zuverlässigkeit erreicht haben, die
ein solches Computerscreening aussichtsreich erscheinen
lässt.

In einer Modellstudie haben wir für das Enzym humane
Carboanhydrase II nach Inhibitor-Leitstrukturen gesucht.
Voraussetzung ist zunächst die Kenntnis der Kristallstruktur
dieses Enzyms. Weiterhin müssen Programme zur Verfügung
stehen, die eine detaillierte Analyse der Proteinbindungs-
tasche erlauben, um daraus eine geeignete Suchanfrage an
eine Datenbank mit abgespeicherten Leitstrukturkandidaten
zu richten. Zum Übersetzen der Proteineigenschaften in eine
Suchanfrage haben wir eine Reihe neuer Strategien entwi-
ckelt. Anschlieûend wird die Zahl der Suchkandidaten
stufenweise verringert. Unterschiedliche, teilweise neu ent-
wickelte Filter kommen zum Einsatz, die im Hinblick auf
molekulare ¾hnlichkeit, Liganden-Docking und Abschätzen
von Bindungsaffinitäten ausreichend zuverlässig sind.

Als Molekülkandidaten für unsere Suchen setzen wir die
mit dem Programm CORINA[5] generierten Geometrien von
ca. 90 000 Einträgen aus der Maybridge-[6] sowie der Lead-
Quest-Datenbank[7] ein. Letztere enthält insbesondere Ver-
bindungen, die präparativ einfach zugänglich sind, aber
dennoch vom chemischen Standpunkt aus eine groûe Vielfalt
abdecken.[8] Aus kapazitiver Beschränkung wurden nur die 13
besten ¹Hitsª aus diesen Datenbanken einer experimentellen
Überprüfung unterzogen. Unter diesen konnten wir drei in
subnanomolarer, einen in nanomolarer und sieben in mikro-
molarer Konzentration wirksame Inhibitoren entdecken.
Zum wirklichen ¹Proof-of-conceptª wurde von zwei dieser
besten Verbindungen der Bindungsmodus in humaner Car-
boanhydrase II kristallstrukturanalytisch aufgeklärt.

Das Metalloenzym Carboanhydrase II (CAII; EC 4.2.1.1)
katalysiert die reversible Hydratation von CO2 zu HCO3

ÿ.[9]

Ein durch drei Histidinreste koordiniertes Zinkion befindet
sich am Boden einer konischen amphiphilen Bindungstasche.
Eine Isoform der CAII befindet sich in hoher Konzentration
in den Ziliarkörperfortsätzen des Auges und ist dort neben
anderen Enzymen für die Kammerwasserproduktion verant-
wortlich. Ein behinderter Kammerwasserabfluss bei Glauko-
men führt zu einem den Sehnerv schädigenden Augenüber-
druck. CAII-Inhibitoren sind ein effektives Mittel zur Ver-
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ringerung des Augeninnendrucks. Durch Kristallstruk-
turanalyse wurde der Bindungsmodus der auf dem Markt
befindlichen Produkte Acetazolamid 1,[10] Dorzolamid 2[11]

(Abbildung 1) und Brinzolamid 3[12] aufgeklärt. Sowohl
Sulfonamidine als auch Hydroxamate[13] weisen eine inhibi-
torische Wirkung auf, allerdings fallen die Hydroxamate
deutlich in der Wirkung ab.

Abbildung 1. Allen Sulfonamid-Inhibitoren ist die Bindung des Zinkions
durch die sehr wahrscheinlich einfach deprotonierte Sulfonamidgruppe
gemein. Diese bindet das Metallion unter Bildung einer tetraedrischen
Koordinationsgeometrie. Das verbliebene Sulfonamid-Proton bildet eine
Wasserstoffbrückenbindung zum Hydroxy-Sauerstoffatom von Thr 199.
Eine weitere Wasserstoffbrückenbindung besteht zwischen einem der
beiden Sulfonamid-Sauerstoffatome und der NH-Gruppe von Thr 199,
während das zweite Sauerstoffatom keine intermolekulare Wechselwir-
kung eingeht. Bei dem hier dargestellten Bindungsmodus von Dorzolamid
kommt als weitere Wechselwirkung eine Wasserstoffbrückenbindung
zwischen einem der beiden Sauerstoffatome der zweiten Sulfoneinheit
und dem Stickstoffatom von Gln 92 hinzu.

Unsere Inhibitorsuche begann mit dem Studium der Bin-
dungstasche. Zur Analyse ihrer Rigidität wurden 24 uns
zugängliche hochaufgelöste Komplexe[14] mit dem bei uns
weiterentwickelten Datenbankprogramm Relibase�[15] an-
hand ihrer Ca-Atome überlagert. Dabei wurde festgestellt,
dass allein der Rest His 64 unterschiedliche Positionen ein-
nimmt[11] (Abbildung 2).

Abbildung 2. Überlagerung von 24 Protein-Ligand-Komplexen (Liganden
nicht gezeigt) der CAII, berechnet mit Relibase� auf der Basis der
fixierten Ca-Atome. Die Bindungstasche erweist sich bis auf His64
(schwarzer Pfeil) als sehr rigide.

Aufbauend auf diesem Schritt wurde die Bindungstasche
mit verschiedenen Sonden mit den Programmen GRID,[16]

SuperStar,[17] LUDI[18] und DrugScore[19] untersucht. Diese
Sonden tasten die Bindungstasche auf Wechselwirkungen mit
möglichen funktionellen Gruppen eines Liganden ab. Wir
verwendeten als Sonden eine C�O-Gruppe (H-Brücken-
Acceptor), eine Amid-NH-Gruppe (H-Brücken-Donor) und
eine CH3-Gruppe (hydrophobe Sonde). Qualitativ führen alle
vier Methoden zu den gleichen Bereichen (¹Hot Spotsª),
gewichten sie aber unterschiedlich. Anschlieûend übertrugen
wir die mit den drei Sonden gefundenen ¹Hot Spotsª in ein
Pharmakophormodell für die Datenbanksuche mit dem Pro-
gramm UNITY[20] (Abbildung 3). Neben der so definierten
Suchanfrage musste zumindest eine zinkbindende Gruppe[21]

in den Molekülen aus den Datenbanken LeadQuest und
Maybridge vorhanden sein. Unter die Datenbankenverbin-
dungen wurden 35 literaturbekannte CAII-Inhibitoren ge-
mischt, die bei jedem Suchschritt anhand ihrer Wiederfin-
dungsrate und ihrer Bewertung eine Validierung des Ver-
fahrens erlaubten.[22]

Bei der sukzessiven 2D- und 3D-Suche mit UNITY unter
Berücksichtigung der Flexibilität verblieben 3314 Verbindun-
gen, auf die das Programm FlexS[23] angewendet wurde, um sie
hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften in eine bewertete
Reihenfolge zu bringen. FlexS superpositioniert einen Test-
liganden flexibel auf ein Referenzmolekül durch Vergleich
der räumlichen Verteilung von physikochemischen Eigen-
schaften. Als Referenz wurde Dorzolamid, der wirksamste
bisher bekannte Inhibitor mit charakterisiertem Bindungs-
modus, gewählt. Anhand der zugemischten Testliganden
zeigte sich, dass eine Gröûennormierung des zu berechnen-
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Abbildung 3. Analyse bevorzugter Wechselwirkungen für H-Brücken-
Acceptoren (A; links oben) und -Donoren (D; rechts oben) in der
Bindungstasche der CAII. Gezeigt sind die Ergebnisse mit SuperStar;
analoge, wenn auch räumlich und im relativen Gewicht etwas andere
Muster ergeben sich mit GRID und DrugScore. LUDI liefert in entspre-
chenden Bereichen Wechselwirkungszentren für eine C�O- und eine NH-
Gruppe oder ein aliphatisches Kohlenstoffatom. Die so ermittelte Vertei-
lung von ¹Hot-Spotsª (links unten) wurde in eine Pharmakophor-
Suchanfrage für UNITY übersetzt (rechts unten), wobei gleichzeitig die
hydrophobe Raumerfüllung durch Inhibitoren mit bekanntem Bindungs-
modus berücksichtigt wurde. SuperStar beruht auf Wahrscheinlichkeits-
dichten, die sich aus der Überlagerung einer Vielzahl von Kontaktgeome-
trien in Kristallstrukturen niedermolekularer Verbindungen ergeben.
GRID basiert auf einem Kraftfeldansatz und kann für eine groûe Zahl
unterschiedlicher Sonden das Wechselwirkungspotential in der Bindungs-
tasche berechnen. DrugScore verwendet das so genannte ¹inverse Boltz-
mann-Gesetzª und bewertet die Bereiche einer Bindungstasche nach den
Häufigkeiten, mit denen für bestimmte Atomtypen eines möglichen
Liganden Kontaktgeometrien in bekannten Protein-Ligand-Komplexen
gefunden wurden. LUDI platziert nach einem Regelwerk, das auf der
Grundlage experimenteller Strukturdaten parametrisiert wurde, mögliche
Wechselwirkungszentren für H-Brücken-Donoren, -Acceptoren und hy-
drophobe Gruppen in der Bindungstasche.

den ¾hnlichkeitsmaûes für die korrekte Reihung der Ver-
bindungen ausschlaggebend ist. Das Einbeziehen eines ¾hn-
lichkeitsvergleiches in die Leitstruktursuche hat den Vorteil,
dass auch Wissen über die chemische Struktur bekannter
Inhibitoren in die Auswahl einflieût. Bei einem reinen
Docking-Ansatz wird dieses Wissen ignoriert. Beispielsweise
deuten die gesamten bisher bekannten Befunde über CAII-
Inhibitoren darauf hin, dass für dieses Enzym praktisch
ausschlieûlich die Sulfonamidgruppe ein geeigneter Anker
zur Zinkkoordination ist. Dieses Wissen wird implizit über die
Reihung mit FlexS eingebracht. Kürzlich konnten Fradera
et al.[24] in das Programm DOCK eine Bedingung einführen,
die gleichzeitig das Wissen um die ¾hnlichkeit wirksamer
Liganden bei den für das Docking generierten Bindungs-
moden berücksichtigt. Wir versuchen in DrugScore ebenfalls
das Wissen um die Bindungsmoden bekannter Inhibitoren
einzubeziehen.[25]

Im Folgenden wurden die besten der so bewerteten
Strukturen mit FlexX[26] in die Bindungstasche gedockt.
Besondere Berücksichtigung erfordert hier die partielle

Hydratisierung der Bindungstasche. Durch Überlagerung
aller Komplex- und Apostrukturen mit Relibase� unter
gleichzeitiger Berücksichtigung strukturtypischer Deskripto-

Tabelle 1. Zusammenstellung der durch Computerscreening erhaltenen
Leitstrukturen für CAII-Inhibitoren.

Nr. Verbindung FlexX[a] DrugScore[a] IC50 [nm] Datenbank

1 ÿ 25.7 ÿ 102.2 21 LeadQuest

2 ÿ 15.0 ÿ 107.1 0.9 LeadQuest

3 ÿ 17.3 ÿ 116.5 185 LeadQuest

4 ÿ 23.4 ÿ 100.6 488 LeadQuest

5 ÿ 19.9 ÿ 100.9 117 LeadQuest

6 ÿ 21.6 ÿ 112.4 248 LeadQuest

7 ÿ 25.7 ÿ 105.1 0.6 LeadQuest

8 ± ± > 106 LeadQuest

9 ÿ 16.0 ÿ 83.5 169 LeadQuest

10 ÿ 23.4 ÿ 88.6 5500 Maybridge

11 ÿ 16.5 ÿ 97.4 0.8 Maybridge

12 ÿ 23.0 ÿ 94.1 2300 Maybridge

13 ± ± > 106 Maybridge

[a] Groûe negative Scoringwerte entsprechen hohen Bindungsaffinitäten.
Einzelne FlexX- und DrugScore-Werte sind nicht direkt miteinander zu
vergleichen, nur innerhalb der einzelnen Methoden ist ein relativer
Vergleich möglich. Für die beiden Hydroxamate wurden keine Werte
angegeben, da wegen der abweichenden Zink-koordinierenden Gruppe ein
direkter Vergleich nicht zulässig wäre.
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ren wie B-Faktor, lokaler Hydrophobie und benachbarter
H-Brücken-Partner konnten vier konservierte Wassermole-
küle identifiziert werden. Eine zusätzliche Überprüfung
dieser Wasserbrückenbindungsnetze mit dem Programm
MAB/Moloc[27] legte weiter die Konservierung dieser Wasser-
moleküle nahe. Während des Dockings wurden diese Wasser-
moleküle dann zur sterischen Beschränkung der Bindungs-
tasche genutzt.

Für die abschlieûende Bewertung, die zur Auswahl der 13
Inhibitoren für die Testung führte, wurden die Affinitätsvor-
hersagen durch FlexX und DrugScore herangezogen. Zusätz-
lich wurden die mit FlexX erzeugten Bindungsmoden visuell
inspiziert. Die ausgewählten 13 Verbindungen, von denen 10
aus LeadQuest stammten, sind in Tabelle 1 zusammen mit
dem Computerscoring und den experimentell gefundenen
IC50-Werten aufgeführt.

Als abschlieûende Validierung wurde von zwei der hoch-
affinen ¹Hitsª der Bindungsmodus kristallographisch auf-
geklärt (Abbildung 4).[28] Es zeigte sich, dass in beiden Fällen

der mit FlexX generierte und durch DrugScore als beste
Lösung hervorgehobene Bindungsmodus sehr gut mit der im
Kristall beobachteten Orientierung übereinstimmt (Abbil-
dung 5).

Abbildung 5. Röntgenkristallographisch (XS) bestimmte sowie durch
Docking vorhergesagte Bindungsmoden der unter Nr. 6 (oben) und Nr. 7
(unten) in Tabelle 1 aufgeführten Inhibitoren in CAII. Aus der mit FlexX
erhaltenen Menge an Lösungen hebt DrugScore in beiden Fällen als beste
Lösung eine Orientierung hervor, die der experimentellen Situation sehr
nahe kommt. Die alte Bewertungsfunktion in FlexX liefert dagegen
deutlich stärker abweichende Geometrien als beste Vorschläge.

Dies unterstreicht den deutlichen Fortschritt durch die
neue DrugScore-Bewertungsfunktion, da die ursprünglich in
FlexX implementierte Funktion die richtige Lösung nur auf
einem der hinteren Ränge (Nr. 51 bzw. 61) vorschlägt. Hier
liegt der entscheidende Fortschritt der wissensbasierten Be-
wertungsfunktion in DrugScore gegenüber dem derzeit
implementierten regressionsbasierten Ansatz. Bei einer Vali-
dierung mit bekannten Strukturen weist DrugScore eine
wesentlich bessere Wiederfindungsrate für die experimentelle
(nativ-ähnlichen) Bindungsgeometrie auf. Die experimen-
tellen Ergebnisse dieser Studie bestätigen diese Erkenntnis.

Abbildung 4. Experimentelle Elektronendichte für die unter Nr. 6 (oben)
und Nr. 7 (unten) in Tabelle 1 aufgeführten Inhibitoren in der Bindungs-
tasche der CAII.
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Ein effizientes Cobalt(ii)-Katalysatorsystem für
die selektive 1,4-Hydrovinylierung von
1,3-Dienen**
Gerhard Hilt,* François-Xavier du Mesnil und
Steffen Lüers

Die selektive 1,4-Hydrovinylierung von 1,3-Dienen mit
Alkenen unter milden Reaktionsbedingungen für den Aufbau
neuer C-C-Bindungen ist von besonderem präparativem
Interesse.[1] Beispielsweise lassen sich Ethylen und 1,3-Buta-
dien im industriellen Maûstab (duPont-Synthese) rhodium-
vermittelt zu 1,4-Hexadien codimerisieren, das dann zur
Synthese ungesättigter Polymere eingesetzt wird.[2]

Das kürzlich von uns beschriebene Katalysatorsystem
[CoBr2(dppe)]/ZnI2/Bu4NBH4 (dppe� 1,2-Bis(diphenylphos-
phanyl)ethan) ist hervorragend geeignet, die Diels-Alder-
Reaktion zwischen acyclischen 1,3-Dienen und Acetylenen zu
katalysieren.[3] Beim Versuch, substituierte Alkene als Die-
nophile für die Diels-Alder-Reaktion mit acyclischen 1,3-
Dienen einzusetzen, konnte jedoch kein entsprechendes
Diels-Alder-Produkt isoliert werden. Vielmehr wurde bei
der Reaktion zwischen 2,3-Dimethyl-1,3-butadien 1 und

Die Korrelation der experimentellen IC50-Werte mit den
mit DrugScore und insbesondere den mit FlexX vorherge-
sagten Affinitäten ist keinesfalls befriedigend. Bestenfalls
werden die Gröûenordnungen richtig wiedergegeben. Bin-
dungsaffinitäten können heute auf ca. 1.5 lg-Einheiten vor-
hergesagt werden.[29] Zu berücksichtigen ist dabei allerdings,
dass experimentelle Bestimmungen häufig ebenfalls mit
einem Fehler von etwa einer Gröûenordnung behaftet sind.
Im Rahmen dieser vorgegebenen Fehlergrenzen müssen die
Verfahren zur Vorhersage der Affinität aus der Struktur
optimiert werden. Ein erster entscheidender Schritt auf diesem
Weg war sicher die Entwicklung einer Methode zur besseren
Entdeckung einer nativ-ähnlichen Bindungsgeometrie.

Ebenso hat sich gezeigt, dass die LeadQuest-Datenbank,
sowohl was die strukturelle Diversität[8] als auch die Reinheit
der Verbindungen[30] angeht, eine ideale Ausgangsbasis für
das Auffinden neuer Leitstrukturen ist.[31]
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