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Abstract: Automatisiertes De-novo-Molekiildesign fiihrte zur
Entdeckung eines neuartigen Inhibitors der Death-Associated
Proteinkinase 3 (DAPK3). Eine erste Kristallstruktur der in-
aktiven DAPK3 als Homodimer im Komplex mit dem frag-
mentartigen Liganden zeigt dessen Bindung in der ATP-Bin-
detasche. Das verwendete maschinelle Lernverfahren hat
neben DAPK3 weitere Targets korrekt vorhergesagt, sowohl
fiir den entworfenen Liganden als auch fiir den strukturell
verwandten und bereits auf dem Markt befindlichen Wirkstoff
Azosemid. Die vorliegende Studie bestiitigt das Konzept des
computergestiitzten  ligandenbasierten — De-novo-Molekiil-
designs als geeignet fiir die Erzeugung neuartiger Liganden
und potentieller Startpunkte fiir die Wirkstofffindung.

Computerbasiertes De-novo-Design neuer chemischer
Strukturen (new chemical entities, NCEs) unterstiitzt die
medizinische Chemie bei der Generierung kleiner, synthe-
tisch herstellbarer Molekiile mit gewiinschten physikoche-
mischen und pharmakologischen Eigenschaften.!"! Gleichzei-
tig stellen fragmentbasierte Ansétze eine Schliisseltechnolo-
gie zur Findung und Optimierung von Liganden makromo-
lekularer Wirkstofftargets dar.”! Mit Hinblick auf die enor-
men GroBe des wirkstoffartigen chemischen Raumes!™ bietet
sich die Hilfe des Computers an, um ansatzweise den frag-
mentartigen Teilraum zu durchsuchen und Startpunkte fiir
das rationale Wirkstoffdesign zu identifizieren.! Zudem
lassen sich neue chemische Fragmente auch dafiir nutzen, die
Funktion und Struktur von Proteinen besser zu verstehen.
Hier stellen wir ein Konzept der schnellen Prototypisierung
von Fragmenten mittels ligandenbasiertem De-novo-Design
im Zusammenspiel mit der computerbasierten Targetidenti-
fizierung vor. Automatisierte Software ermoglichte hier die
Identifizierung von fragmentartigen NCEs, welche die
humane Death-Associated Proteinkinase 3 (DAPK3) inhi-
bieren. Dieses Target wurde von der Computersoftware vor-
hergesagt und experimentell bestitigt. Eine erste Rontgen-
struktur der inaktiven Form des DAPK3-Homodimers im
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Komplex mit dem entworfenen Liganden bestétigte die
theoretische Studie. Dariiber hinaus identifizierten wir
DAPK3 und Carboanhydrase IX als bislang unbekannte
Targetproteine des Blutdrucksenkers Azosemid. Die chemi-
sche Struktur von Azosemid verkorpert eine Superstruktur
des rechnerisch entworfenen DAPK3-Liganden. Die Ergeb-
nisse dieser Studie zeigen, dass automatisches molekulares
Design in Kombination mit computerbasierter Targetvor-
hersage und strukturbasierter Validierung eine schnelle Pro-
totypisierung neuer chemischer Strukturen erlaubt und somit
Potential zur Unterstiitzung der zukiinftigen Wirkstofffin-
dung und der chemischen Biologie hat. Durch dieses zu-
kunftsweisende Vorgehen konnten wir erfolgreich einen
kompletten Designzyklus durchlaufen, bestehend aus com-
putergestiitztem Ligandendesign und Targetvorhersage, che-
mischer Synthese, biochemischer Testung, und biophysikali-
scher Strukturbestimmung des Liganden-Protein-Komplexes.

DAPK3 ist eine Serin/Threoninkinase, die in eine Vielzahl
(patho)physiologischer Prozesse involviert ist.”! Die selektive
Kontrolle der Myosinphosphorylierung qualifiziert DAPK3
als potentielles Target fiir die Entwicklung neuer Wirkstoffe
zur Behandlung von Bluthochdruck und Erkrankungen der
glatten Muskulatur.®" Allerdings gibt es bisher nur wenig
strukturelle Informationen fiir das Verstédndnis der Enzym-
dynamik und als Grundlage fiir das rationale Wirkstoffdesign.
Bis heute wurden nur drei hochaufgeloste (<2 A) DAPK3-
Kristallstrukturen veroffentlicht.”! Bekannte Daten lassen
vermuten, dass die Phosphorylierung der Aminoséure Ser50
die Dimerisierung der katalytischen Domédne der DAPK3
reguliert.® Unsere Erkenntnisse lassen nunmehr den Schluss
zu, dass es eine inaktive Form der DAPK3 als Homodimer
gibt, die sich durch einen Wirkstoff modulieren lésst.

Fiir das ligandenbasierte Wirkstoffdesign haben wir
unsere Software DOGS (Design of Genuine Structures) ver-
wendet. Die Software verfiigt iiber einen Satz von 25144
kommerziell erhiltlichen Edukten, die mittels virtueller or-
ganischer Synthese mit bis zu 58 verschiedenen Reaktionen
zu NCEs verkniipft werden, um den chemischen Raum
schnell durchsuchen zu koénnen.”” Die vom Computer er-
zeugten Molekiilstrukturen dhneln dabei einem vorgegebe-
nen Referenzmolekiil (,,Schablone®) hinsichtlich dessen
Pharmakophormuster und GroBe. Diese Methode zur Va-
riation des Grundgeriistes eines Referenzmolekiils hat schon
in einer Vielzahl von Projekten zur Entdeckung von NCEs
mit den gewiinschten biochemischen und pharmakologischen
Eigenschaften gefiihrt, wurde aber bisher noch nie zum De-
novo-Design eines bioisosteren Fragments verwendet. Um
unsere Designhypothese zu tiberpriifen, haben wir den bereits
auf dem Markt befindlichen fragmentartigen Wirkstoff
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Abbildung 1. Biochemische und biophysikalische Profile von Fasudil und Verbindung 2. a) Chemische
Strukturen von Fasudil, der de novo entworfenen Verbindung 2, und dem nichsten Nachbarn zu 2
(ChEMBL16 DAPK3-Inhibitor 3). b) 1Csy-Kurve von Fasudil und 2 gegen DAPK3 und CK2 (n=2). DAPK3:
1Cs, (Fasudil) =4.5 um £ 0.03 log-Einheiten, 1Cs; (2) =52 um £ 0.03 log-Einheiten; CK2: 1Cy, (Fasu-

dil) > 100 um, 1Cso (2) =15 pum £0.05 log-Einheiten. Kontrollen: DAPK3: Staurosporin 1Cs,=0.004 um
(nHill=1.7), CK2: Heparin IC5,=0.001 pm (nHill=1.9). c) 2D-Projektion der bekannten fragmentartigen
DAPK3-Inhibitoren aus ChEMBL16 (K; oder IC5, <100 pum, schwarze Punkte) und Verbindung 2 (roter
Punkt mit Pfeil). Die Projektion wurde mittels ,,stochastic neighbor embedding® zur Reduktion der Di-

mensionalitit basierend auf CATS2-topologischen Pharmakophordeskriptoren durchgefiihrt (neue Koordi-

naten: P1, P2).""l d) DSF-Assay von Verbindung 2 (500 um) gegen bovine Carboanhydrase 11 (bCAll,
AT, =2.4040.02 K, n=3). Kontrollen: Protein: T,,=65.93 £0.02°C, Acetazolamid (10 um):

AT, =5.204£0.03 K. e) SPR-Assay von Verbindung 2 gegen bCAIl (K, =25 um +0.04 log-Einheiten, n=2)
und hCAIX (Kp=7 um £0.05 log-Einheiten, n=2). Kontrollen: CBS: K (bCAIl) =0.95 um £0.06 log-Ein-
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Forest“-Regressionsmodells
verwendet wurde. Die Vorher-
sage der Affinitiat (pAffinity)
fir bis zu 980 Wirkstofftargets
wurden mit der berechneten
Standardabweichung korrigiert
(pAffinity—o), um eine konser-
vative Abschédtzung der tat-
sdchlichen Affinitit zu erhalten.
Aufgrund der vorhergesagten
DAPK3-Affinitiat haben wir das
de novo entworfene Molekiil 2
fiir die Synthese und biochemi-
sche Tests ausgewdhlt, insbe-
sondere wegen seiner frag-
mentartigen Grofle und der
hohen vorhergesagten Affinitit
(vierter Rang aller Molekiil-
entwiirfe nach Sortierung ent-
sprechend der konservativen
Affinédtsvorhersage fiir DAPKS3,
pAffinity—0=4.0). Wir haben
keine weiteren Kriterien zur
Auswahl von Verbindung 2
einbezogen und zunéchst auch
keine Bindungshypothese fiir
die Wechselwirkung mit der
Zielkinase aufgestellt.

In voller Ubereinstimmung
mit dem Regressionsmodell
ergab die experimentelle Be-
stimmung der DAPK3-Affinitit

heiten, Acetazolamid: Ky (hCAIX) =0.018 um £0.12 log-Einheiten.

Fasudil (1, Abbildung 1a) als Referenzmolekiil fir DOGS
ausgewahlt.

Fasudil ist ein potenter Inhibitor der Rho-assoziierten
Proteinkinase 2 (ROCK?2), besitzt aber auch eine hohe Lig-
andeneffizienz (LE)® als DAPK3-Inhibitor (K;=1.2 um,
LE =0.41),’ und eignete sich daher als Ausgangpunkt fiir die
Entwicklung von fragmentartigen DAPK3-Bindern. Die
Software DOGS schlug insgesamt 521 potentielle DAPK3-
Inhibitoren vor, von denen 357 fragmentartig sind (Moleku-
largewicht <300 gmol™") und aus zahlreichen, strukturell
diversen, meist bicyclischen Systemen bestehen (Schema 1).
Die entworfenen Molekiile wurden hinsichtlich des Auftre-
tens von unerwiinschten Substrukturen untersucht, entspre-
chend der PAINS-," Rishton-!"Y! und Hann-Filterlisten.['”

Die Priorisierung der Fragmente erfolgte mittels eigener
Software zur Targetvorhersage (siche Hintergrundinforma-
tionen). Dieses quantitative maschinelle Lernmodell basiert
auf den Affinitdtsdaten fiir kleine Molekiile, die in der
ChEMBLI16-Datenbank annotiert sind."*! Die chemischen
Verbindungen werden dabei durch physikochemische Ei-
genschaften und Morgan-Substruktur-Fingerprints (radius =
4, 2048 bit) codiert. Dies ergibt eine 2224-dimensionale Mo-
lekiilrepréasentation, die zum Training eines ,,Random
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Schema 1. Die am hiufigsten vom Computer generierten alternativen
Grundgerste fiir die Referenzverbindung Fasudil. Die Zahlen in den
Klammern geben die absoluten Haufigkeiten an.

(pICsy=4.3, Abbildung 1b) mit einer exzellenten Liganden-
effizienz (LE=0.40). Durch Lichtstreuungsmessungen
konnten wir eine unspezifische Bindung durch kolloidale
Aggregation von 2 bis zu einer Konzentrationen von 500 pum
ausschliefen. Zellbasierte Assays ergaben eine vernachlés-
sigbare Toxizitdt von 2 bei 100 um (Hintergrundinformatio-
nen). Unseres Wissens nach ist Verbindung 2 bislang noch
nicht untersucht worden (SciFinder, American Chemical So-
ciety). Das Referenzmolekiil Fasudil wurde parallel ebenfalls
gegen DAPK3 getestet, mit einem ICs-Wert von 4.5 uMm £+
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0.03 log-Einheiten (Abbildung 1b). Diese Ergebnisse attes-
tieren die ,,Scaffold-Hopping“-Féhigkeiten der DOGS-Soft-
ware. Fasudil und die entworfene Verbindung 2 sind sich zwar
strukturell unihnlich (Tanimoto-Ahnlichkeit =0.16; Morgan-
Fingerprints, radius =2, 2048 bit), aber sie zeigen eine ver-
gleichbare inhibierende Funktion. Der strukturell dhnlichste
bekannte DAPK3-Inhibitor, der in ChEMBL annotiert ist,
zeigt auch nur eine geringe Ahnlichkeit (CHEM-
BL1988163,") 3, Tanimoto-Ahnlichkeit=0.28, Abbil-
dung 1a). Dies legt die Vermutung nahe, dass konventionelle,
ausschlieBlich auf Substrukturen beruhende Ahnlichkeitssu-
chen in virtuellen kombinatorischen Bibliotheken wohl nicht
geeignet gewesen wiren, um 2 als DAPK3-Inhibitor zu
identifizieren. Eine zweidimensionale Projektion der be-
kannten fragmentartigen DAPK3-Inhibitoren zusammen mit
2 bestitigt die Pridsenz von gemeinsamen Pharmakophor-
mustern trotz ihrer Substrukturunterschiede (Abbildung 1c).
Wir testeten Verbindung 2 zuséitzlich gegen ein Panel von 27
reprasentativen Serine/Threoninkinasen, von denen nur die
Caseinkinase 2 (CK2) in der selben GroBenordnung wie
DAPK3 inhibiert wurde (ICs;=15 pm £ 0.05 log-Einheiten;
LE =0.45; Abbildung 1b).
Diese Kinaseselektivitdt des
entworfenen Fragments (Gini-
Koeffizient =0.70)™ ist iiber-
raschend, wenn man bedenkt,
dass geometrisch ,,flache” Mo-
lekiile hdufig als promiskuitive
Binder gelten.!"!

Mit dem Ziel, mogliche
weitere makromolekulare Tar-
gets von 2 zu identifizieren,
wendeten wir unsere Vorhersa-
gesoftware auf alle humanen
Wirkstofftargets an, fiir die wir
ausreichend Bindungsdaten in
ChEMBL zur Modellbildung
fanden. Eine hohe Bindungsaf-
finitdt wurde fiir einige Carbo-
anhydrase-Isoformen  vorher-
gesagt, was aufgrund der aro-
matischen Sulfonamidgruppe in
2 nicht allzu sehr iiberrascht.
Daher haben wir geméifl der
Rangliste der hochstvorherge-
sagten Targets (Hintergrundin-
formationen) Verbindung 2
gegen die Carboanhydrase II
(Bos taurus, bCAII) als Ersatz
fiir das humane Protein getestet
(pAffinitit—0=16.0).  Mittels
Differential-Scanning-Fluori-
metrie wurde eine Verschie-
bung des Schmelzpunkts von
bCAII um 2.40+£0.02 K nach
Inkubation mit 500 um von 2
gemessen (Abbildung 1d). Als
weiterer unabhdngiger Assay
wurde ein Oberflachenplasmo-
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nenresonanz(SPR)-Experiment durchgefiihrt, das die Pro-
teinbindung mit einem Kj-Wert von 25 um £ 0.04 log-Ein-
heiten bestimmte (Abbildung 1¢). Zusétzlich wurde die Af-
finitdt zur tumorassoziierten!'”” humanen Carboanhydrase IX
(hCAIX, Vorhersage: pAffinity—06=6.5) untersucht. Die
Bindung an hCAIX (Abbildung 1e) konnte ebenfalls mit
einer Affinitdt im Bereich des vorhergesagten Wertes besté-
tigt werden (Kp =6 um £ 0.05 log-Einheiten). Dies ldsst ver-
muten, dass 2 auch als Ausgangspunkt fiir die Entwicklung
neuer hCAIX-Inhibitor-basierter Therapeutika oder dia-
gnostischer Tools dienen konnte. Fasudil zeigte keine Bin-
dungsaffinitit gegeniiber hCAIX, in Ubereinstimmung mit
der Computer-Vorhersage.

DAPKS3 ist ein pro-apoptotisches Protein und spielt eine
wichtige Rolle als Tumor-Suppressor.”™!®! Die Blockade der
inaktive Form von DAPK3 wiirde vermutlich deren Tumor
unterdriickende Aktivitdt autheben. Dennoch ist Verbindung
2 aufgrund ihrer ungewohnlichen Kinaseselektivitidt ein ge-
eigneter Startpunkt, um eine chemische Testverbindung zur
Untersuchung von DAPK3-abhédngigen zelluldren Signal-
wegen zu entwickeln. Bemerkenswert ist auch, dass DAPK3

Abbildung 2. Réntgenstrukturdaten und Analyse. a) Liganden-freie apo-Struktur (violett) und Liganden-
gebundener Komplex (griin) zwischen DAPK3 und Verbindung 2. Die Strukturen wurden mit der ,align*-
Funktion in PyMOL (v1.7) ausgerichtet, resultierend in einer nahezu perfekten Superpositionierung
(RMSD=0.14 A) der apo- und der Liganden-gebundenen Konformere. Kleine strukturelle Unterschiede
sind nur in der Liganden-bindenden Domine erkennbar. b) Die Bindungsstelle von DAPK3 im Komplex
mit Verbindung 2 (gelbe Stibchen) und Wassermolekiilen (rote Kugeln). Interagierende Seitengruppen
(griine Stiabchen) und Wasserstoffbriicken (gestrichelte rote Linien) sind hervorgehoben. Das blaue Netz
umrahmt die beobachteten Elektrondichten der 2m | F,| —d|F.| Karte bis zum Abstand 1.06 um Verbin-
dung 2. c) Pharmakophorvergleich zwischen 2 und den DAPK3-Inhibitoren der PDB-IDs 2BQR, 3BHY und
2)90. Die farbigen gestrichelten Kreise unterstreichen die jeweiligen isosteren Paare. Die Strukturausrich-
tung entspricht den Ligandenbindungsposen im jeweiligen tberlagerten Kinase-Ligand-Komplex.
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ein neues kardiovaskuldres pharmazeutisches Target ist. Die
Blockade von DAPK3 fiihrt zu vaskuldarer Umstrukturierung,
die bereits fiir die Unterdriickung der Neointimalhyperplasie
in vivo gezeigt werden konnte.!"”!

Nachdem wir biochemisch bestitigen konnten, dass Ver-
bindung 2 DAPK3 inhibiert, entwickelten wir ein Struktur-
modell, um die biochemischen Daten besser zu verstehen und
ein Hit-to-Lead-Programm zu initiieren. Eine Rontgen-
struktur des inaktiven DAPK3-Homodimers als Komplex mit
2 konnte mit einer Auflosung von 1.7 A gelost werden (Hin-
tergrundinformationen). Elektronendichteverteilungen aus
Messungen von DAPK3-KTristallen, die in Losungen mit der
Verbindung 2 getridnkt wurden (,,soaking), zeigen eindeutig
die Bindung des Fragments in der ATP-Bindestelle, bei sehr
geringen Konformationsdnderungen des Proteins im Ver-
gleich zur apo-DAPK3-Struktur (Abbildung 2 a). Verbindung
2 sitzt nahezu im rechten Winkel in der Bindetasche im
Vergleich zur reguldren Nucleotid-Bindungspose (Abbil-
dung 2b). Der Tetrazolring bildet eine doppelte Wasser-
stoffbriicke zum Riickgrat-Amid von Asp161 (das ,,D“ des
,DFG- Motivs) und eine zusitzliche Wasserstoffbriicke zur
Seitenkette von Lys42, welches selbst eine charakteristische
Salzbriicke zu Glu64 in der C-Helix eingeht. Der Phenylrest
von 2 liegt zwischen Val27 der N-Subdoméne und Ile160 der
C-Subdomine der Kinase. Der Sulfonamidteil sitzt in dem
losungsmittelzugénglichen Teil der Bindetasche nahe dem
Eingang. Es ist nicht bekannt, ob Fasudil in DAPK3 tat-
sdchlich eine dhnliche oder eine ganz andere Bindungspose
einnimmt, wenn man die Unterschiede in der Struktur und
den physikochemischen Eigenschaften im Vergleich zu Ver-
bindung 2 betrachtet. In der PDB fanden sich insgesamt vier
Kristallstrukturen der humanen DAPK3 (IDs: 3BHY!
[Auflosung: 1.24 A], 3BQR [1.75 A], 2790 [2.0 A], 1YRP
[3.1 A]). Wir haben unsere neue Struktur des Komplexes mit
den drei hochaufgelosten Strukturen (RMS unter 1 A) iiber-
lagert, die alle nahezu identische Faltungen der Hauptketten
besitzen. Ein Vergleich der Bindungsmodi der jeweils ent-
haltenen Liganden zeigt jedoch unterschiedliche Muster der
Liganden-Rezeptor-Interaktion (Abbildung 2c). Verbindung
2 teilt sich mit allen drei Referenzinhibitoren nur einzelne
Pharmakophorpunkte. Das dhnlichste Muster findet man zu
Verbindung 4RB (PDB-ID: 3BQR) mit zwei gleichen Phar-
makophorpunkten, die iiber einen jeweils umgekehrt posi-
tionierten Mittelteil der Strukturen verkniipft sind. Der
de novo entworfene Ligand verfiigt tiber eine Tetrazol-
Kopfgruppe als isosteren Ersatz zur Carboxylfunktion in
4RB, die jeweils mit Lys42 der Kinase interagieren. Das nicht-
substituierte Tetrazol als Motiv zur Bindung in der Hinge-
Region wurde unseres Wissens nach bisher noch nicht in
Kinaseinhibitoren verwendet.

Aufbauend auf der Kenntnis der strukturellen Wechsel-
wirkung von 2 mit DAPK3 vermuteten wir, dass Azosemid (4,
Abbildung 3) DAPK3 in dhnlicher Weise inhibieren konnte,
da es 2 als Substruktur enthilt. Zusétzlich besitzt Azosemid
jedoch eine Seitenkette, die einen weiteren Teil der Binde-
tasche ausfiillen und somit die Bindung an DAPK3 verstdrken
konnte. So ermoglichte uns Azosemid die Simulation des
Wachsens unseres Fragments 2 in der Bindetasche. Azosemid
ist bereits pharmakologisch validiert und in Japan als Medi-
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Abbildung 3. Biochemisches und biophysikalisches Profil von Azose-
mid (4). Die Substruktur des entworfenen Fragments 2 ist hervorgeho-
ben. a) 1Csp-Kurve von Azosemid gegen DAPK3 (n=2).

1Csp=2.1 um £0.06 log-Einheiten. Kontrolle: Staurosporin

1C5p=0.015 um (nHill=1.3). b) SPR-Assay der Azosemid-Bindung an
hCAIX (n=2, Ky =1.4 um +0.03 log-Einheiten). Kontrolle: Acetazol-
amid: K;=0.018 pm £0.12 log-Einheiten.

kament gegen Bluthochdruck zugelassen. Auch wenn dessen
Wirkort an der Henle’schen Schleife belegt ist, sind die di-
rekten molekularen Targets unseres Wissens nach unbe-
kannt.”!) Die Testung von Azosemid gegen DAPK3 zeigte
eine konzentrationsabhingige reversible Inhibierung mit
hoher Ligandeneffizienz (IC5,=2.1 um & 0.06 log-Einheiten,
LE =0.35, Abbildung 3a). Damit ist DAPK3 das erste ver-
offentlichte direkte molekulare Target von Azosemid,
wenngleich die DAPK3-Inhibierung nur teilweise dessen
blutdrucksenkende Wirkung erkldren konnte. Azosemid
zeigte auch Bindungsaffinitdt an hCAIX (Kp=1.4 um £0.03
log-Einheiten, Abbildung 3b), was nahelegt, dass es als
Leitstruktur fiir die Entwicklung hCAIX-basierender Thera-
peutika ebenso geeignet sein konnte. Es ist bekannt, dass
Azosemid teratogene Effekte hat.! Wenn man die seit
langem vermutete Ursache von Teratogenitédt durch Carbo-
anhydrase-Inhibitoren bedenkt,”! kénnen das Ergebnis un-
serer Studie eine Hypothese fiir den zugrundeliegenden mo-
lekularen Mechanismus liefern.

Sowohl die Wirkstofffindung als auch die chemische
Biologie profitieren von schnellen Methoden zur Findung von
NCEs. Diese Notwendigkeit kann durch computerbasiertes
molekulares Design von synthetisch zugénglichen bioaktiven
Verbindungen und die zuverldssige Vorhersage von makro-
molekularen Targets bedient werden. Mit dieser Arbeit
haben wir ein prototypisches Vorgehen dafiir priasentiert. Die
Ergebnisse unserer Studie zeigen ebendiese Moglichkeiten
des ligandenbasierten De-novo-Designs auf, nimlich die Er-
zeugung synthetisch zugédnglicher fragmentartiger Ausgang-
verbindungen, die zu innovativen und effektiven Leitstruk-
turen ,,heranwachsen* konnen.
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