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Wie verlasslich sind aktuelle Docking-Ansitze fiir strukturbasiertes
Wirkstoffdesign? — Fallstudie zur Aldose-Reduktase

Matthias Zentgraf, Holger Steuber, Cornelia Koch, Concettina La Motta, Stefania Sartini,

Christoph A. Sotriffer und Gerhard Klebe*

Strukturbasiertes Wirkstoffdesign benotigt genaue Kennt-
nisse iiber die Geometrien von Protein-Ligand-Komplexen
als Grundlage fiir die verldssliche Vorhersage von Struktur-
Wirkungs-Beziehungen. Idealerweise sind hoch aufgeloste
kristallographische Daten der Protein-Ligand-Komplexe mit
den verwendeten Leitstrukturen verfiigbar, auf deren
Grundlage fundierte Design-Vorschldge abgeleitet werden
konnen.

Die Kristallographie ist jedoch eine aufwiandige Methode,
die neben umfangreicher instrumenteller Ausstattung auch
viel Erfahrung in der Herstellung gut streuender Kristalle der
Protein-Ligand-Komplexe erfordert. Demgegeniiber sind
Docking-Ansétze eine leicht zugéngliche Alternative, um
erste Einblicke in die Plausibilitdt der denkbaren Design-
Vorschldge zu erhalten. Doch wie aussagekriftig und zuver-
lassig sind gegenwirtige Docking-Verfahren?

Zwei Aspekte sind hierbei zu beriicksichtigen: einerseits
die Genauigkeit der erzeugten Bindungsmodi, andererseits
die Relevanz der vorhergesagten Affinitit, die eine Grund-
lage fiir die wechselseitige Diskriminierung zwischen den er-
haltenen Docking-Losungen bildet. Die raumliche Exaktheit
wird durch den Vergleich der Docking-Losungen mit expe-
rimentellen Kristallstrukturen bewertet, wobei ein mittlerer
Abstand (root mean square deviation, rmsd) vom Liganden
von weniger als 1 A als »gute“ Docking-Losung angesehen
wird. Im Hinblick auf die Bewertung (,,Scoring*) muss die
implementierte Funktion zur Energieberechnung diejenige
Losung herausfiltern, die der experimentellen Bindungsgeo-
metrie am nédchsten kommt: Sie sollte den hochsten Wert in
der Rangliste erhalten. Neuere Studien ergaben, dass das
Problem des Scoring eng mit der Qualitdt und Relevanz der
erzeugten Bindungsmodi verkniipft ist."?! Dies lisst vermu-
ten, dass mit zunehmender Genauigkeit, mit der die Docking-
Programme die Bindungsmodi vorschlagen, auch das Pro-
blem der energetischen Bewertung erfolgreich gelost werden
kann.
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In einer jlingst durchgefiihrten Studie wurde eine Reihe
von Inhibitoren der Aldose-Reduktase (AR) untersucht
(Da Settimo et al.),”! die als mogliche Analoga zu Tolrestat™
entworfen worden waren, einem lang bekannten Hemmstoff
der AR, dessen Komplexstruktur 1997 geldst wurde.®! Tol-
restat zwingt das Enzym in eine bis heute nur mit diesem
Liganden beobachtete Konformation. Die beiden am besten
bindenden Strukturen der Serie, 1 und 2 (Schema 1), weisen
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Schema 1. Chemische Formeln der AR-Inhibitoren.

1Cs,-Werte von 140 bzw. 550 nm auf. Der einzige Unterschied
zwischen diesen beiden Molekiilen besteht in der Seitenkette
in 4-Position des Naphthylisothiazol-Grundgeriistes. Die
Hypothese, dass 1 und 2 eine dhnliche Konformation der
Bindetasche wie Tolrestat induzieren (im Folgenden als
,» Tolrestat-Konformation“ der AR bezeichnet), basiert auf
der hohen strukturellen Ubereinstimmung mit Tolrestat-
Analoga® sowie deren iiberzeugenden geometrischen Uber-
lagerungen mit der proteingebundenen Konformation von
Tolrestat.”!

Wie die bisherige Erfahrung zeigt, kann die AR-Binde-
tasche mindestens drei unterschiedliche Konformationen
einnehmen.” Fiir erste Docking-Versuche haben wir das
Programm AutoDock® verwendet, das Proteinflexibilitit
wihrend des Docking-Vorgangs nicht explizit beriicksichtigt.
Das Programm passt den Inhibitor in eine definierte Kon-
formation der Bindetasche ein, wobei mogliche weitere Pro-
teinkonformere ignoriert werden. Deshalb wurden 1 und 2
nicht nur in die Tolrestat-Konformation, sondern auch in zwei
weitere Konformationen der AR gedockt, die aus der
Struktur des Sorbinil-Komplexes® (,,Sorbinil-Konformation*
der AR) bzw. des IDD594-Komplexes!” (,,IDD594-Konfor-
mation® der AR) extrahiert wurden. Wéhrend Sorbinil die
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Spezifitatstasche nicht 6ffnet, bindet IDD594 an die offene
Konformation der Spezifitétstasche, die sich allerdings von
der des Tolrestat-Komplexes unterscheidet.

AnschlieBend wurden Dockingldufe nach analogem Pro-
tokoll mit den Programmen FlexX!"! und GOLD™! durch-
gefiihrt; um die Flexibilitdt der Bindetasche auch explizit zu
beriicksichtigen, wurde zusitzlich das Programm Glide!'”
verwendet.

Abbildung 1 zeigt im oberen Teil die bestbewerteten
Docking-Losungen von AutoDock 3.0.5® fiir jede der Bin-
detaschenkonformationen (Sorbinil (griin), Tolrestat (grau),
IDD594 (gelb)) mit den zugehérigen AutoDock-Energie-
Scores sowie eine Uberlagerung mit den kristallographisch
charakterisierten Referenzstrukturen (Sorbinil, Tolrestat,
IDD594).1% Fiir 1 wurden in jeder der Proteinkonformatio-
nen sinnvolle Losungen gefunden. Die Losung in der Tolre-
stat-Konformation (1B) wurde dabei iiberraschenderweise
am schlechtesten bewertet: Ein um fast 1 kcalmol ™' ungiins-
tigerer Energiewert als fiir die Losungen in den anderen
beiden Taschen wurde erhalten. Fiir die Ergebnisse der
beiden anderen Proteinkonformere wurden annéhernd gleich
giinstige Scores berechnet. Zusétzlich belegt 1 mit seiner
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Abbildung 1. Ergebnisse des Dockings von 1 (oberer Teil 1A-1C) und 2
(unterer Teil 2A-2C) in die unterschiedlichen AR-Bindetaschenkonfor-
mationen: Sorbinil (A), Tolrestat (B) und IDD594 (C). Die bestbewerte-
ten Docking-Lsungen fiir jede Tasche sind in der ersten und dritten
Zeile dargestellt. Zusatzlich sind die entsprechenden Scores angege-
ben, die jeweils von der in AutoDock implementierten Energiefunktion
berechnet wurden. In der zweiten und vierten Zeile sind die Uberlage-
rungen von 1 bzw. 2 mit den kristallographisch erhaltenen Bindungs-
modi von Sorbinil, Tolrestat und IDD594 in ihrer jeweiligen Bindeta-
sche gezeigt.
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Carboxyfunktion in 4-Position das katalytische Zentrum in
der Sorbinil-Konformation. Die beste Docking-Losung von 1
zeigt in der Uberlagerung mit proteingebundenem Sorbinil
eine iiberzeugende Uberlappung der Strukturen (zweite Zeile
in Abbildung 1). Die Siurefunktion besetzt die gleiche
Region der katalytischen Tasche wie der Stickstoff und der
Sauerstoff des Hydantoin-Rings im Sorbinil, wodurch die
entsprechenden Interaktionen ermoglicht werden. In den
beiden anderen Fillen (Tolrestat- und IDD594-Bindetasche)
wird die Carboxyfunktion weniger iberzeugend positioniert.
Obwohl jeweils die Carboxyfunktion in 2-Position in die ka-
talytische Tasche platziert wurde, unterscheiden sich die
Konformationen, und die ausgebildeten Interaktionen er-
scheinen nicht ideal. Der starre aromatische Teil des Grund-
geriistes iiberlappt gut mit Sorbinil und Tolrestat. Dies ist bei
IDD594 dagegen nicht der Fall, da die entsprechenden
Ringsysteme um fast 45° gegeneinander verdreht sind.

Der einzige Unterschied zwischen 1 und 2 liegt in der
Seitenkette in 4-Position des Grundgeriistes. Die Docking-
Resultate fiir 2 sind in Abbildung 2 (unterer Teil) dargestellt.
Wiederum konnten fiir die Losung in der Sorbinil-Tasche die
besten Scores erhalten werden, gefolgt von der Losung in der
IDD594-Konformation. Dagegen ergab das Docking in die
Tolrestat-Tasche sehr schlechte Energiebewertungen. Im
Vergleich zu 1 ist die beste Docking-Losung um 180° verdreht
platziert, wodurch nun die 2-Carboxyfunktion die katalyti-
sche Tasche besetzt. In der Tolrestat-Konformation belegt die
beste Losung mit keiner ihrer beiden Sdurefunktionen diesen
Teil der Bindetasche. Dies erscheint unwahrscheinlich, da die
AR-Inhibierung zwingend eine solche Wechselwirkung vor-
aussetzt. Wihrend in der IDD594-Konformation die anioni-
sche Bindetasche belegt wird, wird die Spezifitiatstasche durch
die zweite Carboxyfunktion besetzt. Die hydrophobe Be-
schaffenheit dieses Teils der Bindetasche lidsst dies unwahr-
scheinlich erscheinen; Wechselwirkungen mit polaren, sauren
Gruppen sollten hier vermieden werden. In der Sorbinil-
Konformation wird diese Tasche iiberzeugend in einer Weise
besetzt, die die favorisierten Interaktionen zulédsst, wihrend
die zweite Carboxygruppe in eine solvensexponierte Region
ragt. Insgesamt wird durch AutoDock sowohl fiir 1 als auch
fiir 2 die Bindung in die Sorbinil-Konformation gegeniiber
der Tolrestat-Konformation von AR bevorzugt.

Anschliefend wurden die Kristallstrukturen beider Ver-
bindungen 1 und 2 im Komplex mit AR bestimmt (in Ab-
bildung 2 in Blau dargestellt)." In beiden Fillen bleibt die
Spezifititstasche im geschlossenen Zustand, woraus zwingend
eine vom Tolrestat-Komplex verschiedene Konformation des
Proteins resultiert. Sie gleicht stattdessen eher der Sorbinil-
bindenden Konformation, entprechend den Vorschldgen der
Docking-Experimente.

Im Komplex mit der Verbindung 1 interagiert die
Carboxyfunktion in 4-Position mit der anionischen Bindeta-
sche (Abbildung2A), was der Docking-Vorhersage ent-
spricht. Die Sdurefunktion in 2-Position zeigt aus der Tasche
heraus und bildet eine Wasserstoffbriicke mit dem Indol-
stickstoff des benachbarten Trp20, das beziiglich seines y2-
Winkels im Unterschied zu allen bisher bekannten AR-
Strukturen um etwa 30° verdreht auftritt. Daraus resultiert
eine neue Konformation der Bindetasche. Statt ,,aufwérts*
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Abbildung 2. A,B) Uberlagerungen der besten Docking-Resultate und
der Kristallstrukturen (1: A, 2: B): in Griin die Proteinkonformation, die
beim Docking verwendet wurde, in Blau die Kristallstruktur einschlief3-
lich des Liganden, in Grau das entsprechende Ergebnis mit dem
besten Score. C) Docking-Lésung auf dem Rang 75 von 1 (grau) in der
Konformation der Sorbinil-Tasche (griin) im Vergleich mit der Kristall-
struktur (blau). Das Ringgertist von 1 zeigt in der Docking-Lésung
»abwirts“ statt ,aufwirts” wie bei den giinstiger bewerteten Docking-
Lésungen. Dieser Bindungsmodus ist eher mit der Kristallstruktur ver-
einbar. D) Uberlagerung der bestbewerteten Docking-Lésung von 2
(grau) mit der Kristallstruktur (blau). Die von den Sauerstoffatomen
der Seitenkette in 4-Position eingenommenen Bereiche entsprechen
den Wasserpositionen in der Kristallstruktur. E) Das bestbewertete Er-
gebnis des flexiblen Dockings von 1 (grau) in seine kristallographisch
erhaltene Bindetaschenkonformation (blau). F) Docking-Ergebnis
(grau) mit dem besten Score des flexiblen Dockings von 2 in die expe-
rimentell erhaltene Konformation in Gegenwart der drei Wassermole-
kiile. Die Wassermolekiile wurden dabei als Teil des Proteins behan-
delt.

gerichtet zu sein, wie es durch das Docking vorgeschlagen
worden war, zeigt das aromatische Ringsystem ,abwarts®
(Abbildung 2 A). Dadurch wird Trp219 verdringt; es nimmt
einen ungeordneten Zustand ein und ist deshalb in der
Elektronendichte nicht sichtbar. Der Bindungsmodus von 1
ist verschieden von allen bisher bekannten AR-Konforma-
tionen, da der Ligand darin mit Trp 20 und Trp219 kollidieren
wiirde. Interessanterweise sind unter den 100 Docking-Lo-
sungen von AutoDock 15 Losungen, in denen das aromati-
sche System von 1 &dhnlich der Kristallstruktur ,,abwérts®
gerichtet ist und die 2-Carboxyfunktion eine Wasserstoff-
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briicke mit Trp20 bildet. Allerdings erscheint die erste dieser
Losungen erst auf Rang 75 mit einem Energie-Score von
—9.6 kcalmol !, wobei auch die Geometrien nicht perfekt
iberlappen (Abbildung 2 C).

Der Bindungsmodus von Verbindung 2 bestétigt beziig-
lich der 2-Carboxyfunktion die Voraussagen von AutoDock
(Abbildung 2B). Die gesamte Taschenkonformation ist der
des Sorbinil-Komplexes sehr dhnlich. Lediglich Phe 122 muss
sich durch eine Verschiebung dem Liganden etwas anpassen.
Auch hierbei ist diese Proteinkonformation von AutoDock
richtig als die giinstigste fiir Ligand 2 vorausgesagt worden.
Die andere Sédurefunktion zeigt aus der Tasche heraus und
bildet Wasserstoffbriicken mit dem Hauptketten-Stickstoff
sowie dem y-Sauerstoff der Seitenkette von Ser302. Im di-
rekten Vergleich der Kristallstruktur mit den Docking-L6-
sungen fiir Verbindung 2 ldsst sich erkennen, dass die
Carboxyfunktion in der anionischen Tasche gut vorausgesagt
worden ist. Dies trifft auch auf die Sulfongruppe zu. Das ge-
samte Ringsystem ist in der Kristallstruktur etwas nach oben
verschoben und die Seitenkette in 4-Position etwas anders
ausgerichtet. Drei der Positionen, die in der Docking-Vor-
hersage von Sauerstoffatomen des Liganden besetzt werden,
sind in der Kristallstruktur mit Wasser belegt (Abbil-
dung 2 D). Dadurch werden diese Positionen als gut geeignet
fir Wasserstoffbriicken bestdtigt, weshalb die dortige Plat-
zierung von Sauerstoffatomen, wie durch das Docking-Pro-
gramm vorgenommen, sinnvoll erscheint.

Der Bindungsmodus der Verbindung 2 wurde relativ gut
vorausgesagt. Die Abweichungen resultieren aus der leichten
Verschiebung einer Phenylalaninseitenkette und der Platzie-
rung polarer Teile des Liganden in Positionen, die in der ex-
perimentell bestimmten Struktur von Wassermolekiilen be-
setzt werden.

Angesichts dieser Ergebnisse stellte sich die Frage, ob
eine Verwendung der jeweiligen nativen, also kristallogra-
phisch gewonnenen AR-Konformationen im Komplex mit 1
bzw. 2 als Template fiir das Docking verbesserte Vorhersagen
der Bindungsmodi ergeben wiirde. Dies wiirde darauf hin-
deuten, dass eine passende Bindetaschenkonformation tat-
sdchlich die zwingende Voraussetzung fiir aussagekriftige
Docking-Vorhersagen ist. In Abbildung 2 E sind die Resultate
fir flexibles Docking von 1 in die eigene Kristallstruktur
dargestellt. Verwendet man 1 A rmsd als Clusterkriterium, so
fallen alle 100 Docking-Losungen in denselben Cluster, wobei
keine der Losungen einen grofleren rmsd als 0.82 A im Ver-
gleich zur Kristallstruktur aufweist. Demzufolge ldsst sich der
Bindungsmodus von 1 bei Verwendung der korrekten Bin-
detaschenkonformation zuverldssig und exakt voraussagen.

Der durch Docking in die Sorbinil-Konformation fiir die
Verbindung 2 vorgeschlagene Bindungsmodus dhnelt dem
kristallographisch bestimmten sehr stark (Abbildung2B).
Dies ist leicht zu verstehen, da sich die Konformationen des
Proteins im Komplex mit Sorbinil bzw. 2 nur wenig vonein-
ander unterscheiden. Die Docking-Resultate verbessern sich
noch entscheidend, wenn die drei Wassermolekiile, die in
Abbildung 2D beschrieben worden sind, als Teil der Binde-
tasche in den Docking-Versuch miteinbezogen werden (Ab-
bildung 2F). Die dadurch erhaltenen 88 besten Ldsungen
zeigen einen rmsd kleiner als 1 A im Vergleich zur Kristall-
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struktur; demzufolge wird auch der Bindungsmodus von 2
richtig vorausgesagt.

Um die Frage zu beantworten, ob die gefundenen Er-
gebnisse lediglich durch das verwendete Docking-Programm
und die implementierte Scoring-Funktion bedingt werden (im
vorliegenden Fall AutoDock und die entsprechende Ener-
giefunktion) und ob bessere Vorhersagen ausschlieBlich unter
Verwendung der bekannten AR-Konformationen erzielt
werden konnen, haben wir das komplexere Beispiel 1 weite-
ren Versuchen mit anderen Docking-Programmen und Sco-
ring-Funktionen unterzogen. Zu diesem Zweck wurden die
Programme FlexX!'” und Gold™ sowie Glide'!! getestet,
doch keines der Programme lieferte bessere oder relevantere
Bindungsmodi. In Abbildung 3 sind die Bindungsgeometrien
derjenigen Docking-Losungen zu sehen, die den experimen-
tellen am nichsten kommen, ungeachtet des erreichten Sco-
ring-Rangs. Dies erscheint vielleicht artifiziell; wir sind
jedoch davon iiberzeugt, dass akkurate Bindungsgeometrien
auch gute Scoring-Ergebnisse nach sich ziehen. Da die Sco-
ring-Werte von AutoDock bekanntermallen gut mit der

__JT Lys21
S %

Lys 21

NADP*

Abbildung 3. Vergleich der Docking-Platzierungen mit den experimen-
tellen Bindungsmodi von 1 in der Kristallstruktur (blau). Die Docking-
Ergebnisse wurden mit FlexX (A, gelb), Gold (B, grau) und Glide (C,
griin) erzielt. In allen Fillen ist die der kristallographisch erhaltenen
Geometrie am nichsten kommende Docking-Lésung gezeigt. Es
wurden fiir FlexX 2.0.3,1% Gold 3.1'" und Glide 4.0 die voreingestell-
ten Parameter verwendet. Mit FlexX und Gold wurde fiir alle drei zuvor
bekannten Bindetaschenkonformere (d.h. Sorbinil: PDB-Code 1ah0;
Tolrestat: PDB-Code 1ah3; IDD594: PDB-Code 1us0) ein Docking
durchgefiihrt. Die dargestellten Ergebnisse wurden mit der TusO-Struk-
tur erhalten. Glide wurde im , Induced-Fit-Docking“-Modus verwendet,
das Seitenkettenflexibilitit unter Verwendung von Prime 1.5 berick-
sichtigt. Der Glide-SP-Docking-Modus wurde fiir ein initiales Docking
verwendet, wogegen das XP-Scoringschema fiir die finalen Docking-
Schritte genutzt wurde. 1ah0 war hierfiir die Ausgangsstruktur, wobei
alle Aminoséuren im Radius von 5 A um die urspriinglichen Docking-
Platzierungen wahrend des Homologiemodellierungsschrittes des ,,In-
duced-Fit“-Modus flexibel behandelt wurden. Zusitzlich wurden die
Seitenketten von Trp20 und Lys 21 vor dem ersten Docking zu Alanin
mutiert, um die Diversitit der Ergebnisse zu erhdhen. Zu bemerken ist
hierbei, dass diese Prozedur artifiziell ist, da sie Wissen um die Be-
weglichkeit dieser Reste voraussetzt, das erst nach Aufklarung der
Kristallstruktur des AR-1-Komplexes zur Verfiigung stand. Trotzdem
verbesserte dies das Docking-Ergebnis fiir 1 nicht.
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Qualitdt der Bindungsgeometrie von AR-Inhibitor-Platzie-
rungen korrelieren,'® war keine Verbesserung durch den
Einsatz von Scoring-Funktionen aus anderen Programmen zu
erwarten. Zudem basiert die kristallographisch erhaltene
Struktur von 1 auf einer komplett unerwarteten Konforma-
tionsdnderung der AR-Bindetasche. Erahnen lief sich diese
weder aus einer der vorher bestimmten Strukturen (bei-
spielsweise durch vergleichende B-Faktor-Analyse) noch aus
MD-Simulationen, die fiir andere Komplexe durchgefiihrt
wurden. Tatsdchlich ist es sehr iiberraschend, dass in der
Kristallstruktur die Salzbriicke zwischen Lys21 und der
Phosphatgruppe des Cofaktors aufgebrochen ist. Eine solche
Beobachtung wiirde wohl keine der iiblichen Methoden so
vorhersagen konnen. Daher nahmen wir an, dass nur ein
Programm, das die Proteinflexibilitdt berticksichtigt, letzt-
endlich erfolgreich sein konnte. Doch dieser Fall birgt be-
sondere Herausforderungen, wie der Test mit dem ,,Induced-
Fit“-Modus von Glide zeigt: Trotz der flexiblen Betrachtung
der Reste Trp20 und Lys21 konnte keine Verbesserung der
Docking-Resultate erzielt werden.

Dem unvoreingenommenen Leser, der strukturbasiertes
Wirkstoffdesign mit computergestiitzten Methoden eher
niichtern betrachtet, mag die Aussagekraft der Docking- und
virtuellen Screening-Methoden somit beschrénkt erscheinen.
Dies ist jedoch nicht der Fall, da beide Verbindungen 1 und 2
als potenzielle AR-Inhibitoren vorausgesagt wurden, wobei
sogar das richtige Proteinkonformer beziiglich der Spezifi-
tétstasche gefunden wurde (vgl. die oben beschriebenen Au-
toDock-Ergebnisse). Von einem pragmatischen Standpunkt
aus gesehen, ist dies eine wertvolle Erkenntnis. Fiir Metho-
denentwickler stellt sich allerdings eine andere Herausfor-
derung: Diese Studie hebt die Notwendigkeit fiir neue Stra-
tegien zur Beriicksichtigung der Proteinflexibilitdt und des
Wassers hervor. Man muss sich vergegenwirtigen, dass selbst
kleinste unerwartete Adaptionen auf Proteinseite essenziell
fiir die Vorhersage korrekter, verlidsslicher Bindungsmodi
sein konnen. Im vorliegenden Fall musste eine Salzbriicke
gebrochen werden, damit die Anpassung des Proteins auf den
Liganden erfolgen konnte. Computermethoden konnen
solche Anderungen nur schwer vorhersagen. Trotzdem
deuten mechanistische Untersuchungen des Enzyms an, dass
diese Salzbriicke leicht gespalten werden kann: Sie muss ge-
offnet werden, um den Cofaktor nach der Reaktion aus dem
Protein zu entlassen und den Zutritt eines neuen Cofaktor-
molekiils zu ermoglichen. Solche Erkenntnisse sollten mog-
licherweise bei der Erstellung von Arbeitsprotokollen fiir
Computersimulationen miteinbezogen werden.
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