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Ansiatze zur Beschreibung und Vorhersage der Bindungsaffinit:t
niedermolekularer Liganden an makromolekulare Rezeptoren

Holger Gohlke und Gerhard Klebe*

-

Der Einfluss einer korperfremden Ver-
bindung auf einen Organismus wird in
aller Regel an dem Begriff der bio-
logischen Aktivitit festgemacht. Liegt
eine gezielte, therapeutisch relevante
und regulierende Wirkung vor, so hat
die Verbindung das Potenzial zu einem
Arzneistoff, andernfalls betrachtet
man ihren toxikologischen Einfluss
auf das biologische System. Doch was
versteht man unter dem Begriff der
biologischen Aktivitdt? Natiirlich ist
an dieser Stelle der gesamte Effekt auf
einen Organismus zu betrachten, doch
wegen der Komplexitdt der ineinan-
dergreifenden Vorgidnge betrachtet
man zunéchst nur die ,,Hauptwirkung*
auf den Organismus. Auf die moleku-
lare Ebene {iibertragen, bedeutet bio-
logische Aktivitdt die Bindung einer
(niedermolekularen) Verbindung an
einen makromolekularen Rezeptor, in
aller Regel ein Protein. Dadurch wer-
den enzymatische Reaktionen oder

Signaltransduktionskaskaden in ihrer
Funktion fiir den Organismus beein-
flusst. Wir betrachten diese Bindung
als einen Vorgang unter Gleichge-
wichtsbedingungen, sodass sich die
Bindung als Assoziations- oder Disso-
ziationsvorgang beschreiben lédsst. So-
mit wird biologische Aktivitiit als Affi-
nitit der beiden Partner zueinander
in Form einer thermodynamischen
Gleichgewichtsgrofie ausgedriickt.
Wie gut sind diese Begriffe heute
verstanden und theoretisch vorhersag-
bar? Kern des rationalen Wirkstoff-
designs ist die Vorhersage der bio-
logischen Aktivitdt einer Verbindung.
Die Vorgéinge bei der Ligandenbin-
dung sind duBerst komplex, sowohl
Ligand als auch Protein sind flexible
Molekiile, und die Energiebilanz muss
zwischen getrenntem und gebundenem
Zustand in wissriger Umgebung be-
trachtet werden. Wie ausgereift und
aussagekriftig sind unsere experimen-

tellen Verfahren, um hier die notwen-
digen Einblicke zu gewinnen? Der
vorliegende Aufsatz fasst den derzeiti-
gen Kenntnisstand zur Bindungsaffini-
tdt eines niedermolekularen Liganden
zu einem Protein zusammen. Es wer-
den theoretische wie empirische An-
sdtze beschrieben und gegeniiberge-
stellt, die eine Vorhersage der Bin-
dungsaffinitdt aus der Raumstruktur
eines Protein-Ligand-Komplexes zum
Ziel haben. Experimentelle Ansitze,
vor allem die Mikrokalorimetrie, wer-
den diskutiert. Als Ausblick werden
ein eigenes wissensbasiertes Verfahren
zur Affinitdtsvorhersage und experi-
mentelle Daten zur Faktorisierung von
Bindungsbeitragen zur Ligandenbin-
dung an Proteine vorgestellt.

Stichworter: Bindungsaffinitit - Ka-
lorimetrie - Protein-Ligand-Wechsel-
wirkungen - Scoring-Funktion - Wirk-
stoff-Forschung

-

%

1. Einleitung

Die wechselseitige molekulare Erkennung steht am Anfang
fast aller Prozesse in biologischen Systemen. Erkannt wurde
dies erstmals vor mehr als 100 Jahren durch Emil Fischer, der
schrieb, ,,daf3 Enzym und Glycosid wie Schlof3 und Schliissel
zueinander passen miissen, um eine chemische Wirkung auf-
einander ausiiben zu kénnen“Bl Auch in Paul Ehrlichs
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Aussage ,,Corpora non agunt nisi fixata“U**I4] bildet dieses
Konzept — heute in z.T. erweiterter FormP  — den Ausgangs-
punkt fiir die wissenschaftliche Erkldarung der Wirkung von
Arzneistoffen. Danach bewirkt die geometrisch und chemisch
komplementire Anlagerung kleiner Molekiile (im Folgen-
den: Liganden) an biologische makromolekulare Zielstruk-
turen (hiufig Proteine, im Folgenden allgemein Rezeptoren
genannt) einen Eingriff in die Abfolge von Stoffwechsel- und
Signaltransduktionsprozessen und 16st somit einen physiolo-
gischen Effekt aus.

Dieses Wissen um die Zusammenhinge zwischen moleku-
larer Struktur und biologischer Wirkung hat in den letzten

[**] ,,Die Korper wirken nicht, wenn sie nicht gebunden sind.*
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Jahren zu einem grundlegenden Wandel der Methoden der
modernen Arzneistoff-Forschung gefiihrt. Molekularbiologi-
sche Verfahren ermdoglichen es, die gestorte oder fehlregu-
lierte Funktion eines Rezeptors als Ursache einer Krankheit
zu identifizieren und Proteine in reiner Form zu gewinnen.

Die

Aufklarung ihrer dreidimensionalen Struktur ist dann

vielfach mithilfe der Rontgenstrukturanalyse,’ $§ NMR-Spek-
troskopiel !l oder Kryo-Elektronenmikroskopiel>""l mog-

lich.

Dariiber hinaus wichst die Zahl bekannter Proteinse-

quenzen im Zuge der Genomsequenzierungs-Projektel!*]
derzeit dramatisch. Davon ausgehend werden Technologien

zur

Vorhersage von Proteinfunktion?*? und -struktur® 20l

sowie zur Beschleunigung der kristallographischen Struktur-
analytik?3% entwickelt. Computergestiitzte Verfahren zur
Identifizierung und Selektion neuer biologischer Zielmole-
kiileP: 3 werden bereits eingesetzt.*¥l Als Folge dieser An-
strengungen ist fiir die Zukunft ein sich enorm erweiterndes
Spektrum strukturell und funktionell charakterisierter mole-
kularer Zielsysteme fiir die Arzneimitteltherapie zu erwar-
ten.B4

Der Entwicklungsprozess eines neuen Arzneistoffes, der
bis zu 15 Jahre dauern und bis zu einer halben Milliarde
Dollar verschlingen kann,®>-37) Iisst sich in mehrere Phasen
unterteilen.’® ¥] Der am Anfang stehenden Suche nach einer
Leitstruktur, d.h. einem Liganden mit nachweisbarer Affini-
tiat zu einem gegebenen Rezeptor, folgen mehrere Optimie-
rungsphasen. Neben der Erhohung der Affinitdt und Selek-
tivitdt des Liganden zu seinem biologischen Zielmolekiil geht
es zusdtzlich um die Einstellung giinstiger pharmakokineti-
scher Eigenschaften. Hierunter versteht man Aspekte der
Absorption des Arzneistoffs, dessen Verteilung und Metabo-
lisierung im Organismus sowie seine Exkretion und Toxizi-
tit.[*# Die eigentliche Validierung erfolgt dann in mehreren
Phasen der klinischen Priifung.

Der schnellen und verldsslichen Identifizierung von poten-
ten, hochaffinen Liganden kommt im Hinblick auf die durch
die Genomprojekte zu erwartende Flut charakterisierter
Rezeptoren eine besondere Bedeutung zu.*1 Zur Biinde-
lung der begrenzten Resourcen muss mehr denn je schon in
der Frithphase einer Arzneistoffentwicklung deren Aussicht
auf Erfolg abgeschitzt werden. Gegenwirtig existieren fiir
diese Suche nach neuen Leitstrukturen zwei einander ergin-
zende Methoden: das experimentelle (Hochdurchsatz-)Scree-
ning,1*>%l d.h. das In-vitro-Testen groBer Substanzbibliothe-
ken, und das auf der Basis von vorhandenen Strukturinfor-
mationen des biologischen Zielmolekiils und/oder bereits
bekannter Liganden beruhende virtuelle Screeningt*’ *! bzw.
rationale Design.[*-1]

Das experimentelle Random-Screening-Verfahren orien-
tiert sich an der Methode der traditionellen Arzneistoffsuche,
eine grofle Zahl synthetischer und natiirlicher Substanzen
unabhingig von ihrer Struktur auf eine eventuelle Wirkung in
einem Bioassay zu untersuchen.P? %1 Massiv vorangetrieben
wurde diese Methode vergangener Zeit durch den Einsatz von
Roboter-Verfahren zum Hochdurchsatztestent* sowie durch
Verfahren der Kombinatorischen Chemiel*** und automati-
sierten Parallelsynthese, mit denen in kurzer Zeit ausgehend
von einigen wenigen Reaktanten Bibliotheken mit mehreren
zehntausend Substanzen hergestellt werden konnen. Die
Trefferquoten dieser zeit- und kostenintensiven, wegen ihrer
ungerichteten Vorgehensweise (,,s0 viel wie moglich und so
schnell wie moglich®) auch als ,,irrational bezeichneten
Verfahren betragen héufig weniger als ein Promille der Zahl
der eingesetzten Substanzen.[*” ¢l Dieses Vorgehen ignoriert
zudem in der Regel Kenntnisse der biologischen Zielstruktur.
Daher werden in jiingster Zeit besonders Nonrandom- oder
Targeted-Screening-Ansétze entwickelt, bei denen die Test-
substanzen hinsichtlich maximaler paarweiser Diversitét, z. B.
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in Bezug auf ihre chemischen FEigenschaften,®” ihre zu
erwartenden giinstigen pharmakokinetischen Eigenschaf-
tenl® % oder im Hinblick auf das biologische Zielmole-
kiil®-%l mit Computermethoden vorselektiert werden.
Einen ganz anderen Ansatz verfolgt das rationale Wirk-
stoffdesign. Ausgehend von einem bekannten oder angenom-
menen Wirk- oder Bindemechanismus werden gezielte Vor-
schlédge fiir eine Leitstruktur entwickelt, die anschliefend im
Experiment getestet werden. Das Ergebnis flie3t als neue
Information wieder in den Designzyklus zuriick (Abbil-
dung 1).5% 71 Eindrucksvolle Beispiele fiir dieses Vorgehen

Targetfindung —» Targetvalidierung —3  Strukturbestimmung

'

Wirk- / Binde-

Tabelle 1. Proteine, fiir die durch rationales Wirkstoffdesign Inhibitoren ge-
funden oder optimiert werden konnten.

mechanismus

Erkenntnisse

Theorie

Protein Literatur
Aldose-Reductase [80, 81]
Calmodulin [82]
Carboanhydrase [83-86]
Cyclooxygenase-2 [87, 88]
Elastase [89-91]
FKBP12 [92, 93]
Gyrase [94]
HIV-Protease [95-103]
Papain [104]
Purin-Nucleosid-Phosphatase [105]
Renin [106-109]
Reverse Transkriptase [110-117]
Selectin [118-121]
Sialidase (Neuraminidase) [122-132]
Streptavidin [133-136]
Thermolysin [137]
Thrombin [138-145]

Thymidylat-Synthase

[146]

Entwicklungs- erfolgreicher vorgeschlagener
kandidat Kandidat Ligand
Arzneistoffentwicklung Testung Synthese
Marktprodukt Verbindung
Hochdurchsatz-
Screening

Abbildung 1. Allgemeiner Ansatz zum rationalen Design von Inhibitoren.
Ausgehend von vorgeschlagenen oder bereits synthetisierten Verbindun-
gen werden nach biologischer Testung gewonnene Erkenntnisse iiber den
Wirk- oder Bindemechanismus mithilfe theoretischer Verfahren zur
Erzeugung neuer Startpunkte fiir den Designzyklus verwendet.

sind in kiirzlich erschienenen Arbeiten iiber die Inhibitorfin-
dung fiir DNA-Gyrasel'l und Matrix-Metalloproteinase 132!
zu finden. Obwohl dieser Ansatz noch relativ jung ist und erst
in neuerer Zeit von den Fortschritten in der Computertech-
nologie und -methodologiel”™ 7 profitiert, gibt es schon eine
ganze Reihe von Beispielen, bei denen er zu Neuentwicklun-
gen und Optimierungen von Wirkstoffen gefiihrt hat (Ta-
belle 1).757 Dariiber hinaus existieren bereits in der Thera-
pie eingesetzte Wirkstoffe, die auf diesem Weg gefunden
wurden oder bei deren Entdeckung das rationale Design von
entscheidender Bedeutung war, z.B. der Angiotensin-Con-
verting-Enzym(ACE)-Hemmer Captopril 1,'7) der Carboan-
hydrase-Inhibitor Dorzolamid 2,"! die HIV-Protease-Inhibi-
toren Saquinavir 3, Indinavir, Ritonavir und Nelfinavir(**!
und die Sialidase-Inhibitoren Zanamivir 4 und Oseltamivir
(Schema 1).014

Der Einsatz des rationalen Designs héngt davon ab, ob die
dreidimensionale Struktur des biologischen Zielmolekiils
bekannt ist oder nicht. Im zweiten Fall ermoglichen ,,Quanti-
tative-Struktur-Wirkungs-Beziehungen* (QSAR-Verfah-
ren),[%154 die Erstellung von Modellen fiir den Zusammen-
hang von Molekiilstruktur und Wirkung auf einen Rezeptor
aus einer Serie von Wirkstoffen und dazugehorigen experi-
mentell bestimmten Affinitdten. Diese Modelle konnen dann
nicht nur zur Erkldrung der relativen Abstufung beobachteter
Affinitidten, sondern auch zur Vorhersage der Affinitdten

Angew. Chem. 2002, 114,2764-2798

Schema 1. In der Therapie eingesetzte Wirkstoffe, bei deren Entwicklung
das rationale Design von entscheidender Bedeutung war.

unbekannter Verbindungen herangezogen werden. Ein alter-
natives Verfahren besteht darin, aus einer Reihe wirksamer
Verbindungen ein Pharmakophormodell abzuleiten,'! d.h.
eine geometrische Abbildung der molekularen Eigenschaften
der Wirkstoffe, die notwendig fiir eine biologische Aktivitét
sind. Mit diesem Pharmakophormodell kann in einem Folge-
schritt in einer Molekiildatenbank nach neuen, potenziell
aktiven Verbindungen gesucht werden.[*®! Zusitzlich erlau-
ben die aus den QSAR-Verfahren erhaltenen Informationen,
Riickschliisse auf die den Struktur-Wirkungs-Beziehungen
zugrundeliegenden strukturellen Eigenschaften des Rezep-
tors zu ziehen. Ausgehend von dieser Basis lassen sich Mini-
oder Pseudorezeptormodelle generieren.!'>7-160]

Die sténdig wachsende Zahl bekannter dreidimensionaler
Strukturen der makromolekularen Rezeptoren®? bildet die
Grundlage des strukturbasierten Entwurfs von Wirkstoffen
(Abbildung 2). Hauptséchlich werden rontgenstrukturanaly-
tisch erhaltene Rezeptorgeometrien verwendet, wobei ange-
nommen werden kann, dass diese Geometrien den aktiven
Strukturen in Losung gleichen.[':-1%] Unter Ausnutzung der
Informationen iiber die Eigenschaften der Ligandenbinde-
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Abbildung 2. Zahl der in der Proteindatenbank PDBIP insgesamt vor-
handenen (graue Balken) und jedes Jahr neu hinterlegten Eintrige N
(schwarze Balken; Stand: 1. Januar 2001).

stelle und der auf dem Schliissel-Schloss-Prinzip beruhenden
zentralen Annahme, dass ein bindender Ligand deutliche
strukturelle und chemische Komplementaritit zum Wirkort
aufweisen muss, ergeben sich zwei Ansidtze zum computer-
gestiitzten Wirkstoffdesign. Beim De-novo-Design werden in
der Bindetasche neue Leitstrukturen durch Verkniipfung
vorher platzierter Atome oder Fragmente oder den sukzes-
siven Aufbau eines Molekiils ausgehend von einer ,,Keim-
stelle* erzeugt.'” 18 Alternativ dazu kann eine Molekiil-
datenbank nach einem komplementidren Liganden durch-
sucht werden, indem die einzelnen Molekiile (flexibel) in die
Ligandenbindestelle eingepasst werden (Docking-Verfah-
ren).l'] Der entscheidende Schritt ist in beiden Fillen die
Vorhersage der Affinitit des Liganden zu seinem Rezeptor:
Nur wenn diese Bewertung mit akzeptabler Genauigkeit und
Zuverlassigkeit erfolgt, konnen neue Leitstrukturen ohne
aufwindige Experimente gefunden werden. Im zweiten Fall
spricht man daher auch von virtuellem Screening.* 4170 Dies
wird nicht nur zu einer deutlichen Reduzierung der Entwick-
lungszeiten und Kosten fiihren. Vielmehr konnen die gewon-
nenen Struktur- und Affinitidtsinformationen auch zur an-
schlieenden Leitstrukturoptimierung genutzt werden.

Zwei Aspekte bestimmen dabei mal3geblich den Erfolg des
computergestiitzten Ligandendesigns auf der Basis der Pro-
teinstruktur: die Generierung relativer Anordnungen von
Ligand und Rezeptor (Konfigurationsgenerierungsproblem)
sowie das Erkennen der korrekten Bindungsgeometrie in der
Menge der so erhaltenen Rezeptor-Ligand-Anordnungen und
die Vorhersage der Bindungsaffinitit (Struktur- und Affini-
titsvorhersageproblem).'’1 Ein 1997 unabhiingig durchge-
fithrter Test von Docking-Verfahren!'’” bestitigte die An-
sicht, dass die Erkennung nativ-dhnlicher Geometrien und
Affinitdtsvorhersagen nur unzureichend gelingen,!'>'" wo-
hingegen das Problem der Generierung der relativen Orien-
tierung von Ligand und Rezeptor als weitgehend gelost
angesehen werden kann,’ 7! zumindest fiir Proteine mit
rigiden Bindetaschen ohne Beteiligung von Wassermolekiilen
an der Bindung und ohne Wechsel des Protonierungszustan-
des von Ligand oder Protein bei der Bindung.['77}

In diesem Aufsatz soll unser derzeitiger Wissensstand zur
Beschreibung, zum Verstindnis und zur Vorhersage von
Bindungsaffinititen von niedermolekularen Verbindungen
zu Proteinen zusammengestellt werden. Zudem wollen wir

2768

eigene Ergebnisse aus jiingster Zeit zu diesem Thema vor-
stellen, die einerseits die thermodynamischen Aspekte der
Ligandenbindung besser verstehen lassen, andererseits aus
Sicht der computergestiitzten Verfahren einen deutlichen
Zugewinn an Vorhersagekraft fiir das Docking und Virtuelle
Screening ermdglichen.

2. Bindungsaffinitit als Resultat inter- und
intramolekularer Beitriige — makroskopische Grofe
und mikroskopische Ursachen

2.1. 3D-Rezeptor-Ligand-Strukturen — Sichtfenster in die
Welt der Wechselwirkungen

3D-Strukturen von Rezeptoren (und Liganden) bilden
nicht nur die Basis fiir das strukturbasierte Wirkstoffdesign.
Viele der im folgenden Abschnitt erlduterten Beitrdge zur
Bindungsaffinitdt von Liganden zu Rezeptoren wiren ohne
die Moglichkeit ihrer Untersuchung auf molekularer Ebene
bis heute nur unvollstédndig verstanden. Die dazu notwendi-
gen Informationen tiber die Anordnung der Atome im Raum
liefert — neben der hochauflésenden NMR-Spektroskopiel®!!]
— vor allem die Proteinkristallographie.l” 3 178

Im Hinblick auf die Untersuchung von Protein-Ligand-
Komplexen ist zu beachten, dass durch Rontgenstrahlung
kaum zwischen Isotopen und nur schlecht zwischen Elemen-
ten dhnlicher Ordnungszahl unterschieden werden kann. Im
Falle von Proteinkristallen bedeutet dies, dass — ausgenom-
men bei sehr hoher Auflosung — die Positionen der terminalen
N- und O-Atome von Asparagin und Glutamin nur aufgrund
eines in sich konsistenten Wasserstoffbriickennetzwerks zu-
geordnet werden konnen. Analog sind hiufig zwei mogliche
Orientierungen des Imidazolrings von Histidin denkbar. Auch
bleiben meist die Positionen von Wasserstoffatomen in Pro-
teinkristallen unbestimmt. Dies ist vor allem bedeutsam fiir
H-Atome konformativ flexibler Gruppen wie Hydroxy- oder
Aminogruppen und fiir (de-)protonierbare Gruppen. Aller-
dings lasst sich durch die Analyse der umgebenden Atome in
einem Kiristall meist ein konsistentes Bild der Position von
(polaren) H-Atomen und des Protonierungszustandes fin-
den-[179, 180]

Die Aussagekraft der rontgenstrukturanalytisch erhaltenen
Proteingeometrie wird maf3geblich schon durch die Qualitét
des untersuchten Kristalls bestimmt. Fiir Proteinkristalle
werden selten Auflosungen unterhalb von 1.5 A erreicht
(der GroBenordnung von Bindungsldngen), meist erhélt man
Werte zwischen 2 und 3 A. Von atomarer Auflsung spricht
man bei Werten unter 1.2 A;l8 sie erlaubt Einblicke in die
elektronische Struktur von Molekiilen™® und die experi-
mentelle Bestimmung der Positionen polarer H-Atome in
Proteinmolekiilen auch durch Rontgenbeugung. Inhirent
verkniipft mit der erreichten Auflosung ist die Grofe des
Fehlers in den Koordinaten der Atompositionen: Fiir eine
Auflosung von 2.5 A ergibt sich ein Fehler von etwa
0.4 A.0183-155] Dies ist auch bei der Betrachtung intermoleku-
larer Wechselwirkungen zu berticksichtigen.

Fiir kristallographisch bestimmte Proteinstrukturen ist
auBBerdem zu beachten, dass sie als zeitliche und rdumliche

Angew. Chem. 2002, 114, 2764-2798
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Mittelung iiber eine Vielzahl einzelner Molekiile entstanden
sind.'%l Kristallkontakte zwischen benachbarten Molekiilen
konnen zu intermolekularen Wechselwirkungen fiihren, die
einzelne Teile einer Struktur beeinflussen. Dariiber hinaus
kommt es neben dem Auftreten von statischer Unordnung
durch unterschiedliche Besetzung analoger Atompositionen
zu dynamischer Unordnung durch die thermische Bewegung
der Atome um ihre Gleichgewichtslagen. Selbst fiir Atome
mit einem durchschnittlichen Temperaturfaktor von B=
20 A2 betrdgt die mittlere Verschiebung von der Gleich-
gewichtsposition 0.5 A. Durch den Mittelungsprozess wiih-
rend der Sammlung der Beugungsdaten kénnen auferdem
nur solche Atome im Kristall erkannt werden, die Maxima
der Aufenthaltswahrscheinlichkeit in eng umrissenen Berei-
chen zeigen. Dies gilt insbesondere fiir Wassermolekiile, die
bis zu 70% der Zahl der Atome eines Proteinkristalls
ausmachen konnen.!'®* 187 Wihrend die Wassermolekiile der
ersten Hydratationssphire um ein Protein oder einen Ligan-
den im Allgemeinen wohlgeordnet sind, nimmt ihre rdum-
liche Unschérfe mit wachsendem Abstand zu.['5¥]

Im Fall der Bindung eines Liganden an einen Rezeptor ist
als Folge des Mittelungsprozesses aulerdem das Auftreten
multipler Bindungsmodi zu erwéhnen, wobei ein und derselbe
Ligand mehrere energetisch gleichwertige Lagen in der
Bindetasche eines Proteins einnehmen kann. Dies ist insbe-
sondere fiir schwach bindende Liganden zu erwarten. Zu-
satzlich konnen abweichende Bindungsmodi im kristallinen
Zustand infolge der Bildung unterschiedlicher polymorpher
Formen auftreten. Hierunter wird die Eigenschaft einer
Verbindung verstanden, bei kinetisch kontrollierten Bedin-
gungen in unterschiedlichen Kristallstrukturen — mit durchaus
unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften!'s!
vorkommen zu kénnen."'%2l Im Fall von Protein- und
Protein-Ligand-Kristallen wird meist von ,,unterschiedlichen
Kristallformen®“ anstelle von ,,Polymorphen® gesprochen.
Nichtsdestotrotz weisen auch diese oft unterschiedliche
(enzymatische) Eigenschaften auf — als Beispiel seien Lipase-
kristalle genannt, die sich je nach Kristallisationsbedingungen
in der ,,offenen* oder ,,geschlossenen® Kristallform erhalten
lassen.[*] Hieraus wird deutlich, dass nur eingeschriinkt von
»der“ Kristallstruktur einer Verbindung oder eines Protein-
Ligand-Komplexes gesprochen werden kann.

2.2. Faktoren, die die Bindungsaffinitit von Liganden zu
ihren Rezeptoren bestimmen

Die selektive Bindung niedermolekularer Liganden an ein
spezifisches Protein wird durch die strukturelle und energe-
tische Erkennung zwischen beiden Partnern bestimmt.[1%3-1%]
Liganden konnen sowohl kovalent als auch nichtkovalent mit
der biologischen Zielstruktur wechselwirken.

Die im Folgenden ausschlielich betrachtete nichtkovalen-
te, reversible Assoziation von Rezeptor (R) und Ligand (L)
zum Rezeptor-Ligand-Komplex (R'L) tritt im Allgemeinen
in wissriger, elektrolythaltiger Losung auf [Gl. (1)].

Riy+Li 2 RLy M
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Unter der Bedingung der Einstellung des thermodynami-
schen Gleichgewichts dieser Reaktion ldsst sich die Freie
Standardenthalpie der Bindung AG® aus der experimentell
bestimmten Assoziationskonstanten K, (oder der dazu rezi-
proken Dissoziations- oder Inhibitionskonstanten (K bzw.
K})) bestimmen [Gl. (2)]. AG® setzt sich aus einem enthal-
pisch (AH®) und einem entropisch bedingten Anteil (TAS®)
zusammen. T steht fiir die absolute Temperatur.["® 171 An-
stelle von AG° wird als Ma8 fiir die Neigung eines Molekiils
zur Assoziation mit einem anderen Molekiil auch der Begriff
der (Bindungs-)Affinitdt verwendet.

[R'L]
Ky = K} = Ki! = ——

[R][L] ()
AG® = —RTInK, = AH°—TAS°

Gemif Gleichung (3) mit #; als chemischem Standardpo-
tential der Spezies i ldsst sich AG° auch als Funktion der
Stabilitdt des Gesamtkomplexes gegeniiber dem freien Li-
ganden und dem freien Rezeptor auffassen.[!% 19

AG® = URiag) — (UR@q) +HLg)) (3)

Experimentell bestimmte Inhibitionskonstanten liegen im
Allgemeinen in einem Bereich zwischen 1072 und 10712m,
entsprechend einer Freien Standardbindungsenthalpie von
—10 bis —70 kImol~* bei T=298 K.'" Eine Anderung der
Freien Standardenthalpie um 5.7 kJmol~! bewirkt bei dieser
Temperatur eine Anderung der Inhibitionskonstanten um
eine GroBenordnung. Eine Aufstellung von Bindungsaffini-
taten reversibel bindender Liganden zeigt dabei, dass fiir
Molekiile mit bis zu 15 Nichtwasserstoffatomen die Zunahme
der Bindungsaffinitit etwa 6.3 kI mol~! pro Atom betrégt, fiir
grofere Liganden die Bindungsaffinitit dagegen nur noch
sehr geringfiigig von der molekularen Masse abhéingt.*]

Allgemein anerkannt ist, dass bei der nichtkovalenten
Bindung eines Liganden an einen Rezeptor elektrostatische
Wechselwirkungen — hierunter fasst man Salzbriicken, Was-
serstoffbriicken, Dipol/Dipol-Wechselwirkungen und Wech-
selwirkungen zu Metallionen zusammen —, Solvatations- und
Desolvatationsbeitrdge sowie die Komplementaritit der
Raumstruktur (d.h. Van-der-Waals-Wechselwirkungen) eine
Rolle spielen.[” 201203 | etztgenannter Punkt ist im Zusam-
menhang mit Anziehung und AbstoBung in Molekiilkristallen
von Dunitz und Gavezotti als ,,empty space is wasted space®
treffend charakterisiert?® und auch fiir Protein-Ligand-
Komplexe bestitigt worden.”’ Zusitzlichen Einfluss nehmen
noch Faktoren, die durch intramolekulare Verdnderungen bei
Rezeptor (R—R’) und Ligand (L —L’) im Verlauf der
Komplexbildung bedingt sind.[% 1%]

2.2.1. Elektrostatische Wechselwirkungen

Die Bedeutung der Wasserstoffbriicke? 2%! fiir die Struk-
turen von Proteinen und ihren Komplexen mit Liganden
wurde bereits von Pauling erkannt.?”l Nichtsdestotrotz
herrscht auch heute noch kein einheitliches Bild tiber ihren
relativen Energiebeitrag zur Thermodynamik der Proteinfal-
tung und Ligandenbindung.2%8-211]
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Wasserstoffbriicken beruhen hauptsdchlich auf der elek-
trostatischen Anziehung zwischen einem an ein elektronega-
tives Atom X (meist N oder O) gebundenes Wasserstoffatom
und einem weiteren elektronegativen Atom Y oder einem -
Elektronensystem. Charakteristisch sind Abstdnde zwischen
2.5 und 32 A zwischen Wasserstoffbriickendonor X und
-acceptor Y sowie ein X-H --- Y-Winkel von 130 bis 180°.2%]
Wihrend keine oder nur eine geringfiigige Abhdngigkeit der
Wasserstoffbriickenstédrke fiir Winkelbereiche von 180 4 30°
gefunden wurde,?"? fiihren kiirzere Abstinde bis zu 2.3 A zu
einem eher kovalenten Bindungscharakter und groferer
Bindungsenergie,?"¥! wobei der letzte Punkt allerdings nicht
verallgemeinert werden kann.?!4 23]

Bedingt durch ihren Charakter hingt die Stdrke einer
Wasserstoffbriicke von ihrer jeweiligen mikroskopischen
Umgebung ab: Die Abschirmung elektrostatischer Wechsel-
wirkungen ist abhédngig von der Dielektrizitdtskonstanten &
des umgebenden Mediums, d.h., die Coulomb-Wechselwir-
kungsenergie ist proportional zu e~!. Wihrend im Inneren von
Proteinen e-Werte von 1 bis 20 (meist 2-8) angenommen
werden, betrdgt der Wert an der Peripherie des Proteins in
unmittelbarer Nihe zum umgebenden Wasser etwa 80.12!6-27]
Dariiber hinaus wird in der Ndhe von polaren Gruppen eine
hohere Dielektrizitdtskonstante erwartet als in unpolarer
Umgebung.'8] Ahnliches gilt fiir konformativ flexiblere
Bereiche des Proteins.?') Vergrabene Wasserstoffbriicken
werden daher als bedeutsamer fiir die Protein-Ligand-Wech-
selwirkung angesehen als 16sungsmittelexponierte.?2% 2211

Einen weiteren Hinweis auf die Bedeutung der Beteiligung
von Wasser in der Gesamtbilanz der Wechselwirkungen
liefert die Tatsache, dass nur 1-2 % aller vergrabenen N-H-
und C=0O-Gruppen der Amidbindungen eines Proteins keine
Wasserstoffbriicke bilden.???! Hierzu darf nicht iibersehen
werden, dass bei der Bildung einer Wasserstoffbriicke in
einem Rezeptor-Ligand-Komplex bereits bestehende, dhnlich
starke Wasserstoffbriicken der funktionellen Gruppen des
freien Rezeptors und Liganden mit dem umgebenden Wasser
aufgebrochen werden miissen. Die Differenz der Freien
Enthalpien aus diesen Beitrdgen des H-Briicken-Austausch-
prozesses bestimmt letztlich, ob die H-Briicken-Bildung
zwischen Rezeptor und Ligand zur Bindungsaffinitidt bei-
trigt.?22%] Nicht abgesittigte, vergrabene polare Gruppen
von Liganden oder Proteinen diirften daher die Komplex-
bildung stark beeintriachtigen.??l Eine Abschétzung ergab fiir
diesen Fall als obere Schranke einen ungiinstigen Beitrag zur
freien Bindungsenthalpie von 29 kImol 1% Umgekehrt
betrachtet lésst sich so jedoch verstehen, dass gerade elek-
trostatische Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken zur
Spezifitit der molekularen Erkennung beitragen.20% 2101

Beim physiologischem pH-Wert (ca. 7.4) ist anzunehmen,
dass in Proteinen die Guanidinseitenkette von Arginin
(pK,=12.5) und die Aminseitenkette von Lysin (pK,=10.8)
protoniert, die Carboxygruppen von Asparagin- (pK,=3.9)
und Glutaminsédure (pK,=4.1) dagegen deprotoniert vorlie-
gen (pK,-Werte nach Lit. [227]). Allerdings hdngt der genaue
Protonierungszustand auch hier von den lokalen elektrosta-
tischen Verhiltnissen in der Umgebung der jeweiligen funk-
tionellen Gruppe ab und kann sich sogar wihrend der
Ligandenbindung dndern (Abbildung 3).?2% 221 Trigt der ge-
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Abbildung 3. Einfluss der Proteinumgebung auf die pK,-Werte einer
basischen (obere Reihe) und die pK,-Werte einer sauren Ligandengruppe
(untere Reihe) im Vergleich zur wissrigen Umgebung (pK{:©, pK:0).

bundene Ligand in sterisch passender Anordnung entgegen-
gesetzt geladene Gruppen, treten anziehende elektrostatische
Wechselwirkungen auf (,,Salzbriicken®; Abbildung 4).3]

b) ¢

a) y
LN J\ ~H \
,}j"‘,\ﬂ /N\+

oo HoH

oﬁ»/--o o-j‘;o j

Abbildung 4. Beispiele fiir spezielle Wasserstoffbriicken: a, b) zweizidhni-

ge ionische Wasserstoffbriicken (Salzbriicken), c¢) CH ---m-Wechselwir-
kung.

Abschitzungen iiber die Beitrdge der Wasserstoff- und
Salzbriicken zur Affinitét eines Liganden zu seinem Rezeptor
miissen in Bezug auf ihren Ursprung betrachtet werden.
Daten aus Proteinmutationsstudien ergeben Werte fiir den
Beitrag einer Wechselwirkung zwischen ungeladenen Part-
nern von AG° = —5+2.5 kJ mol1[210.223. 2311 Ahnliche Zahlen
resultieren aus Untersuchungen von Strukturen und Losungs-
energien kristalliner cyclischer Dipeptide™? sowie aus Stu-
dien zum Stabilisierungsbeitrag von intramolekularen Was-
serstoffbriicken in Proteinen.?32% Fiir ladungsunterstiitzte
Wasserstoffbriicken und Salzbriicken werden dagegen Werte
von — 10 bis —20 kJmol ! angegeben.[*" 23] Ein Problem bei
diesen Untersuchungen ergibt sich allerdings bei der Inter-
pretation der experimentell bestimmten ,,augenscheinlichen*
Bindungsbeitrdge: Nur wenn zusétzliche Effekte ausgeschlos-
sen werden konnen, diirfen sie mit dem ,intrinsischen*
Beitrag einer Wechselwirkung gleichgesetzt werden. 3! 237 23]
So wurde von Williams et al. der Beitrag einer Wasserstoff-
briicke zuniichst mit etwa —25kJmol! angegeben, 224
nach Beriicksichtigung vernachléssigter Einfliisse in spiteren
Arbeiten aber auf —1 bis —7kJmol~! korrigiert.[?# 24
Analog werden in einer Studie von Andrews etal. zur
Bestimmung von Bindungsbeitragen funktioneller Gruppen
in Proteinliganden Wasserstoffbriicken hinsichtlich ihrer
Stabilisierungseigenschaft tiberschétzt, weil entropische Bei-
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trage, die die Bindung beeintrdchtigen, bei der abschlieen-
den Analyse zu groB3 angesetzt wurden.??l

Wasserstoffbriicken beeinflussen den Ligandenbindungs-
prozess aulerdem durch die starke geometrische Ausrichtung
ihrer Wechselwirkungen. Neben theoretischen®! und spek-
troskopischen Untersuchungen liefert hierzu vor allem die
Analyse kristallographischer Datenbanken wertvolle Infor-
mationen.?*2%1 So bilden Carbonyl- und Carboxylat-Sauer-
stoffatome Wechselwirkungen hauptsichlich in Richtung
ihrer freien Elektronenpaare aus;*27] bei Carboxylat-
Sauerstoffatomen sind die Elektronenpaare in syn-Stellung
gegeniiber denen in anti-Stellung bevorzugt.?* 24,2491 Eine
Zusammenstellung von beobachteten Geometrien bei nicht-
bindenden Wechselwirkungen im kristallinen Festkorper ist in
der Datenbank IsoStar enthalten (Abbildung 5).2>"

b)

Abbildung 5. Intermolekulare Wechselwirkungen, die in Kristallpackun-
gen niedermolekularer Verbindungen beobachtet wurden (enthalten in der
Datenbank IsoStar).?l Gezeigt sind Anordnungen von Hydroxygruppen
um aliphatische Ketone (a), aliphatische Ether (b) und aliphatische Ester
(c) als Zentralgruppen.

Ebenfalls bekannt als gerichtete,?!) wenn auch ,,schwache*
Wasserstoffbriicken sind ~ Wechselwirkungen zwischen
C-H:--O-, C-H::-N-, C-H - t-Systemen und C-H --- C1,1%522%
die in den hydrophoberen Bereichen der Proteine auftreten
konnen. Wesentliche Beitrage zur Affinitit eines Liganden zu
seinem Rezeptor liefern ferner mt-n-Wechselwirkungen(?? 21
zwischen aromatischen Systemen im Liganden und den
Seitenketten von Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan[?%*-2]
sowie Wechselwirkungen zwischen Kationen wie Tetraalkyl-
aminen und aromatischen Systemen.>2%4 ] etztgenannte
Wechselwirkungen spielen etwa bei der Bindung von katio-
nischen Liganden an den nicotinischen Acetylcholinrezeptor
eine bedeutende Rolle.? 2%l Interessanterweise wurde bei
Rechnungen zum Vergleich von Salzbriicken und Kation-r-
Systemen in wissrigen Medien ein um bis zu 10 kJmol~!
groBerer Beitrag zur Bindungsaffinitdt durch Kation-zm-Sys-
teme bestimmt.?®l Koordinative Bindungen funktioneller
Gruppen von Liganden (z.B. Hydroxamate, Carboxylate,
Phosphate, Thiole) an Metallionen im Protein stabilisieren
ebenfalls Rezeptor-Ligand-Komplexe.?% 2l Deutlich ,,subti-
lere” elektrostatische Beitrdge zur Protein-Ligand-Bindung
wie Wechselwirkungen zwischen Dipol-induzierten Dipolen,
Dipol und Quadrupol sowie Quadrupol und Quadrupol
konnten durch Analyse von hochaufgelosten Carboanhydra-
se-II-Ligand-Komplexen ermittelt werden, wobei die elek-
trostatischen Wechselwirkungen durch systematischen Ersatz
der Benzyl-H-Atome mit Fluor in N-(4-Sulfamylbenzoyl)-
benzylamin variiert wurden.?’!
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2.2.2. Solvatation und Desolvatation

Die molekulare Erkennung zwischen zwei Molekiilen
findet in biologischen Systemen in wissriger Umgebung statt.
Wasser kommt daher — zusitzlich zu der in Abschnitt 2.2.1
beschriebenen Rolle bei der Energetik von Wasserstoff-
briicken — ein besonderer FEinfluss bei der Bildung von
Protein-Ligand-Komplexen zu.?7'-273

Wassermolekiile konnen nicht nur in der reinen, konden-
sierten Phase als H-Briicken-Donoren und -Acceptoren
wirken und so ein Netz von drei bis vier H-Briicken pro
Molekiil ausbilden.?®! Vielmehr wurde diese Fihigkeit auch
bei einer Analyse von 19 hochaufgelosten Kristallstrukturen
von Protein-Ligand-Komplexen bei etwa 80% der Wasser-
molekiile festgestellt, die verbriickend zwischen Protein und
Ligand wirken.”’ Fiir diese indirekte, solvensvermittelte
Wechselwirkung wurde unter der Voraussetzung optimaler
Geometrie ein Beitrag zur Bindungsaffinitdt von —10.5
bis —12.5kIJmol~'72 und an anderer Stelle von
—7kImol 11 abgeschitzt. Der letztgenannte Wert
ergibt sich aus der Bilanz zwischen dem entropischen
(=30Jmol~'K~! entsprechend 9 kJmol™' fir —TAS bei
298 K)?”®l und dem enthalpischen Beitrag (— 16 kJ mol!),?7]
die bei der Uberfithrung eines Wassermolekiils aus der
umgebenden Wasserphase in das Bindungsepitop auftreten.

Bei der Untersuchung der Topographie der angrenzenden
Molekiiloberflachen zeigt sich, dass verbriickende Wasser-
molekiile im Bereich der Protein-Ligand-Wechselwirkungen
bevorzugt in Einbuchtungen auf der Proteinseite und
weniger in solchen auf der Ligandenseite sitzen (Abbil-
dung 6).1277.280. 2811 Bine Serie hochaufgeldster Kristallstruktu-

a) - GI_H\I

) / F_'rc.l.e in
H

Ligand

b)

o—I

-H

Abbildung 6. Schematische Darstellung von Wassermolekiilen, die Pro-
tein und Ligand verbriicken; a) hiufigerer Fall, bei dem das Wassermolekiil
stirker an das Protein gebunden ist; b)stirker an den Liganden
gebundenes Wassermolekill (Abdruck in verdnderter Form nach
Lit. [277]).

ren von an das Oligopeptid-bindende Protein (OppA)
gebundenen Lys-xxx-Lys-Liganden (xxx: natiirliche und
nichtnatiirliche Aminosduren)? 2% zeigt, dass hier Wasser-
molekiile in der Bindetasche als Mediatoren zur Anpassung
an die unterschiedlich grofen xxx-Seitenkettenreste wirken,
wohingegen die Proteinstruktur (bis auf eine Drehung der
Seitenkette von Glu32) nahezu unverdndert bleibt (Abbil-
dung 7). Die Wassermolekiile bewegen sich jedoch nicht frei
in der Ligandenbindetasche, sondern besetzen jeweils ener-
getisch giinstige, partiell konservierte Positionen (Abbil-
dung 7).[27%. 284280 Tnteressanterweise dndern sich in diesem
System selbst beim Austausch von Trp durch Ala oder Lys
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Abbildung 7. Uberlagerung der Bindetaschenausschnitte von vier Kom-
plexstrukturen des Oligopeptid-bindenden Proteins (OppA ; weil) mit den
Liganden Lys-xxx-Lys, von denen jeweils nur der zentrale xxx-Rest
farbcodiert dargestellt ist (orange: Ala (PDB-Code ljet), violett: Trp
(PDB-Code ljev), griin: Glu (PDB-Code ljeu), hellblau: Lys (PDB-Code
20lb)). Die als Kugeln dargestellten Wassermolekiile sind entsprechend
eingefdrbt. Deutlich zu sehen sind die Rigiditdt der Bindetasche (bis auf
Glu32) und eine Clusterbildung durch die Wassermolekiile.

durch Glu die Bindungskonstanten nur um maximal eine
GroBenordnung. 25

Die besondere Stellung von Wasser unter den Losungs-
mitteln — bei auBBergewohnlich kleinem Molekiilvolumen ein
tetraedrisch verkniipftes molekulares Netzwerk zu bil-
den72%] _ tritt auch bei der Desolvatation von Protein und
Ligand im Verlauf der Komplexbildung hervor. Damit
verbunden ist nicht nur das Aufbrechen von H-Briicken zu
funktionellen Gruppen, sondern auch die Reorganisation der
Wasserstruktur an der Grenzfldche. Dies geht sowohl mit
enthalpischen als auch entropischen Einflissen auf die
Bindungsaffinitit einher.[240-290-2%]

Mit dem Begriff hydrophober Effekt beschreibt man die
Tatsache, dass die Uberfiihrung einer unpolaren Substanz/
eines unpolaren Oberflichenbereichs in Wasser a) stark
ungiinstig ist, b) zu einer Abnahme der Entropie bei Raum-
temperatur und c) zu einer Zunahme der Wiarmekapazitit
fithrt.?3 24281 Ein erster Ansatz zur Interpretation des
hydrophoben Effekts geht auf das ,Eisbergmodell“ von
Frank und Evans® 3% zuriick: Bei der Hydratisierung einer
unpolaren Substanz kommt es zwar zur Verringerung der Zahl
an H-Briicken zwischen Wassermolekiilen, allerdings bilden
die unmittelbar an der Grenzfliche liegenden Wassermole-
kiile stirkere H-Briicken als diejenigen in der reinen Wasser-
phase. So bestimmten Silverstein et al.?%! fiir das Aufbrechen
einer Wasserstoffbriicke in reinem Wasser eine Freie Ent-
halpie von AG =2.0 kJ mol~!, wihrend der gleiche Prozess bei
Wassermolekiilen in der ersten Solvatationssphédre um Argon
eine Freie Enthalpie von AG =2.6 kJ mol~! benétigt. Hieraus
resultiert eine Clathrat-artige Strukturierung der angrenzen-
den Wasserhiille und ein partielles Einfrieren der Beweglich-
keit der Wassermolekiile.[302-3041
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Wihrend sich der enthalpische Beitrag bei Raumtempera-
tur fiir diesen Vorgang nahezu kompensiert (statt vieler
mittelstarker nun wenige stirkere H-Briicken), nimmt die
Entropie wegen der erhohten Ordnung der Wassermolekiile
ab,P! allerdings nur bis zu einer von der unpolaren Substanz
abhingigen Temperatur T, bei der die Transferentropie fiir
die geloste Substanz durch Null geht.?” 321 Umgekehrt ergibt
sich daraus fiir das Vergraben einer hydrophoben Oberfldche
wihrend der Komplexbildung fir 7<7g ein giinstiger,
entropiegetriebener Vorgang (AH =0, AS >0). Diese Sicht-
weise wird auch von oberflichenspezifischen Schwingungs-
spektroskopieuntersuchungen molekularer Strukturen an
CCl/H,0O- und Kohlenwasserstoff/H,O-Grenzfldchen ge-
stiitzt, die zwar eher schwache Wasserstoffbriicken zwischen
Wassermolekiilen an der Phasengrenze beschreiben, aller-
dings auf eine deutliche Orientierung der Wassermolekiile
durch Wechselwirkungen mit den organischen Phasen hin-
weisen. [

Allerdings ist diese klassische Sichtweise nicht allgemein
akzeptiert.”® 321 Ein alternativer Ansatz sieht nicht in der
Strukturierung der Wassermolekiile die Ursache fiir hydro-
phobe Wechselwirkungen, sondern in einer positiven Enthal-
pie bedingt durch das Aufbrechen von H-Briicken zur
Bildung einer Kavitdit im Wasser, die anschliefend die
unpolare Substanz aufnimmt.% 371 Dementsprechend wur-
den in kalorimetrischen Studien Beitrdge von 25 bis 100 % der
Bindungsenthalpie von Liganden an Proteine bedingt durch
Losungsmittelreorganisation bestimmt.%]

Der Beitrag hydrophober Wechselwirkungen zur Freien
Enthalpie bei der Proteinfaltung und der Protein-Ligand-
Komplexbildung kann als proportional zur Grofe der wih-
rend dieser Vorginge vergrabenen hydrophoben Oberfldche
angesehen werden.F®34l Damit ergibt sich ein Zugang zur
quantitativen Charakterisierung dieser Effekte.> 3191 Bei
Loslichkeitsstudien von Kohlenwasserstoffen in Wasser erhalt
man so als Beitrag der hydrophoben Wechselwirkungen
—0.10 bis —0.14 kI mol ' A-2[.310.317.318] Dje Analyse der
vergrabenen Oberfliche bei Rezeptor-Ligand-Bindungsstel-
len im Zusammenhang mit experimentell bestimmten Bin-
dungsaffinititen ergibt Werte von — 0.11 bis — 0.24 kJ mol~! A2
als Beitriige zur Freien Enthalpie.?* 313201 Die Vergrabung
einer Methylgruppe (ca. 25 A2) liefert daher —2.75 bis
—6 kImol~!, was bei 298 K einer Erhéhung der Assoziations-
konstanten um das drei- bis elffache entspricht. Aus Muta-
tionsstudien zur Bestimmung des Einflusses der hydrophoben
Wechselwirkungen auf die Stabilitdt von Proteinen resultie-
ren dagegen Werte von —0.08 bis —0.64 kJmol ! A-2[321-324]
wobei die meisten Werte auch hier groBer als die aus
Loslichkeitsstudien sind. Dieser Befund kann mit einem
kooperativen  Effekt erklirt werden (siche Ab-
schnitt 2.2.4),%1 ohne dessen Beriicksichtigung der alleinige
Bezug auf die GroBe der vergrabenen Oberfldche dann zu
den berichteten hoheren Beitréigen je A2 fiihrt. Huang und
Chandler wiesen zudem kiirzlich darauf hin, dass fiir kleine
hydrophobe Molekiile eher eine Skalierung mit dem Mole-
kiilvolumen, fiir groBere hydrophobe Molekiile dagegen mit
der Molekiiloberfliche angebracht ist.[?20]

Hydrophobe Wechselwirkungen werden auch als Haupt-
triebkraft fiir konformative Anderungen des Rezeptors bei
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der Ligandenbindung angesehen. Diese induzierte Anpas-
sung kann man sich als ,,Zusammenklappen® des Rezeptors
um den Liganden vorstellen.!'”! So bedingt im Extremfall die
Bindung von Trifluoperazin 5 an Ca?*-Calmodulin eine
Konformationsédnderung des Proteins von einer verlidngerten
Hantel zu einer kompakten Form (Abbildung 8),5?7 und

Abbildung 8. Uberlagerung der N-terminalen Dominen von Calmodulin
als Apoenzym (dunkelgrau; PDB-Code 1lin) und im Komplex (hellgrau;
PDB-Code 3cln) mit vier Trifluoperazin-Molekiilen 5, die das ,,Zusam-
menklappen® des Proteins um die Liganden zeigt. Von den Proteinen ist
jeweils nur der Verlauf des Riickgrats dargestellt.

Kristallstrukturanalysen von 3,4,5-substituierten Piperidinde-
rivaten (z.B. 6), gebunden an Renin, ergaben eine induzierte
Anpassung der Rezeptortasche zur Unterbringung der Sub-
stituenten (Schema 2).P%! Ahnliche Fille diesbeziiglich sind
auch fiir Protein-Ligand-Komplexe der Aldosereduktasel?’)
und der Glycogenphosphorylasel**! beschrieben.

H
N

Peee
SO0

K/N\

OMe
O\/\/OJQ
5 6 OMe
Schema 2. Liganden von Ca**-Calmodulin (5) und Renin (6), die eine
Anpassung der jeweiligen Rezeptorbindetaschen induzieren.

Diese Anpassung kann auch eine dhnliche Orientierung
von Wirkstoffen unterschiedlicher Gestalt in derselben Bin-
detasche eines Rezeptors bedingt durch das Auftreten
giinstiger hydrophober Wechselwirkungen ermoglichen. Ein
eindrucksvolles Beispiel ist die Bindung zwischen HIV-1-
Reverse-Transkriptase und den Inhibitoren Nevirapin 7, a-
APA 8 und HEPT 9 (Schema 3)P3!: Wihrend beim Vergleich
der Strukturen keine der C-a-Atompositionen des Proteins
um mehr als 2.7 A verschoben werden, lassen sich die
beobachteten Anderungen als Folge einer Anpassung an die
strukturellen Variationen der Inhibitorsubstituenten erkléren
(Abbildung 9).1 Da im Fall der HIV-1-Reverse-Transkrip-
tase jedoch auch bei der RNA-Bindung eine deutliche
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Schema 3. Inhibitoren der HIV-1-Reverse-Transkriptase.
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Abbildung 9. ,Induced fit“ in der Bindetasche der HIV-1-Reverse-
Transkriptase bedingt durch die Inhibitoren Nevirapin 7 (zyan; PDB-Code
1vrt), a-APA 8 (griin; PDB-Code 1vru) und HEPT 9 (violett; PDB-Code
1rti). Die Aminosduren des Proteins sind entsprechend den Liganden
eingefirbt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden nur solche Ami-
nosduren dargestellt, bei denen sich mindestens ein Atom im Abstand
<4 A zu den Liganden befindet und bei denen eine deutliche Konforma-
tionsdnderung wihrend der Bindung der unterschiedlichen Liganden zu
beobachten ist.

Konformationsdnderung zu beobachten ist, ldsst sich hier
vermuten, dass durch die Anwesenheit der Inhibitoren jeweils
unterschiedliche ,,Stufen® entlang dieses Umlagerungspfades
eingefroren werden.

2.2.3. Intramolekulare Verinderungen bei Ligand und
Rezeptor

Bei der Bildung eines Protein-Ligand-Komplexes kommt
es zu Anderungen der Freiheitsgrade der beteiligten Kom-
ponenten und damit verbunden zu einer Entropieénde-
rung.?¥ Betrachtet man die Komplexbildung — ohne Beriick-
sichtigung des Wassers — als bimolekulare Assoziation, so
gehen je drei Freiheitsgrade der Translation und Rotation
verloren, wihrend sechs neue Schwingungszustinde entste-
hen.[? 333331 Obwohl die Separierbarkeit der Standarden-
tropie in einzelne Beitrige fiir Vorgidnge in Losung formal
nicht moglich ist,?3 bildet dieses Vorgehen doch den Einstieg
zum Versténdnis des Einflusses von Flexibilitdt und Mobilitét
von Protein und Ligand auf die Komplexbildung.[3*!

Unter Verwendung des Ansatzes von Sackur-Tetrode oder
der Trouton’schen Regel®l und der nicht unkritischen*l
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Annahme, dass die Ergebnisse auf Vorgénge in Losung zu
iibertragen sind,['®3*] ergibt sich fiir den Entropieverlust
durch vollstindige Einschrinkung von Translation und Rota-
tion eines Molekiils ein Wert von etwa —420 Jmol ' K~1.[34
Unter Berticksichtigung der Restmobilitdt der Molekiile im
Komplex — abgeschitzt aus den experimentell beobachteten
Bewegungen von Lysozym-B*! und InsulinmolekiilenB*
in ihren Kristallen — wund aus Entropiedinderungen
bei inter- und intramolekularen Reaktionen wurden aller-
dings nur etwa halb so groBe Entropieverluste (ca.
—200 Jmol 1 K~1[29.333,334,383] entgprechend 60 kJmol~! bei
298 K) bestimmt. Noch kleinere Beitrige wurden von Searle
und Williams mit Werten von 9 bis 45 kJmol~! aus Schmelz-
und Sublimationsstudien an Kohlenwasserstoffen und polaren
organischen Molekiilen angegeben,” in Ubereinstimmung
mit Ergebnissen aus Assoziationsstudien rigider cyclischer
Dipeptide in fester, fliissiger und gasformiger Phase.’*!
Hermans und Wang berechneten den durch die Einschrin-
kung von Translation und Rotation des Liganden bedingten
Beitrag zur Freien Enthalpie der Bindung von Benzol an eine
Lysozym-T4-Mutante zu 29 kJmol~! (bei 300 K). Eine Zer-
legung in translatorische und rotatorische Anteile ermoglich-
te zudem, den verbliebenen ,,Freiraum* des Benzols in der
Bindetasche abzuschétzen. Es ergaben sich mittlere quadra-
tische Abweichungen (,,root-mean-square deviations*; rmsd)
beziiglich der Position von 0.6 A und beziiglich der Rotation
um den Normalenvektor von 10 bis 15°.3%]

Bei der Bindung des Liganden an den Rezeptor kommt es
dariiber hinaus noch zur Einschrénkung der konformativen
Beweglichkeit, d.h. der internen Freiheitsgrade um drehbare
Bindungen. Der Beitrag zur Freien Bindungsenthalpie durch
Entropieerniedrigung  aufgrund  Einschrinkung eines
Rotors wurde fiir 298 K allgemein mit 0.5 kJmol 1,2
2.5 kI mol 12341 ynd 4 -6 kJ mol ! %333 334 apngegeben. Im
Fall von Aminosduren wurden Wahrscheinlichkeiten fiir den
jeweiligen rotameren Zustand aus beobachteten Verteilungen
solvensexponierter Seitenketten in Proteinkristallen be-
stimmt und zur Abschédtzung des Entropieverlustes bei Ein-
schrinkung ihrer konformativen Beweglichkeit verwen-
det.?* 37 Dabei ergaben sich Beitrige zur Freien Enthalpie
von 0 (fiir Ala, Gly, Pro) bis 8.7 kJmol~! (fiir Gln) bei einem
Mittelwert von 3.7 kJ mol~! pro Rest.

Eine Reihe experimenteller Ergebnisse zeigt, dass Ligan-
den tatsichlich oft einen betrédchtlichen Teil ihrer Mobilitit im
rezeptorgebundenen Zustand behalten und eine Zunahme
der Beweglichkeit auf der Proteinseite sogar die Freie
Bindungsenthalpie giinstig beeinflussen kann.?*l Der erst-
genannte Effekt zeigt sich z. B. bei der Bindung von Camphan,
Adamantan und Thiocampher an Cytochrom P450,,,.53*
Ohne eine Wasserstoffbriicke zu bilden, rotieren die Ligan-
den frei in der Bindetasche und werden daher nichtstereose-
lektiv hydroxyliert. Ein anderes Beispiel dafiir, dass Kom-
plexbildung nicht grundsétzlich mit Einschrankung moleku-
larer Beweglichkeit einhergeht, ergibt sich bei der Bindung
von DNA an die C-terminale Doméne von Topoisomera-
se [:3% Wihrend ein Teil der Proteinreste eine hohere
Ordnung einnimmt, werden andere stirker beweglich. Im
Fall der Bindung eines hydrophoben Mauspheromons an
,mouse major urinary“-Protein konnte mit NMR-Relaxa-
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tionsstudien sogar gezeigt werden,>! dass eine Zunahme der
Entropie des Proteinriickgrats einen betrichtlichen giinstigen
Beitrag zur Freien Bindungsenthalpie liefert, der in der
GroBenordnung anderer Beitrédge liegt. Analog fanden Weber
et al.33%2] bei kristallographischen und thermodynamischen
Studien natiirlicher und synthetischer Liganden fiir die
Bindung an Streptavidin, dass der Ligand mit der hochsten
Bindungsaffinitit zugleich die grofite Beweglichkeit im Kom-
plex aufweist.

Ein alternativer Weg, den ungiinstigen Einfluss der Ein-
schrinkung der Beweglichkeit des Liganden bei der Kom-
plexbildung zu minimieren, besteht darin, seine konformative
Vororientierung in Losung zu erreichen. Dies ist z. B. im Fall
des Thrombin-Inhibitors D-Phe-Pro-boro-Arg gelungen,*!
bei dem ein ,,hydrophober Kollaps“*** zur Minimierung der
hydrophoben Oberfldche der Seitenketten von p-Phe und Pro
und somit zur Ausbildung einer Konformation fiihrt, die der
rezeptorgebundenen stark #dhnelt.’5] Interessanterweise wird
ein inverser ,hydrophiler Kollaps“ der Immunsuppressoren
CsA und FK506 und eine daraus resultierende Pridorganisa-
tion als Grund fiir deren gute Permeabilitdt durch biologische
Membranen angesehen und durch eine Formulierung der
Darreichungsform mit Olivendl unterstiitzt.[3%!

Neben entropischen haben auch enthalpische Unterschiede
zwischen Losungs- und rezeptorgebundenen Konformationen
des Liganden einen Einfluss auf die Freie Bindungsenthalpie.
Vergleiche zwischen Kraftfeldenergien von Konformationen
proteingebundener Liganden mit denen der Konformationen
des globalen Minimums ergaben Differenzen zwischen 0 und
167 kJmol~! bei 33 untersuchten Verbindungen bei einem
Mittelwert von 67 kJ mol !B und ungiinstige konformative
Energien rezeptorgebundener Konformationen von 112 bis
296 kJmol~! fiir drei Dihydrofolatreduktase-Inhibitoren.?!
Diese hohen Werte sind allerdings darauf zuriickzufiihren,
dass die rezeptorgebundenen Geometrien mit solchen aus
Gasphasenensembles verglichen wurden. Ein solcher Ver-
gleich kann jedoch kaum als relevant gelten. Bei analogen
Studien unter Verwendung von Konformationsensembles, die
mit einem Solvatationsmodell erzeugt wurden, zeigt sich
denn auch, dass die proteingebundene Geometrie hinsichtlich
ihrer Konformationsenthalpie weniger als 12 kJmol~! un-
giinstiger ist.’! Vieth et al. fanden zudem, dass die Positionen
von fiir die Bindung an das Protein wichtigen ,,Ankerpunk-
ten“ bei proteingebundenen Ligandenkonformationen
mit denen bei Minimumsenergie-Strukturen festgestellten
iibereinstimmen. Auch konnten in mehreren Fillen Kon-
formationen fiir Liganden gefunden werden, die nur gering-
fiigig von denen in der Kiristallstruktur abweichen, aber
dennoch eine wesentlich geringere Konformationsenergie
aufweisen.P%!

Dariiber hinaus ist zu bedenken, dass die anisotrope
molekulare Umgebung des Proteins die Energie-
barrieren zwischen konformativen (Rotations-)Zustinden
beeinflussen kann, wie es z.B. fiir den Dihydrofolatreduk-
tase-Hemmer Methotrexat beim Vergleich von enzymge-
bundener Konformation mit solchen aus Kristallen des
Liganden alleine beschrieben wurde.P*!l Dieser Effekt wird
erst in zukiinftigen Kraftfeldern beriicksichtigt werden kon-
nen.B¢
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2.2.4. Additivitit, Kooperativitit und Enthalpie-Entropie-
Kompensation

Fiir das Verstindnis und die Vorhersage von Protein-
Ligand-Wechselwirkungen werden oft Ansétze auf Basis von
Gruppenadditivititen [Gl. (4)] oder der Additivitit Freier-
Enthalpie-Komponenten herangezogen [Gl. (5)]. Sehr friihe
Arbeiten hierzu wurden von Andrews et al.?®®l sowie von Lau
und Pettittl*¢3 durchgefiihrt.

AG = AG(?H3+AG()H+AGPhenyl+"' (4)

AG = AGyagricke + AGsonatation T AGkonformation + ++ 5)

Schon die schwankenden Zahlenwerte fiir die in den
vorherigen Abschnitten diskutierten Beitrdge verdeutlichen,
dass dieses Vorgehen nicht ohne weiteres moglich ist. Eine
strikte Betrachtung im Rahmen der statistischen Thermody-
namik zeigt,* dass die Freie Energie (Freie Enthalpie) eine
globale Eigenschaft eines betrachteten Systems ist und als
solche vom gesamten Konfigurationsraum des Systems
abhingt. Wéihrend es also moglich ist, in guter erster
Niherung die Energie eines Systems in (paarweise) Einzel-
beitrdge zu separieren, gilt dies prinzipiell nicht fir die
Entropiel? und die Freie Energie (Freie Enthalpie).P®! Die
Freie Energie (Freie Enthalpie) ist zwar als Zustandsfunktion
wegunabhéngig, dies gilt jedoch nicht fiir ihre Komponenten.
Beispiele der Nichtadditivitdt aus Mutationstudien belegen
dies.[237 238, 366368] Eine Zerlegung in einzelne Komponenten ist
jedoch dann moglich, wenn sich das betrachtete Gesamt-
system in voneinander unabhdngige Subsysteme zerlegen
lasst.’* Eine solche Zerlegung ist allerdings fiir biologische
Systeme mit schwachen, nichtkovalenten Wechselwirkungen
und damit sehr dhnlichen (makroskopischen) Zustinden
fraglich.B%]

Eine Alternative besteht darin, nur den energiedominier-
ten Teil der Freien Energie (Freien Enthalpie) zu zerlegen
[Gl. (6)]2[365’ 369, 370]

AG = AHysgricke + AHsonatation  AHxonformation + -+ + TAS (6)

Dieses Vorgehen wurde z. B. zur Bestimmung ,,intrinsischer
Bindungsenergien“ aus Freien Enthalpien der Bindung von
Molekiilen mit den Gruppen A, B und A + B an ein Protein
angewendet.[3% 21l

Ein deutliches Beispiel fiir Nichtadditivitdt — an anderer
StelleP7: 3721 als ,,Kooperativitit* bezeichnet — zeigt sich beim
Versuch der Korrelation der ,,hydrophoben Freien Enthalpie®
mit der dem Losungsmittel nicht zuginglichen unpolaren
Oberfldche. Ergebnisse aus Mutationsstudien an Proteinen
und Studien zur Ligandenbindung zeigen, dass der hydropho-
be Effekt Stabilitdt und Bindung in wissriger Losung augen-
scheinlich starker fordert, als dies in Losungsmittel-Transfer-
Messungen bestimmt wurde (siche Abschnitt 2.2.2).5] Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass das Vergraben eines
hydrophoben Molekiilteils in einer molekularen Er-
kennungsstelle zur gleichzeitigen, kooperativen Verstarkung
benachbarter elektrostatischer Wechselwirkungen fithren
kann'[SZS, 372]

Angew. Chem. 2002, 114,2764-2798

Der Anteil der Standardenthalpie AH® und Standarden-
tropie AS° an der Freien (Bindungs-)Enthalpie AG° [Gl. (1)]
kann direkt aus mikrokalorimetrischen Messungen®?l oder
iiber Van’t-Hoff-Auftragungen von Affinitdtsmessungen bei
unterschiedlichen Temperaturen® bestimmt werden (siche
Abschnitt 4). Hierbei ergibt sich im Allgemeinen keine
Korrelation zwischen AH® und AG®, d.h., eine Interpretation
und Vorhersage von Bindungseigenschaften eines Liganden
an ein Protein allein auf enthalpischer Grundlage ist unzu-
reichend.'™ Eine Ausnahme kann aber fiir Serien dhnlicher
Liganden bestehen, innerhalb derer der entropische Anteil
sich dann als nahezu konstant erweist.

Die deutliche Korrelation zwischen AH® und AS° (,,Ent-
halpie-Entropie-Kompensation*) ist dagegen eine intrinsi-
sche Eigenschaft schwacher intermolekularer Wechselwir-
kungen?#2 33 und wird allgemein bei (supramolekularen)
Wirt-Gast-P! und Rezeptor-Ligand-Komplexen[?% 376 3771 be-
obachtet. Allerdings ist diese Form der Kompensation
keineswegs als ,,universal“ anzusehen.’ 37 Sie kann dahin-
gehend interpretiert werden, dass eine Verstirkung einer
intermolekularen Bindung gleichzeitig zu einem Verlust an
Freiheitsgraden der Bewegung fithrt und umgekehrt. Thr
Auftreten ist von besonderer Bedeutung fiir die Vorhersage
von Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen: Wéhrend der ent-
halpische und entropische Anteil allein betréachtliche Grof3en
annehmen kann, liegt die Anderung der Freien Enthalpie
haufig bei Null. Schon kleine relative Fehler bei der Vor-
hersage von AH° und AS° konnen daher einen deutlichen
Einfluss auf AG° haben.

3. Theoretische Ansiitze zur Vorhersage von
Bindungsaffinititen

Arbeiten zur Vorhersage von Bindungsaffinititen lassen
sich in zwei Hauptkategorien einteilen:

o Ist die 3D-Struktur des biologischen Zielmolekiiles nicht
bekannt, beruht die (oft qualitative) Vorhersage der
Bindungsaffinitdt neuer Liganden auf dem Vergleich mit
Referenzstrukturen — etwa endogenen Liganden oder
bereits synthetisierten Verbindungen.['* 151,380,381 Dje gro-
Be BedeutungP®? dieser Verfahren ergibt sich aus der
Tatsache, dass viele pharmakologisch interessante Zielmo-
lekiile, z.B. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCR), 34 Tonenkanilel] oder Transportproteine,
(trans-)membranstindige Proteine sind.?*3%! Fiir diese
existieren bislang bis auf wenige Ausnahmen keine expe-
rimentell bestimmten 3D-Strukturen hinreichender Ge-
nauigkeit, sondern oft nur auf indirektem Weg erhaltene
Modelle.

o Bei Kenntnis der 3D-Struktur des Rezeptors dagegen
erfolgt die Vorhersage der Bindungsaffinitidt aufgrund der
geometrischen und chemischen Komplementaritit der in
das biologische Zielmolekiil eingelagerten Ligan-
den.l173-175, 198, 389-394] Bedingt durch die stindig wachsende
Zahl dreidimensionaler Strukturen der makromolekularen
Rezeptoren (Abbildung 2) ist in Zukunft eine deutliche
Zunahme der Bedeutung dieser Verfahren zu erwarten.
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In diesem Aufsatz liegt der Schwerpunkt auf Methoden, die
bei Kenntnis der 3D-Struktur des Rezeptors angewendet
werden. Da allerdings die feldbasierten 3D-QSAR-Verfahren
als lediglich an einem Ligandentrainingssatz lernende Ver-
fahren erstaunlich gute Affinitdtsvorhersagen erzielen, sollen
diese Methoden in die folgende Zusammenstellung mit
aufgenommen werden.

3.1. Ansitze ohne Kenntnis der Rezeptorstruktur

Ausgangspunkt fiir die Vorhersage der Bindungsaffinitét
eines Liganden ohne Kenntnis der Rezeptorstruktur ist die
Annahme, dass sich biologische Ahnlichkeit in der moleku-
laren (chemischen) Ahnlichkeit niedermolekularer Verbin-
dungen widerspiegelt.?® Auf Ansitze, die Molekiile auf
eindimensionaler und zweidimensionaler Basis miteinander
vergleichen! (etwa tiber das Auftreten/Fehlen funktioneller
Gruppen oder iiber Bitvektorreprasentationen topologischer
Deskriptoren (Fingerprints)) soll hier jedoch genauso wenig
eingegangen werden wie auf 3D-Verfahren auf der Basis von
Substrukturvergleichen,*  Pharmakophorsuchen®”1  und
Uberlagerungen niedermolekularer Verbindungen.3%-400
Diese Methoden konnen oft nur ein qualitatives Maf} fiir
die zu erwartende Bindungsaffinitit liefern.

Quantitative Vorhersagen lassen sich dagegen aus Quanti-
tativen-Struktur-Aktivitéts-Beziehungen (QSARs) gewin-
nen.> Auf Basis physikochemischer und struktureller Para-
meter wird eine Relation zwischen der Struktur einer
Verbindung und ihrer Wirkung (im biologischen Sinn etwa
Affinitdt und Selektivitit) aufgestellt. Die klassischen 2D-
QSAR-Verfahren, die auf den Arbeiten von Hansch und
Fujital*l sowie Free und Wilson beruhen,*”?l haben den
Nachteil, dass nur Datensiitze strukturell Zhnlicher Molekiile
untersucht werden konnen und fiir das Verstdndnis von
Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen essentielle 3D-Struktur-
informationen nur untergeordnet oder indirekt beriicksichtigt
werden. %]

Dieser letzte Punkt wird durch Anwendung von 3D-
QSAR-Verfahren™2 4% umgangen: Aus der rdumlichen
Struktur von Liganden werden relative Unterschiede der
einzelnen Mitglieder eines Datensatzes ermittelt und mit
bekannten Eigenschaften der Verbindungen, etwa der Bin-
dungsaffinitit zu einem Rezeptor, korreliert. Voraussetzung
dafiir ist aber, dass eine bioaktive Konformation fiir jeden
Liganden bestimmt werden kann und diese Konformationen
relativ zueinander so angeordnet werden, wie es fiir ihre
Anordnung in der Bindetasche zu erwarten ist.?**] Ausgangs-
punkt fiir diese Uberlagerungen kénnen rigide Mitglieder des
zu untersuchenden Datensatzes,[*’! Konformationen aus be-
kannten Protein-Ligand-Kristallstrukturenl*® 47 oder einen
Pharmakophor bildende funktionelle Gruppen sein.[ 0% 40l
Neben atom- und gruppenbasierten Uberlagerungsverfahren
wird vor allem die (flexible) Uberlagerung von Molekiilen
durch Maximierung der Ahnlichkeit ihrer molekularen Felder
angewendet.[? 4]

Im Folgenden soll eine kurze Beschreibung géngiger
3D-QSAR-Verfahren gegeben werden; der Schwer-
punkt wird auf der prototypischen CoMFA-Methode und
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davon ausgehenden Erweiterungen liegen. Vollstidndige

Ubersichten  iiber dieses Gebiet finden sich in

Lit. [150, 151, 410, 411].

@ Das aus dem Vorldufer DYLOMMS*? hervorgegangene
dreidimensionale, gitterbasierte CoMFA(,,Comparative
Molecular Field Analysis*)-Verfahren [#0° vergleicht mo-
lekulare Energiefelder einer Serie von Molekiilen und
korreliert Unterschiede darin mit Unterschieden in ab-
hidngigen ZielgroBen, hier den Bindungsaffinitdten. Im
klassischen Verfahren werden unter der Annahme, dass
entropische Beitrige dazu innerhalb des betrachteten
Datensatzes als konstant angesehen werden konnen, fiir
jedes Molekiil fiir die Punkte eines Gitterkastens, der die
gesamten Molekiile umschlief3t, sterische und elektrosta-
tische Wechselwirkungsenergien berechnet. Fiir jedes
Molekiil n ergibt sich damit die QSAR-Gleichung (7):

Affinitat, = k+a, S, +...+ayS,y+PiE 1+ +PuEn (7)

Die Indizes 1, 2, ..., M stehen fiir den jeweiligen
Gitterpunkt und S,;, ..., S,y sowie E, |, ..., E,, fiir die
jeweilige sterische bzw. elektrostatische Energie an diesem
Punkt. Die Koeffizienten ay, ..., a, und g, ..., B, werden
aus dem linearen Gleichungssystem durch Anwendung
einer PLS(,,partial least squares*)-Analyse [> 414l erhalten.
Mit dem so erhaltenen Modell konnen nun Bindungsaffi-
nitdten fiir neue, im Trainingsdatensatz nicht enthaltene
Molekiile berechnet werden.

Wihrend die sterischen und elektrostatischen moleku-
laren Felder rein enthalpische Beitrige beschreiben, wird
durch Charakterisierung hydrophober Eigenschaften der
Molekiile versucht, entropische Beitrdge zu beriicksich-
tigen.[*"’] Hierunter fallen die Verwendung von Feldern auf
Basis des HINT(,,Hydrophobic Interaction*)-Ansat-
zes, 16471 molekulare Lipophilie-Potentiale (MLPs),!]
die durch das Programm GRID™® mit der H,O- oder
DRY-Probe erzeugten Felder sowie mit dem DelPhi-
Programm(*! berechnete Desolvatationsenergie-Felder.

e Ein alternativer Ansatz zur Berechnung molekularer
Wechselwirkungsfelder wird in dem CoMSIA(,,Compara-
tive Molecular Similarity Indices Analysis®)-Verfahren
verfolgt.?”) Hier werden GauB-Funktionen zur Beschrei-
bung sterischer, elektrostatischer und hydrophober Ahn-
lichkeiten sowie zur Beschreibung von H-Briicken-Donor-
und H-Briicken-Acceptoreigenschaften?* 4211 der Molekii-
le verwendet. Somit wird der Nachteil des klassischen
CoMFA-Ansatzes umgangen, gerade in der Nédhe der
Molekiiloberfliche besonders steile Potentialverldufe auf-
zuweisen. Mit CoMSIA konnen deshalb auch Ahnlich-
keitsindizes in unmittelbarer Ndhe von Molekiilatomen
bestimmt werden. Die weitere Auswertung dhnelt dann
jedoch dem bei CoMFA beschriebenen Weg.

o Der HASL(,,Hypothetical Active Site Lattice*)-Ansatz!?
ist ebenfalls eine gitterbasierte 3D-QSAR-Technik, bei der
allerdings partielle Aktivitdten auf Gitterpunkten inner-
halb des Van-der-Waals-Volumens der verwendeten Li-
ganden verteilt werden. Die Summe der Werte an allen
Punkten, die zu einem Molekiil gehoren, entspricht dann
der zu korrelierenden Grofe.

Angew. Chem. 2002, 114, 2764-2798



Vorhersage von Bindungsaffinitdten

AUFSATZE

e Bei der Compass-Technik*?! werden molekulare Wechsel-
wirkungsfelder nur in der Ndhe der Van-der-Waals-Ober-
fliche der jeweiligen Molekiile berechnet, womit eine
Fokussierung auf den Bereich des (hypothetischen) Re-
zeptor-Ligand-Bindungsepitops erreicht wird. Zudem wird
die Zahl der verwendeten Deskriptoren stark reduziert.
Aus ihnen wird dann unter Verwendung eines neuronalen
,back-propagation“-Netzes ein QSAR-Modell erzeugt.
Dieses Modell kann weiterhin durch einen automatischen
Prozess der iterativen Konformationserzeugung und Uber-
lagerung der verwendeten Verbindungen verbessert wer-
den.

o Im Unterschied zu den bisherigen Verfahren werden beim
Expertensystem APEX-3DI*? keine molekularen Wech-
selwirkungsfelder berechnet. Stattdessen wird versucht,
den komplexen Mustererkennungsprozess zur Aufstellung
einer Beziehung zwischen strukturellen Molekiileigen-
schaften und beobachteter Aktivitidt in einzelne automa-
tisierte Schritte zu zerlegen. Molekiile mit &hnlicher
Aktivitdt werden zunidchst nach &dhnlichen 2D-topologi-
schen oder 3D-topographischen Mustern untersucht. Un-
ter Verwendung logischer Programmierung werden damit
Pharmakophore identifiziert, die als Basis zur Uberlage-
rung der Molekiile verwendet werden. Abschlieend wird
ein 3D-QSAR-Modell aus physikochemischen Eigenschaf-
ten der pharmakophoren Gruppen sowie globalen mole-
kularen Eigenschaften wie Hydrophobie und Molrefrak-
tion erstellt.

e Die Methode YAKI!'® geht auf Ansdtze von Héltje und
Kierl*?! zuriick, bei denen mit einem Satz von Liganden
wechselwirkende Seitenketten von Aminosduren explizit
in Form eines Pseudorezeptors modelliert werden. YAK
selektiert und positioniert diese Rezeptorseitenketten
automatisch, wobei kristallographische Zusatzinformatio-
nen, Daten aus Sequenzanalysen homologer Proteine oder
aus Mutationsstudien einflieBen konnen. Die Auswahl und
Positionierung héngt zudem davon ab, ob berechnete
Energien der Wechselwirkung zwischen den Aminosiduren
und den Liganden mit den Affinitdtsdaten korrelieren. Aus
den zundchst generierten, zu funktionellen Gruppen der
Liganden komplementidren Aminosduren wird durch Ver-
briickung mit Poly-Gly-Fragmenten ein Pseudorezeptor
konstruiert.

3.2. Ansiitze mit Kenntnis der Rezeptorstruktur

Der Erfolg von Docking- und De-novo-Design-Verfahren
hingt mafBgeblich von der Bewertung der erhaltenen geomet-
rischen Orientierungen zwischen Ligand und Protein hin-
sichtlich der zu erwartenden Bindungsaffinitit ab.['7+ 175 420]
Eine kritische Zusammenfassung der Grundlagen der statis-
tischen Thermodynamik zur Berechnung der Bindungsaffini-
titen wird in Lit. [173, 198] gegeben. Ubersichten iiber
angewendete  Verfahren im  Allgemeinen sind in
Lit. [174, 175, 389-391, 394, 427, 428] enthalten. Die Berech-
nung molekularer Wechselwirkungsfelder auf Grundlage der
bekannten Rezeptorstruktur beschreibt Lit. [429] im Uber-
blick, wahrend Lit. [430, 431] im Speziellen Anwendungen
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und Fortschritte bei kraftfeldbasierten Rechnungen behan-
delt. Einen Uberblick iiber die rechnerische Behandlung der
Elektrostatik bei makromolekularen Systemen ist in
Lit. [216, 432-436] zu finden, wohingegen Lit. [437-445]
die Berechnung von Freier Enthalpie und Entropie durch
thermodynamische Storungsrechnungen zusammenfassen.

Im Folgenden werden die Verfahren hinsichtlich ihrer
methodischen Grundlagen klassifiziert und beschrieben. Al-
lerdings sind die Grenzen dabei nicht immer scharf ein-
zuhalten, einige Verfahren kombinieren aulerdem mehrere
Ansitze. In diesen Fillen folgt die Einteilung dem zentralen
methodischen Element.

3.2.1. Freie-Energie-Storungsrechnungen und Lineare-
Freie-Energie-Ansitze

Der vom thermodynamischen Standpunkt einzige korrekte
Weg zur Vorhersage relativer Freier Energien der Bindung
von Liganden an Proteine beruht auf der Anwendung von
Freie-Energie-Storungsrechnungen (FEPs, ,free energy per-
turbations®) [Gl. (8)]*I und den Verfahren der thermodyna-
mischen Integration (TT) [Gl. (9)]*] unter expliziter Beriick-
sichtigung von Solvensmolekiilen und der Flexibilitdt von
Rezeptor und Ligand.[73 3% 420]

—ky Tln<exp (— H\(X) — Hy(X) 02)) >0 ®)

AF = F,—F, T
B

/ (2 o

Grundlage hierfiir ist die Beziehung zwischen der Freien
Energie F eines betrachteten Systems und dem Ensemble-
mittelwert einer Energiefunktion, die dieses System be-
schreibt.[#4 #48.49] 11, (X) steht fiir eine von den Koordinaten
X der Partikel im Phasenraum und einem Kopplungspara-
meter A abhingige Energiefunktion des Systems, ky fiir den
Boltzmann-Faktor, 7 fiir die absolute Temperatur. Die
Indizes ,,0“ und ,,1* stehen fiir A=0 bzw. 1 =1. Die spitzen
Klammern verweisen auf eine Mittelwertbildung. Die Kon-
figurationsensembles eines Systems konnen dabei durch
Monte-Carlo(MC)-®% und Molekiildynamik(MD)-Simula-
tionen®! erhalten werden. Da die Differenz zwischen Freier
Enthalpie und Freier Energie, das Produkt aus Druck und
Anderung des Volumens wihrend einer isothermen und
isobaren Reaktion, fiir Vorgidnge in Losung vernachlassigbar
ist, ergibt sich auf diesem Weg auch ein Zugang zu Freien
Enthalpien.

Obwohl die Methode geeignet ist, einzelne Beitrdge zur
Freien Energie/Enthalpie auf atomarer Ebene und auf der
Ebene einzelner Subsysteme (z.B. des Liganden oder des
Proteins) zu untersuchen,/?% 42431 stehen dem gegeniiber
jedoch Probleme hinsichtlich einer allgemeinen Anwendbar-
keit bedingt durch die Frage der ausreichenden Durchmuste-
rung des Konfigurationsraumes, der Genauigkeit der verwen-
deten Kraftfelder sowie der Abhingigkeit der Ergebnisse
vom durchgefiihrten Berechnungsprotokoll.7 43 441 Dazu
kommen lange Rechenzeiten und die Beschrinkung auf
lediglich kleine Verdnderungen, z.B. bei Liganden, fiir die
Vorhersage verldsslicher relativer Freier Energien/Enthal-

AF = F,—F,
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pien.>48 Einige (klassische) Anwendungsbeispiele sowie

neuere Ansitze sollen im Folgenden aufgezeigt werden.

e Die auf Arbeiten von Postma et al.*$ bzw. Jorgensen und
Ravimohan**! zuriickgehenden FEP-MD- und FEP-MC-
Ansdtze wurden u.a. zur Vorhersage relativer Freier
Energiedifferenzen der Bindung von Benzamidin bzw. p-
Fluorbenzamidin an Trypsin®®! und von Thermolysininhi-
bitoren?>! verwendet. Im letztgenannten Fall wurde dabei
eine bemerkenswerte Ubereinstimmung zwischen vorher-
gesagten und anschlieBend experimentell bestimmten
Werten erzielt,**] die allerdings auf sehr kleinen struktu-
rellen Verdnderungen bei den untersuchten Liganden
(Austausch von NH gegen O oder CH,) beruht. Dass
dagegen die Addition eines Phenylrings an ein Inhibitor-
geriist selbst bei 400 ps Simulationszeit noch nicht zur
vollstandigen Konvergenz der berechneten Energien fiihrt
und die vorhergesagte relative Freie Energie sogar das
falsche Vorzeichen in Bezug auf den experimentell er-
mittelten Wert hat, verdeutlicht die immer noch bestehen-
den Schwierigkeiten bei diesen Methoden.*¥l Graffner-
Nordberg et al. betonen zudem die Notwendigkeit, alle
wihrend der Ligandenbindung auftretenden Prozesse —
wie etwa Wechsel in den Protonierungszustinden — ener-
getisch zu beriicksichtigen.”?”! Einen umfangreichen Uber-
blick iiber Anwendungsbeispiele dieser Methoden zur
Vorhersage von  Protein-Ligand-Affinititen  bietet
Lit. [442].

e In einem Ansatz von Ota und Brunger*? wird eine
Kombination aus nicht-Boltzmann-bestimmter Durchmus-
terung des Konfigurationsraumes und TI verwendet
(NBTI). Der Vorteil der auch ,umbrella sampling“ ge-
nannten Methode besteht in der Erhohung der Flexibilitét
der betrachteten Liganden durch Erniedrigung ihrer Rota-
tionsbarrieren und einer damit einhergehenden verstérk-
ten Durchmusterung des Konfigurationsraumes. Vergli-
chen mit einer (klassischen) TI-Rechnung zeigten sich
geringere Abweichungen zwischen berechneten und expe-
rimentell bestimmten relativen Freien Energien der Bin-
dung von Benzamidin und Benzylamin an Trypsin.[“%?

@ Wihrend in (klassischen) Freie-Energie-Rechnungen fiir
jede an einem Liganden durchgefiihrte Modifikation eine
separate, zeitlich aufwiandige Durchmusterung des Kon-
figurationsraumes erfolgen muss, wird durch ein Verfahren
von Gerber et al.* die Einbeziehung eines ganzen Saizes
von Modifikationen in eine einzige MD-Simulation er-
reicht. Unter Annahme einer linearen Separierbarkeit
einzelner Beitrdge wird fiir jede spezifische Wechselwir-
kung des betrachteten Systems deren Ableitung in Bezug
auf den Kopplungsparameter A analytisch bestimmt. So
kann aus den Anfangssteigungen der Freien Energiebei-
trage bei einem Anfangszustand A =0 auf die Beitrige bei
einem Endzustand 1 =1 geschlossen werden. Wenngleich
die vorgestellte Methode fiir das System Trimethoprim-
basierter Inhibitoren mit NADPH in Dihydrofolatreduk-
tase den Rechenaufwand um den Faktor 10~3 reduzierte,
ergab sich allerdings keine signifikante Korrelation zwi-
schen berechneten und experimentellen Ergebnissen.

e Oostenbrink et al.* verwenden bei der Abschitzung
relativer Freier Bindungsenergien von natiirlichen Ligan-
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den und Xenoostrogenen an den Ostrogenrezeptor eine
,single-step perturbation“-Methode.[**! Anstatt fiir jeden
betrachteten Liganden eine klassische FEP- oder TI-
Rechnung durchzufithren, wird ein nichtphysikalisches
Ligandenreferenzmolekiil in einer einzigen Simulation
zur Erzeugung eines Konfigurationsensembles benutzt,
das auch fiir die zu untersuchenden Liganden relevant ist.
Durch Anwendung von Gleichung (8) und Gleichung (9)
ergibt sich dann die relative Freie Bindungsenthalpie
zwischen zwei (echten) Liganden als Differenz der Freien
Enthalpien der Liganden gegeniiber dem Referenzzu-
stand. Obwohl sich der Rechenaufwand gegeniiber einer
klassischen TI-Rechnung um den Faktor 4 — 6 reduziert und
fiir finf Liganden eine mittlere Abweichung vom experi-
mentellen Wert von 1.7 kJ mol~! ergibt, darf auch hier nicht
iibersehen werden, dass sich bei vier der fiinf Liganden die
strukturellen Variationen auf die An- und Abwesenheit
von Hydroxy- und Methylgruppen beschrinkten.

Guo et al.*”l verwenden einen Ansatz, bei dem der
Kopplungsparameter 4 als dynamische Variable behandelt
wird und sich zusammen mit den Atomkoordinaten eines
Systems gemil den Newton’schen Bewegungsgleichungen
entwickelt. Damit konnen fiir eine Serie von verwandten
Liganden gleichzeitig unter Verwendung eines Satzes von
A-Werten relative Freie Energien der Bindung simuliert
werden, wobei die verschiedenen Teile der Liganden zwar
alle das umgebende Protein ,,spiiren, nicht jedoch jeweils
andere Ligandenteile. Der Vorteil ist ein effizienteres
Durchmustern des Konfigurationsraumes und ein damit
einhergehender reduzierter Rechenaufwand.[**]

Um die Probleme zu umgehen, die fiir groBe, strukturell
unterschiedliche Sitze von Liganden bei der Verwendung
von (klassischen) Freie-Energie-Verfahren auftreten, wur-
de von Aqvist et al.l“® 47 eine semiempirische Methode
zur Berechnung absoluter Freier Energien der Bindung auf
der Grundlage der Simulationen zweier physikalischer
Zustinde entwickelt. Hierbei werden die polaren und
nichtpolaren Beitrédge zur Freien Energie aus Mittelwerten
von MD-Simulationen des Liganden in Wasser bzw. des
Protein-Ligand-Komplexes in Wasser linear approximiert.
Benotigte Wichtungsparameter werden an Komplexen mit
bekannten Bindungsaffinititen kalibriert. Allerdings ist
die Wahl der Energiebeitrige und die GroBe ihrer Wich-
tungsparameter vom betrachteten System und den Simula-
tionsbedingungen abhingig,*’" 472l wodurch die allgemeine
Anwendbarkeit stark eingeschrinkt wird.[73

In dieser Hinsicht noch einen Schritt weiter gehen Jorgen-
sen und Mitarbeiter, die eine Gleichung der Form (10)
verwenden.[474 4731

AG = Zc,§i+con5t (10)

Die physikochemischen Parameter &; ergeben sich als
Ensemblemittelwerte aus MD- oder MC-Simulationen und
umfassen etwa die Zahl ausgebildeter Wasserstoffbriicken
oder die Groe der hydrophoben, hydrophilen und aro-
matischen Bereiche der vergrabenen Oberfldche. Die ¢
Werte werden mithilfe multipler linearer Regression an
einem Trainingsdatensatz bestimmt, ein Vorgehen, das die
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Methode sehr stark in den Bereich der regressionsbasier-
ten Ansitze (siehe Abschnitt 3.2.3) riickt. Schon bei der
Untersuchung von Bindungsaffinititen von HEPT- und
Nevirapin-Analoga an HIV-1-Reverse-Transkriptase zeigt
sich allerdings, dass fiir unterschiedliche Zusammenstel-
lungen des Trainingsdatensatzes unterschiedlich zusam-
mengesetzte Gleichungen (10) gefunden werden.[*””] Dies
wirft die Frage nach der generellen Anwendbarkeit und
Ubertragbarkeit des Ansatzes auf.

3.2.2. Kraftfeldbasierte Verfahren und Ansditze beruhend auf
additiven Freie-Enthalpie-Beitrigen

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Ansédtze beruhen
auf der Annahme, dass die Freie Enthalpie der Bindung eines
Liganden an einen Rezeptor als Summe einzelner Beitrige
dargestellt werden kann [GI. (5)] (beziiglich dieser Annahme
siche Abschnitt 2.2.4).[173. 19,4261 Ausgehend von dieser ,,Zent-
ralgleichung* (,,Master Equation“, ME) werden die einzelnen
Terme auf physikochemischer Grundlage formuliert, wobei
Kreuzkorrelationen zwischen ihnen zu vermeiden sind. Au-
Berdem wird im Vergleich zu Verfahren aus dem vorherigen
Abschnitt 3.2.1 als einschriankende Niherung der Ersatz von
auf Ensemble-Mittelwerten beruhenden (Freien) Energiebei-
tragen durch solche, die auf einer einzigen oder wenigen
zugrundeliegenden Strukturen beruhen, vorgenommen.['”3]

e Die Modellierung intermolekularer Wechselwirkungen auf
Grundlage von Molekiilmechanik-Kraftfeldern fiihrt im
einfachsten Fall, der Berechnung fiir Protein-Ligand-
Komplexe im Vakuum, zu einem rein enthalpischen Bei-
trag zur Freien Enthalpie der Bindung.'** % Unter Be-
riicksichtigung von Van-der-Waals- und elektrostatischen
Wechselwirkungen sowie z. T. von intramolekularen Ener-
giebeitrdgen ergibt sich — allerdings nur fiir Serien eng
verwandter Liganden, bei denen der entropische Beitrag
zur Freien Enthalpie jeweils als konstant angesehen
werden kann - eine Korrelation zu experimentell be-
stimmten Bindungsaffinitéiten.[*¢* In einem Fall konnte
dieses ohne explizite Beriicksichtigung von Wasser erhal-
tene Ergebnis durch die Dominanz von Van-der-Waals-
Wechselwirkungen sowie durch 16sungsmittelunabhingige
elektrostatische Beitrdge begriindet werden.[*!]

e Ein einfacher Ansatz, der den Einfluss des Losungsmittels
Wasser auf die Rezeptor-Ligand-Bindung in die ,,Haupt-
gleichung” mit einbezieht, besteht in der Verwendung
atombasierter Solvatations-ParameterP!’- 31234 im Zusam-
menhang mit der im Komplexbildungsprozess vergrabenen
Oberfldache von Protein und Ligand. Die Verfahren von
Vajda et al.,*®] Weng et al.,*®] Williams und Mitarbei-
tern,[240. 24 4841 Krystek et al.*] und Novotny et al.l*%] be-
riicksichtigen in weiteren Termen auf3erdem noch die der
Bindungsaffinitit abtriglichen Beitrdge bedingt durch die
Einschrankung der translatorischen und rotatorischen
Freiheitsgrade der Molekiile sowie die Verringerung ihrer
intramolekularen Beweglichkeit (siche Abschnitt 2.2.3).
Die intermolekularen Wechselwirkungen werden bei Krys-
tek etal., Vajda et al. und Weng et al. durch Coulomb-
Wechselwirkungen unter Verwendung einer abstandsab-
héngigen Dielektrizitdtskonstanten modelliert; Williams
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und Mitarbeiter verwenden stattdessen intrinsische Bin-
dungsbeitrige funktioneller Gruppen. Vajda et al.**? be-
stimmen fiir flexible Liganden zudem noch den Energie-
beitrag bedingt durch unterschiedliche intramolekulare
Wechselwirkungen des Molekiils in freiem und gebunde-
nem Zustand.

Der Beitrag elektrostatischer Wechselwirkungen in Ge-
genwart von Wasser kann im Rahmen einer Ndherung des
»gemittelten Feldes“ oder einer Kontinuumsreprésenta-
tion des Losungsmittels durch Losung der linearisierten
Poisson-Boltzmann-Gleichung?'®! nach der Methode der
finiten Differenzen™” oder der Methode der finiten
Elementel*8! bestimmt werden. Hierbei werden die pola-
ren Wechselwirkungsenergien von Rezeptor, Ligand bzw.
Rezeptor-Ligand-Komplex untereinander und mit dem
umgebenden Solvens bestimmt, indem die Molekiile (ver-
sehen mit diskreten Atomladungen) als Bereiche mit
niedriger Dielektrizititkonstante in ein umgebendes Me-
dium mit hoher Dielektrizititskonstanten eingebettet
werden 2 Der nichtpolare Beitrag der Desolvatation wird
weiterhin proportional zur GroBle der vergrabenen Ober-
fliche beider Molekiille wéhrend der Komplexbildung
angesetzt; entropische Beitrdge durch Einschrankung der
Mobilitdat und Flexibilitdt werden wie im vorherigen Ab-
satz beschrieben modelliert. Beispiele fiir auf diesen
Prinzipien beruhenden Verfahren zur Vorhersage der
Freien Enthalpie der Bindung wurden von Froloff et al.,[*¥]
Zhang und Koshland,*® Hoffmann et al.,**] Polticelli
et al.®?l und Shoichet et al.*] vorgestellt. Zou et al.**
verwenden anstelle des Poisson-Boltzmann-Ansatzes das
,»Generalisierte Born-Modell“ (GB/SA) von Still et al.l*%!
zur Bestimmung der polaren Wechselwirkungsenergien.
Beim MM/PBSA-Verfahren[*? 6 47 und bei verwandten
Ansitzen®3-% ergeben sich Freie Enthalpien fiir eine
Molekiilspezies gemiB Gleichung (11):

(G) = (Emm) +(Grpsacnsa) — TSwm 11

E\ steht dabei fiir die mittlere Molekiilmechanikener-
gie, Gppsagsa fur die durch (De-)Solvatation bedingte
Freie Enthalpie, die durch Losen der Poisson-Boltzmann-
Gleichung (PB) oder mithilfe des Generalisierten Born-
Ansatzes (GB) sowie jeweils unter Verwendung eines
oberflichenabhingigen Terms (SA) bestimmt wurde. Bei-
de GroBen werden durch Mittelung iiber einen Satz
repriasentativer Geometrien erhalten, die aus einer MD-
Trajektorie der betrachteten Spezies unter expliziter Be-
riicksichtigung von Wasser und Gegenionen stammen. Der
Term — TSy, steht fir die Entropie der betrachteten
Spezies, die aus einer quasiharmonischen oder Normalmo-
di-Analyse der MD-Trajektorie gewonnen werden kann.
Wie der breite Anwendungsbereich dieser Verfahren?!-5%
zeigt, konnen damit auch Einfliisse groferer struktureller
Unterschiede in Protein-Ligand-Systemen untersucht wer-
den.

Alternativ dazu kann eine implizite Beriicksichtigung der
Beitrédge der Solvatation und Desolvatation auch direkt in
einem Molekiilmechanik-Kraftfeld erfolgen.%! Hierbei
wird die Freie Solvatationsenergie einer funktionellen
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Gruppe oder eines Aminosdurerestes aus der Freien
Solvatationsenergie dieser Gruppe in einem kleinen Mo-
lekiil abziiglich eines Beitrags berechnet, der durch den
Ausschluss von Losungsmittelmolekiilen durch die An-
wesenheit anderer Atome im makromolekularen System
bedingt ist.

3.2.3. Regressionsbasierte Ansiitze

Regressionsbasierte Ansdtze — auch ,,empirische Bewer-
tungsfunktionen“ genannt — beruhen wie die im vorherigen
Abschnitt vorgestellten auf der Annahme der Additivitét
einzelner Freie-Enthalpie-Beitrdge. Allerdings werden die
Beitrdge der einzelnen Terme einer Regressionsgleichung
durch Bestimmung der Koeffizienten vor den unabhingigen
(strukturbeschreibenden) Variablen in dieser Gleichung mit-
hilfe von Verfahren der multiplen linearen Regression,
Partial-Least-Squares-Regression*4 oder durch neuronale
NetzeP% aus einem Trainingsdatensatz kristallographisch
bekannter Rezeptor-Ligand-Komplexe mit experimentell be-
stimmten Bindungsaffinitdten berechnet. Basierend auf ei-
nem heuristischen Ansatz rechtfertigen die Plausibilitéit der
erhaltenen Beitrdge und ihre Eignung zur Vorhersage un-
bekannter Bindungsaffinitdten die anfinglich gewéhlte Auf-
teilung der Freien Enthalpie. Wie bei allen regressionsbasier-
ten Verfahren héngen die erhaltenen Ergebnisse und ihre
Ubertragbarkeit auf neue Fille jedoch auch hier maBgeblich
von der Zusammensetzung des Trainingsdatensatzes hinsicht-
lich der betrachteten Terme ab.'”? Weiterhin ist es nur
begrenzt moglich, die Gro3e der Beitrdge fiir solche Phéino-
mene zu bestimmen, die in den experimentellen Daten selten
auftreten (d.h. von sich aus ,,ungiinstig“ sind).

@ Der Archetyp einer empirischen Bewertungsfunktion fiir
Protein-Ligand-Wechselwirkungen, SCORE]1, wurde von
BohmP" entwickelt. Die Summe aus Beitriigen fiir Was-
serstoffbriicken, ionische Wechselwirkungen, vergrabene
unpolare Oberflachenbereiche und die Einschrinkung
(intra-)molekularer Beweglichkeit ergibt bei der Regres-
sionsanalyse an einem Trainingsdatensatz von 45 Protein-
Ligand-Komplexen eine kreuzvalidierte Standardabwei-
chung von 9.3 kJmol™! gegeniiber den experimentell
bestimmten Affinitdten. Unter Verwendung eines erwei-
terten Trainingsdatensatzes von 82 Komplexen sowie der
Beachtung der Vergrabenheit von Wasserstoffbriicken im
Bindungsepitop, der Hinzunahme von aromatischen Wech-
selwirkungen und der ,,Bestrafung® ungiinstiger elektro-
statischer Wechselwirkungen wird fiir einen Vorhersage-
datensatz eine Standardabweichung von 8.8 kJmol~! er-
halten (SCORE2).P®! Die Abhingigkeit der (relativen)
Beitrdge einzelner Terme von der Zusammensetzung des
Trainingsdatensatzes wie auch der verwendeten Separation
der Freien Enthalpie zeigt sich insbesondere beim Ver-
gleich der auf beiden Wegen erhaltenen Parameter.

e Einen analogen Ansatz verfolgen die Arbeiten von El-
dridge et al.’™! (82 Komplexe im Trainingssatz, ChemSco-
re) und Wang et al.b' (170 Komplexe im Trainingssatz,
SCORE). Der Hauptunterschied zu den Ansitzen von
BohmPY 5%l Jiegt bei Eldridge et al.b® in der Beschreibung
der Beitrdage durch die Einschrinkung der intramolekula-
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ren Flexibilitdt und bei Wang et al.?% bei der Unterteilung
von Wasserstoffbriicken in ,,starke, moderate und schwa-
che“ sowie der Einbeziehung von Wassermolekiilen als
Vermittler von Wechselwirkungen. Unter Verwendung
eines ,evolutiondren Tests“ zeigt sich auBerdem,*'”! dass
eine Konvergenz der erzielten Ergebnisse nur bei der
Verwendung von mehr als 100 bis 120, hinsichtlich des
Charakters ihrer intermolekularen Wechselwirkungen aus-
reichend unterschiedlichen Protein-Ligand-Komplexen im
Trainingsdatensatz erhalten werden kann. Murray et al.l>'!]
verbessern die Vorhersagefihigkeit der von FEldridge
et al.n%! erhaltenen Bewertungsfunktion im Hinblick auf
ein spezielles Protein noch durch Einbeziehung von Zu-
satzinformation im Rahmen der Bayes’schen Statistik.
Head et al.’"? verwenden in ihrem ,, VALIDATE“-Ansatz
eine auf dem AMBER-Kraftfeld®"! basierende elektro-
statische und sterische Wechselwirkungsenergie, einen
HlogP-basierten®'¥  Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizi-
enten, polare und unpolare Kontaktoberflichen und einen
Term zur Beriicksichtigung intramolekularer Beweglich-
keit. Allerdings werden die Koeffizienten hierbei unter
Verwendung von 55 Protein-Ligand-Komplexen im Trai-
ningsdatensatz mithilfe eines Partial-Least-Squares-Ver-
fahrens!*#l oder eines neuronalen Netzes bestimmt. Beide
Wege fiihren zu Ausdriicken, die physikalisch nicht oder
nur schwer zu interpretieren sind, sodass ihr Einsatz
insbesondere innerhalb einer Ligandenoptimierung frag-
lich ist.

In den Arbeiten von Takamatsu und Itai™ (29 Avidin-
Ligand-Komplexe im Trainingssatz), Venkatarangan und
Hopfinger™® (23 Glycogen-Phosphorylase-Inhibitor-
Komplexe im Trainingssatz) und Viswanadhan et al.”!7)
(11 HIV-1-Protease-Inhibitor-Komplexe im Trainingssatz)
werden ebenfalls mit dem AMBER-Kraftfeld®"! berech-
nete Wechselwirkungsenergien zwischen Protein und Li-
gand mit zusétzlichen Termen zur Behandlung hydropho-
ber Wechselwirkungen und weiterer entropischer Einfliisse
kombiniert und die Koeffizienten durch multiple lineare
Regression bestimmt.

Auch Rognan et al.,’'®] Bohacek und McMartinP'"”! und
Kasper et al.’?% entwickeln empirische Bewertungsfunk-
tionen, die auf ein betrachtetes Protein zugeschnitten sind.
So werden im ersten Fall Trainingssétze von fiinf kristallo-
graphisch bestimmten HLA-A*0201-Peptidinhibitor-Kom-
plexen sowie von 37 modellierten H-2K*-Peptidinhibitor-
Komplexen verwendet, um eine an FEldridge et al.b%!
angelehnte Funktion zu reparametrisieren. Bohacek und
McMartin verwenden sogar nur neun bekannte Thermo-
lysin-Inhibitor-Komplexe zur Kalibrierung. Allerdings ge-
hen in ihre Bewertungsfunktionen auch nur die Zahl an
Wasserstoffbriicken und hydrophoben Kontakten ein.
Kasper et al. verwenden einen zu Gleichung (11) analogen
Ansatz, skalieren ihre Beitrédge jedoch auf einen Trainings-
datensatz aus 11 Peptid-Chaperon-DnaK-Komplexen.

Im Unterschied zu allen bisher betrachteten empirischen
Bewertungsfunktionen ist die von JainP?!l entwickelte
Funktion kontinuierlich differenzierbar. Terme zur Be-
schreibung hydrophober und polarer Komplementaritét
zwischen Rezeptor und Ligand werden dazu durch eine
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Kombination einer GauB3- und einer sigmoiden Funktion
modelliert und mit nur vom Liganden abhingigen Bei-
trdgen fiir die entropischen Kosten kombiniert. Der Trai-
ningsdatensatz umfasst 34 Protein-Ligand-Komplexe.

3.2.4. Wissensbasierte Ansiitze

Allgemein gehen wissensbasierte Systeme von der An-
nahme aus, dass auf Grundlage einer addquat reprisentierten
Sammlung von Wissen die Ableitung darin inhdrent enthal-
tener Regeln und GesetzméBigkeiten moglich ist.P?2l Tm
iibertragenen Sinne lésst sich damit die Entwicklung einer
wissensbasierten Bewertungsfunktion auf molekularer Ebene
auf beobachtete Haufigkeitsverteilungen charakteristischer
Wechselwirkungen in experimentell bestimmten Systemen
zurlickfiihren: Nur diejenigen Wechselwirkungen im gerade
zu bewertenden System werden als giinstig erkannt, die in der
Niahe von Héufigkeitsmaxima dieser Wechselwirkungen in
der Wissensbasis liegen. Beispiele fiir eine erfolgreiche An-
wendung dieser Verfahren stammen insbesondere aus der
Proteinfaltungsvorhersage,’>-%1 wobei unter Anwendung
des ,inversen Boltzmann-Gesetzes“l?! die aus kristallogra-
phisch bestimmten Proteinstrukturen erhaltenen Haufigkeits-
verteilungen fiir interatomare Wechselwirkungen in ,,Freie-
Energie-Beitridge* (,,potentials of mean force“) oder ,,wis-
sensbasierte Potentiale umgesetzt werden. Obwohl die
thermodynamische Grundlage fiir dieses Vorgehenl3% 52752
und die verwendete TerminologieP®! kritisch angesehen
werden, sind die damit erhaltenen Ergebnisse den mit
Molekiilmechanik-Kraftfeldern erzielten iiberlegen.l>3-534

In jiingster Zeit sind folgende Ansétze dazu im Hinblick auf
Protein-Ligand-System bekannt geworden:

e Unter Verwendung eines Datensatzes von 30 HIV-1-, HIV-
2- und SIV-Protease-Inhibitor-Komplexen erzeugen Ver-
khivker et al.’*] distanzabhéingige wissensbasierte Paarpo-
tentiale. Sie werden mit Termen fiir Desolvatationsbeitrige
von Ligand und Protein unter Verwendung atombasierter
Parameter sowie einem auf Arbeiten von Pickett und
Sternberg®** beruhenden Verfahren zur Abschitzung der
Beitriage durch Einschriankung der konformativen Beweg-
lichkeit von Proteinseitenketten kombiniert. Ebenfalls fiir
HIV-1-Protease-Komplexe konnen damit Unterschiede in
den Bindungsaffinitdten nachvollzogen werden.

e Wallgvist et al.’3”) bestimmen aus 38 Protein-Ligand-Kris-
tallstrukturen Héaufigkeitsverteilungen wihrend der Kom-
plexbildung vergrabener Oberflichenelemente fiir Paare
wechselwirkender Atome. Normalisierung mit dem Pro-
dukt der vergrabenen Oberflidchen der jeweils einzelnen
Atome liefert daraus Atom-Atom-basierte statistische
Priaferenzen. Unter Verwendung zweier Parameter, die
anhand experimentell bekannter Bindungsaffinitdten des
Trainingssatzes kalibriert werden miissen, konnen fiir 10
HIV-Protease-Inhibitor-Komplexe, die nicht im Trainings-
satz enthalten waren, Bindungsaffinititen mit einer Stan-
dardabweichung von 6.3 kI mol~! berechnet werden.

e DeWitte und ShakhnovichP*®! verwenden 17 bzw. 109
Kristallstrukturen aus der Proteindatenbank PDBP und
entwickeln damit je einen Satz von ,,interatomaren Freien
Wechselwirkungsenergien“ (SMoG-Score) fiir Liganden,
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die an der Oberflidche eines Proteins und fiir solche, die in
Bindetaschen binden. Kombiniert mit einem Metropolis-
Monte-Carlo-basierten**! Aufbauprozess des Liganden in
der Bindetasche werden Komplexe der Purinnucleosid-
Phosphorylase, der SH3-Doméne sowie der HIV-1-Pro-
tease erzeugt und energetisch bewertet.

® Muegge und MartinP*! erzeugten aus 697 kristallogra-
phisch bestimmten Protein-Ligand-Komplexen Helm-
holtz’sche Freie Wechselwirkungsenergien (PMF-Score;
»Potential of Mean Force*) unter Verwendung von 16 bzw.
34 Atomtypen fiir Proteine und Liganden. Die implizite
Berticksichtigung der durch Wasser bedingten Beitriage
wird durch die Verwendung eines Volumenkorrektur-
termsP*l und maximale Abstinde zwischen den betrach-
teten Atomen bis zu 12 A bei der Erzeugung der Paarver-
teilungsfunktionen begriindet. Fiir 77 Protein-Ligand-Kris-
tallstrukturen ergibt sich eine Abweichung von 1.8
logarithmischen Einheiten von der experimentell bestimm-
ten Inhibitionskonstanten.

@ Mitchell et al.”*l beschrieben Paar-Potentiale (BLEEP)
aus 820 Protein-Ligand-Atompaarverteilungen unter Ver-
wendung des inversen Boltzmann-Ansatzes. Mit dem Pro-
gramm HBPIlus?? regelbasiert beim Protein gesetzte
Wasserstoffe wurden mit eingeschlossen. Als Referenzzu-
stand verwenden sie ein von Ng et al.’*? entwickeltes
semiempirisches Ne-Ne-Paarpotential. AuBerdem wird die
Einbeziehung von Wassermolekiilen als Teil des Proteins
getestet. Fiir 90 gemischte Protein-Ligand-Komplexe er-
gibt sich ein Korrelationskoeffizient von 0.74 (eine Stan-
dardabweichung wird nicht aufgefiihrt) zu experimentell
bestimmten Affinititen.*

e Die von uns entwickelte Bewertungsfunktion DrugSco-
rel* (siche Abschnitt 5) setzt sich aus distanzabhiingigen
Paarpotentialen sowie von der 16sungsmittelzuginglichen
Oberfliache abhéngigen Einteilchenpotentialen zusammen,
die aus an 1376 Protein-Ligand-Komplexen unter Verwen-
dung der Datenbank ReliBasel*] bestimmten Verteilungs-
funktionen erhalten wurden. Fiir 55 kristallographisch
bestimmte gemischte Protein-Ligand-Komplexe ergibt sich
eine Abweichung von 1.8 logarithmischen Einheiten von
der experimentell bestimmten Inhibitionskonstanten.*

3.2.5. Consensus-Scoring und Filterfunktionen

Ein pragmatischer, wenn auch vom wissenschaftlichen
Standpunkt her nicht befriedigender Ansatz, die Verldsslich-
keit berechneter Bindungsaffinitidten zu steigern, beruht auf
der Zusammenfassung der mit mehreren Methoden erhalte-
nen Ergebnisse. So zeigen Charifson et al.,’*" dass durch die
UND-Verkniipfung der Ergebnisse der ChemScore-Funk-
tion,’” der auf dem AMBER-Kraftfeld'?! basierenden
Bewertungsfunktion des Docking-Programms DOCKP#I
und des ,,stiickweisen linearen Potentials“ (,,piecewise linear
potential“)*! fiir drei Enzymsysteme in einem virtuellen
Screening das Auffinden bekannter Inhibitoren in einem Satz
zufillig ausgewidhlter Molekiile deutlich verbessert werden
kann (Consensus-Scoring). Ergebnisse durch Mittelwertbil-
dung aus Kombinationen von bis zu fiinf verschiedenen
QSAR-Methoden erweisen sich bei So und Karplust

2781



AUFSATZE

G. Klebe und H. Gohlke

ebenfalls den Ergebnissen aus den Einzelverfahren als iiber-
legen. Stahl und Rarey®!l kombinieren in einem Virtual-
Screening-Test an sieben unterschiedlichen Zielproteinen
Terme von PLP-Scorel*! sowie der im Docking-Programm
FlexXP> implementierten Form von SCORE1,5] um insge-
samt robustere Anreicherungsraten zu erzielen. Interessan-
terweise werden dabei in einzelnen Fillen die mit den
urspriinglichen Funktionen erzielten (hohen) Anreicherungs-
raten nicht erreicht. Terp et al.’%! gehen sogar einen Schritt
weiter, indem sie die Werte von acht Scoring-Funktionen
unter Anwendung einer PLS-Analyse mit experimentell
bestimmten Bindungsaffinitéten fiir einen gemischten Daten-
satz aus 120 kristallographisch bestimmten Protein-Ligand-
Komplexen korrelieren. Anders als beim Consensus-Scoring
von Charifson et al. ergibt sich dadurch die Moglichkeit zur
quantitativen Vorhersage von Bindungseigenschaften von
Liganden. Eine Anwendung des Modells zur Vorhersage
von Affinitdten von 120 gedockten MMP-Inhibitoren ergab
eine Abweichung von weniger als einer logarithmischen
Einheit vom pK;-Wert in 49 % der Fille.

Regressionsbasierte Ansétze bewerten — bedingt durch die
Art ihrer Ableitung (siche Abschnitt 3.2.3) — vor allem fiir
den Bindungsprozess giinstige Wechselwirkungen, wie sie in
Protein-Ligand-Kristallstrukturen auftreten. Um durch vir-
tuelles Screening jedoch auch Protein-Ligand-Geometrien
erkennen zu konnen, die nicht in Ubereinstimmung mit
experimentell zu erwartenden Geometrien sind, wurde
von Stahl und Bohm®" die Verwendung von ,,Filter-Funk-
tionen“ vorgeschlagen. Diese ,bestrafen” z.B. das Auf-
treten von vergrabenen, nicht an einer Wasserstoffbriicke
beteiligten polaren Atomen der Bindungspartner oder die
Bildung hydrophober Kavitdten im Protein-Ligand-Bin-
dungsepitop.

3.2.6. Ansiitze zur ortsaufgelosten Identifizierung von
Wechselwirkungen

Unter der Annahme, dass die Bindungsaffinitét in einzelne
(additive) Beitrdge separiert werden kann (sieche Ab-
schnitt 2.2.4), erhalten Methoden fiir die Ligandenoptimie-
rung eine Bedeutung, die (giinstige) Wechselwirkungsposi-
tionen von Ligandenatomen oder -gruppen mit dem Protein
in seiner Bindetasche identifizieren konnen.

e Das archetypische Verfahren GRID von Goodford*8 554
basiert auf einem dafiir parametrisierten Kraftfeldansatz
und konturiert Bereiche innerhalb der Proteinbindetasche
gemifl den Wechselwirkungsenergien einzelner Sonden
auf festgelegten Gitterpldtzen. Als Sonden stehen z.B.
Wasser, eine Amino- und Carboxy-Gruppe sowie eine
hydrophobe Gruppe (DRY) zur Verfiigung.

e Einen GRID-dhnlichen Ansatz, allerdings mit anderer
Datenbasis, verfolgen die Methoden X-SITEP>! und Su-
perStar.5%- 5571 X_SITE verwendet ridumliche Kontaktver-
teilungen beruhend auf 163 dreiatomigen Fragmenten, um
in der Bindetasche giinstige Wechselwirkungsregionen zu
identifizieren. Die Verteilungen werden aus 83 hochauf-
gelosten Proteinstrukturen (ohne Liganden) erhalten.
SuperStar benutzt die in IsoStar’ enthaltenen rdum-
lichen Informationen iiber nichtbindende Wechselwirkun-
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gen aus Kristallstrukturen niedermolekularer Verbindun-
gen der CSD,! um Wahrscheinlichkeitsdichten fiir Kon-
takte mit Atomen funktioneller Gruppen (etwa
Ammonium-N, Carbonyl-O, Methyl-C, ...) auf Gitterposi-
tionen in einer Proteinbindetasche zu berechnen.

o Ebenfalls auf einer wissensbasierten Methode beruht das
Verfahren zur Identifikation von ,hot spots“ mit Drug-
ScoreP*l (siehe Abschnitt 5), bei dem fiir an Gitterposi-
tionen in der Bindetasche eines Proteins platzierte Son-
denatome (etwa aliphatischer Kohlenstoff, Carboxylat-,
Carbonyl-, Hydroxy-O, Amin-N, ...) die Wechselwirkun-
gen zu umliegenden Proteinatomen unter Verwendung der
distanzabhéngigen Paarpotentiale berechnet und durch
Konturierung der ausgezeichneten Bereiche als ,,Potential-
felder* dargestellt werden.[>!

o Beim MCSS(,,Multiple Copy Simultaneous Search*)-An-
satzP® wird dagegen das Kraftfeld CHARMME*! ver-
wendet, um giinstige Positionen fiir in die Bindetasche
verteilte Acetamid-, Methanol-, Acetat-, Propan- u.a.
Molekiile zu ermitteln. Mittlerweile ist das Verfahren auch
auf die Untersuchung flexibler Bindetaschenbereiche aus-
geweitet worden.P®!

o Der PROFEC(,,Pictorial Representation of Free Energy
Changes*“)-Ansatz von Radmer und KollmanP*'! und die
Weiterentwicklung von Pearlman®? (OWFEG, ,,One-
Window Free Energy Grid*) beruhen auf FEP-Rechnun-
gen und verwenden zwei Trajektorien aus MD-Simula-
tionen, um die Anderung der Freien Enthalpie durch
Hinzufiigen eines Atoms/einer Gruppe an verschiedenen
Positionen um den Inhibitor in Losung und im Protein zu
bestimmen.

3.2.7. Vergleich der Ansiitze

Ein Vergleich der existierenden Verfahren beziiglich Qua-
litdt der Ergebnisse und benotigter Laufzeit ist schwierig.
Zum einen existiert nach wie vor kein einheitlich verwendeter
Datensatz von Protein-Ligand-Komplexen, der als Grundlage
des Vergleichs herangezogen werden konnte. Unterschiedlich
sind auch die Hardware-Voraussetzungen und der Grad der
bendétigten Vorbereitungen fiir einzelne Methoden. Dazu
kommt, dass haufig nur Anwendungsbeispiele verdffentlicht
werden, die hinsichtlich ihrer Zahl und den zugrundeliegen-
den biologischen Systemen eng begrenzt sind, sodass eine
zuverldssige Beurteilung des Verfahrens schwierig ist. Nichts-
destotrotz sollen die in den vorherigen Abschnitten 3.2.1—
3.2.4 unter methodischen Aspekten zusammengefassten lite-
raturbekannten Verfahren zur Vorhersage von Bindungsaffi-
nitdten in Tabelle 2 gegeniibergestellt werden. Dariiber hi-
naus werden Verkniipfungen zu anderen Arbeiten und
Methoden aufgefiihrt.

Bislang sind nur wenige unabhingige Vergleichsstudien
von Bewertungsverfahren fiir Protein-Ligand-Affinititsvor-
hersagen bekannt. In allen drei Fillen®? 5563 waren An-
reicherungsraten in Virtual-Screening-Tests die untersuchte
ZielgroBe, nicht jedoch die Genauigkeit der Vorhersage von
Bindungsaffinitdten. Als Essenz dieser Arbeiten kann jedoch
gesagt werden, dass bislang kein ,,universell anwendbares
Verfahren besteht, sondern dass in Abhéngigkeit des unter-
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Tabelle 2. Vergleich der in den Abschnitten 3.2.1-3.2.4 aufgefiihrten Verfahren zur Vorhersage von Bindungsaffinititen von Rezeptor-Ligand-Komplexen bei Kenntnis der 3D-Rezeptorgeometrie.

Erstautor Litera- Verkniip- Methodel® Zahl der SDUI Laufzeit Bemerkungen

(Methodenname) fungenl® Testsystemel*!

Wong - FEP-MD 2 22 - Ersatz von Benzamidin durch p-Fluorbenzamidin; Mutation Gly216Ala in Trypsin

Reddy - FEP-MD 2 3.6 - Ersatz einer Formyl- durch eine Proparagylgruppe

Bash [461] FEP-MD 2 0.5 - Ersatz einer NH-Gruppe durch ein O-Atom

McCarrick - FEP-MD 3 8.4 - Substitution von Phenylringen

Ota [462] NBTI 2 1.7 - bessere Durchmusterung des Konfigurationsraums; Ersatz von Benzamidin
durch Benzylamin

Gerber - Ableitungen der Freien 2 x36 - Beschleunigung um 1000~ keine signifikante Korrelation zwischen experimentellen und

Energie berechneten Affinitdten

Oostenbrink [466] Einschritt-FEP-MD 5 3.3kl Beschleunigung um 57! Substitution von Hydroxy- und Methylgruppen bei vier der fiinf Liganden.

Guo [468] A-Dynamik-Ansatz 2.1 - Ersatz von Benzamidin mit p-Aminobenzamidin, p-Methylbenzamidin,
p-Chlorbenzamidin

Aqvist ] [471-473] LIE 18 39 - SD-Wert von Model 6 in Tabelle 2 aus Lit. [470]

Rizzo ] [474] LIE/LR 2x20 39 - unterschiedliche Regressionsgleichungen je nach Zusammensetzung der Datensitze

Grootenhuis 476]  [477,479] CHARMM-Energie 35 8.3 2-5 min je Verbindung SD-Wert von Protokoll8 aus Tabelle 3

Holloway 478] - MM2X-Energie 15 5.7 - SD fiir Testsatz aus Tabelle 2

Vajda 482]  [486] ME-basiert 94+3+5+9 54 - SD fiir Testsatz aus Tabelle 1

Wenig 483]  [482] ME-basiert 9+10+8 ~4.2 - Betrachtung von Protein-Protein-Komplexen

Williams 484]  [240,241] ME-basiert 1 ~11.4 - SD aus Fehlern der Einzelbeitrige abgeschitzt

Krystek 485] - ME-basiert 9 16.7 - SD aus Fehlern der Einzelbeitridge abgeschitzt

Checa 481] - AMBER-Energie + PBE 7 33 - AMBER-Energie alleine korreliert ebenfalls signifikant

Froloff 489] - PBE + ASP 3+5 >42 - SD fiir Testsatz aus Tabelle 2 in Lit. [489]; systematischer Fehler

Zhang 490] - PBE + ASP 9x7 2.1 - 9 Mutanten der Isocitrat-Dehydrogenase als Proteinkomponenten

Kuhn 502]  [440,497] PBE+ ASP 1 16.7 - SD fiir den Komplex Biotin/Avidin

Hoffmann 491]  [565] CHARMM +PBE + ASP 10 - ~mehrere h fiir 100 Verbindungen“  Verbesserung der Platzierung gedockter Geometrien als Ziel

Polticelli 492] - PBE + ASP 4 56.4 - SD fiir Testsitze aus Tabelle 1 und 2; systematischer Fehler

Shoichet 493]  [548,566] Born-Gl. + ASP 5 20.9 - SD fiir Testsatz in Tabelle III; systematischer Fehler

Zou 494]  [566] GB/SA 6 6.3 10 s je Verbindung SD fiir Parametersatz 1 in Tabelle 2 und 3

Bohm (SCORE1) 7] [565, 567] regressionsbasiert 45 9.3 ~mehrere Verbindungen je Sekunde* kreuzvalidierte SD fiir Funktion 2

Bohm (SCORE2) 508]  [565,567] regressionsbasiert 82+12 8.8 ~mehrere Verbindungen je Sekunde“ SD fiir Testsatz aus Tabelle 3

Eldridge (ChemScore)  [509]  [511] regressionsbasiert 82+20+10 8.7 - kreuzvalidierte SD fiir gesamten Trainingssatz aus Tabelle 8

Wang (SCORE) 510]  [568] regressionsbasiert 170 6.3 - kreuzvalidierte SD fiir gesamten Trainingssatz aus Tabelle 6

Head (VALIDATE) 512] - regressionsbasiert 51+14+134+11 6.3 - kreuzvalidierte SD fiir gesamten Trainingssatz aus Tabelle 2

Takamatsu 5150 - regressionsbasiert 29 - - Kalibrierung ausschlieBlich an Avidin-Komplexen

Hopfinger 516] - regressionsbasiert 15 - - Kalibrierung ausschlieBlich an Glycogen-Phosphorylase-Komplexen

Viswanadhan s171 - regressionsbasiert 11 24 - Kalibrierung ausschlieBlich an HIV-1-Protease-Komplexen

Rognan ] [509] regressionsbasiert 5+37 3.1/51 - Kalibrierung an HLA-A*0201-/H-2K*-Komplexen; SD jeweils angegeben

Bohacek 519] regressionsbasiert 9 23 - Kalibrierung ausschlieBlich an Thermolysin-Inhibitoren

Kasper 520] - regressionsbasiert 11 1.7 - Kalibrierung ausschlieBlich an DnaK-Heptapeptid-Komplexen

Jain 1 - regressionsbasiert 34 5.7 - kreuzvalidierte SD fiir Funktion ,,F*

Verkhivker 535] - wissensbasiert 7 - - Ableitung und Test der Funktion ausschlieflich an HIV- und SIV-Proteasen

Wallgvist 5371 [569] wissensbasiert 8 6.3 - SD fiir Kalibrierungssatz in Tabelle 3

DeWitte (SMoG-Score) [538] - wissensbasiert 174+8+11 - - keine SD angegeben

Muegge (PMF-Score) 539]  [570,571] wissensbasiert 77 10.3 - SD fiir Testsatz 6 in Tabelle 4

Mitchell (BLEEP) 1 [543, 572] wissensbasiert 90 - - keine SD angegeben

Gohlke (DrugScore) 544]  [546] wissensbasiert 71 9.2 0.2 s je Verbindung SD fiir Testsatz ,,B6hm1998* in Tabelle 2

[a] Aufgefiihrt sind Literaturstellen zu verwandten Arbeiten und Anwendungen der Methoden in anderen Programmen. [b] Fiir detaillierte Erlduterungen der aufgefiihrten Methoden siche Text. FEP-MD = Freie-Energie-
Storungsrechnung/Molekiildynamik, NBTI = nicht-Boltzmann-Thermodynamische-Integration, LIE = Lineare Wechselwirkungsenergie, ME = ,,Hauptgleichung“, PBE = Poisson-Boltzmann-Gleichung, ASP =atomarer Solvata-
tionsparameter, GB/SA = Generalisierter Born-Ansatz, LR =lineare Regression. [c] Angegeben ist die Zahl der in einzelnen Testdatensdtzen zur Validierung verwendeten Protein-Ligand-Komplexe. [d] Angegeben ist die
Standardabweichung zwischen berechneten und experimentell bestimmten Bindungsaffinititen (in kJmol™!; fiir die Umrechnung von logarithmischen Bindungsaffinititen wurde eine Temperatur von 298 K angenommen).
[e] Angegeben ist die mittlere Abweichung fiir relative freie Bindungsenergien.
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suchten Zielproteins und der vorherrschenden Protein-Li-
gand-Wechselwirkungen die addquate Methode in Vorunter-
suchungen bestimmt werden sollte.

4. Experimentelle Ansitze zur Beschreibung der
Bindungsaffinitat

4.1. Indirekte Verfahren

Bindungsaffinitdten werden iblicherweise in einem Bin-
dungsassay ermittelt. Im Falle von Enzymreaktionen wird die
Beeinflussung der Enzymkinetik iiber eine einfach messbare
physikalische GroBSe (z.B. Absorptionsverhalten, Fluores-
zenz- oder Fluoreszenz-Polarisationsvermogen der Reakti-
onspartner) beobachtet. Indirekt wird dann aus Konzentra-
tionsbestimmungen und der Verdnderung der Enzymkinetik
auf die Inhibitions- und die Bindungskonstante eines Ligan-
den geschlossen. An die Stelle der Enzyminhibition tritt bei
Rezeptorsystemen z.B. ein Verdringungsassay, in dem tiber
die Freisetzung potenter, geeignet markierter Substanzen
Bindung registriert wird. In allen Féllen erfolgt eine indirekte
Bestimmung der Bindungskonstanten und damit der Freien
Bindungsenthalpie AG°. Der Anteil der Standardenthalpie
AH° und Standardentropie AS° an AG° [GI. (2)] kann iiber
Van’t-Hoff-Auftragungen der Affinitdtsmessungen bei unter-
schiedlichen Temperaturen®?l bestimmt werden.

In den letzten Jahren ist eine ganze Reihe physikalisch-
chemischer Messverfahren zur quantitativen Charakterisie-
rung der Ligand-Protein-Bindung aufgegriffen und fiir diese
Fragestellung weiterentwickelt worden. In diesem Aufsatz
sollen nur einige dieser Methoden exemplarisch aufgezdhlt
werden. Mit der Plasmonen-Resonanz-Spektroskopie lasst
sich die Bindung eines Partners an ein auf einem Festkorper-
trager immobilisiertes Protein oder einen iiber einen Anker
fixierten Liganden detektieren.”*>7 Vor allem kénnen mit
dieser Methode die ,,On*“- und ,,Off“-Geschwindigkeiten der
Bindung studiert werden. Eine Vielzahl NMR-spektroskopi-
scher Pulsverfahren wurde entwickelt, mit denen iiber
Signalverschiebungen und die Detektion des Transfers von
Magnetisierung zwischen Protein und Ligand der Bindungs-
vorgang verfolgt wird.F”7-%1 Die Massenspektrometrie er-
moglicht es, iiber den Zerfall von Komplexen in Abhingigkeit
der Messparameter (z.B. Beschleunigungsspannung) Riick-
schliisse auf die Stabilitit und Bindungsaffinitét zu ziehen.
Hierbei werden BindungsgroBlen auBlerhalb eines Losungs-
mittels bestimmt — eine wichtige Ergénzung zu den anderen
Verfahren.P$ Weiterhin wird inzwischen die atomare Kraft-
mikroskopie zur Bestimmung der Stirke von Protein-Ligand-
Wechselwirkungen angewendet. Dabei wird ein gezieltes
»AuseinanderreiBen* der Komplexe untersucht.

4.2. Direkte Vermessung thermodynamischer Grofien
Ein direkter Zugang zur Bindungsaffinitit ergibt sich aus

mikrokalorimetrischen Messungen.?l Wegen ihrer Bedeu-

tung fiir das Verstdndnis des thermodynamischen Hinter-

grunds der Bindungsaffinitdt soll diese Methode genauer
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betrachtet werden. Bei der isothermen Titrationskalorimetrie
(ITC) wird ein Ligand bei konstanter Temperatur schrittweise
zu einem in gepufferter Losung vorgelegten Rezeptor gege-
ben und die bei der Komplexbildung auftretende pauschale
Wirmetonung bestimmt.’% Neben der Assoziationskonstan-
ten K, und damit AG® lidsst sich so die Stochiometrie der
Ligand-Rezeptor-Bindung erfassen. Dazu wird aus dem
Kurvenverlauf der Titrationskurve die Bindungskonstante
berechnet. Die integrierte Wéirmetonung lidsst auf den
enthalpischen Anteil des Bindungsprozesses schlieBen, der
entropische Anteil TAS® errechnet sich aus den Werten fiir
AH° und AG°. Um eine zuverldssige Auswertung des
Kurvenverlaufs zu ermoglichen, muss die Bindungskonstante
<10°m~! betragen. Bei stirker affinen Verbindungen kann
der Messbereich erweitert werden, indem ein weniger affiner
Ligand verdriangt wird.’¥-5%1 Alternativ kann bei zu groBer
Affinitét die Bindungskonstante aber auch aus einem anderen
Experiment (z. B. Enzymkinetik) entnommen werden.

Die in der ITC-Messung bestimmte Wirmetonung umfasst
alle dem Bindungsprozess iiberlagerten Zwischen- und Ne-
benreaktionen. Durch die Messung in unterschiedlichen
Puffersystemen kann bestimmt werden, ob dem Bindungs-
vorgang eine Protonenverschiebung iiberlagert ist.[8639%0-5%2]
Dabei konnen sowohl die funktionellen Gruppen des Proteins
wie des Liganden einen Wechsel ihres Protonierungszustan-
des durchlaufen. Bedingt durch die Uberfiihrung eines
Liganden aus dem wiéssrigen Medium in die Proteinumge-
bung konnen die Dielektrizitédtseigenschaften der Umgebung
dieser Gruppen sehr stark variieren, ein Effekt, der zu
deutlichen pK,- oder pK,-Verschiebungen fiihrt (Abbil-
dung 3). Die gemessene Enthalpie AH,,, setzt sich dann aus
der Reaktionsenthalpie AHy;,q und der Enthalpie des Pro-
tonenaustauschs mit dem Puffermedium AH,,, zusammen. Da
unterschiedliche Puffer abweichende Ionisierungsenthalpien
aufweisen,” lasst sich dieser Vorgang leicht durch Messung
aus mehreren Puffern detektieren [Gl. (12)].55%¢]

AHyq = AHyina+nAHi, (12)

Aus n wird die Stochiometrie der Protonierungsreaktion
ersichtlich, das Vorzeichen von n verweist auf die Aufnahme
bzw. Abgabe von Protonen.

Aus der in der Literatur hiufig verwendeten Van’t-Hoff-
Auftragung der Ergebnisse einer Affinitdtsmessung bei unter-
schiedlichen Temperaturen ldsst sich nur der Teil der Bin-
dungsenthalpie entnehmen, der direkt mit der Messgrofie
korreliert, die das beobachtete Messsignal bestimmt (z.B.
Absorption, Fluoreszenzlgschung). Dies bedeutet, dass aus-
schlieBlich fiir den direkten Ubergang des Systems von einem
eindeutig definierten Ausgangs- (Ligand und Protein) zu
einem Endzustand (Protein und gebundener Ligand) eine
Enthalpie resultiert, die mit der aus der ITC-Messung
stammenden gleichbedeutend ist. Es diirfen keine weiteren
(z.B. konformativen) Zusténde auftreten oder andere Schrit-
te (z.B. Wechsel des Protonierungszustands) dem Bindungs-
vorgang iiberlagert sein.”* In den betrachteten biologischen
Systemen zeigt AG zudem meist nur eine sehr geringe
Temperaturabhingigkeit (siche unten). Daher ist schon aus
experimentellen Griinden anhand einer Van’t-Hoff-Auftra-
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gung kaum eine zuverldssige Bestimmung von Enthalpie und
Entropie moglich.

Die Interpretation von ITC-Messergebnissen hat eine
Reihe interessanter Aspekte ergeben, vor allem im Hinblick
auf strukturelle Details der Rezeptor-Ligand-Bindung.['""]
Neben dem Nachweis iiberlagerter Protonierungsreaktionen
ist die Bestdtigung einer weitgehenden Temperaturunabhin-
gigkeit von AG° aufgrund einer ausgeprigten Enthalpie-
Entropie-Kompensation zu nennen (siche Abschnitt 2.2.4).

Ein weiterer Zugang fiir strukturelle Interpretationen
ergibt sich aus der Messung der Anderung der Wirme-
kapazitit AC,. ITC-Messungen bei unterschiedlichen Tempe-
raturen ergeben fiir die meisten biologischen Systeme eine
starke Temperaturabhingigkeit von AH® und gegenldufig von
TAS°. Analoge Van’t-Hoff-Auftragungen zeigen in solchen
Fillen dann keinen linearen Verlauf von AG°/T als Funktion
der reziproken Temperatur. Im Unterschied zu Enthalpie-
und Entropieénderungen erweist sich AC, als weitgehend
temperaturunabhingig in dem fiir biologische Systeme er-
fassbaren Temperaturbereich. Fiir Protein-Ligand-Komplexe
ergeben sich im Allgemeinen negative Werte, d.h., der
Komplex weist eine geringere Warmekapazitat auf als die
Summe der freien Komponenten. Im Hinblick auf Enthalpie
und Entropie bedeutet dies, dass mit steigender Temperatur
im Allgemeinen die Protein-Ligand-Bindung exothermer
bzw. entropisch ungiinstiger wird. Die Frage nach einer
Enthalpie- oder Entropie-getriebenen Bindung muss daher
im Hinblick auf die vorliegende Temperatur betrachtet
werden. In der Literatur wird eine Reihe von Modellen
diskutiert, die die bei der Protein-Protein-Bindung und
Proteinfaltung vergrabene, zuvor Wassermolekiilen zuging-
liche hydrophobe Oberfldche mit der Warmekapazititsdande-
rung korrelieren.?% ¥5-601 Entsprechende Beitriige, die mit
der GroBe der Oberfliache korrelieren, wurden fiir die Uber-
fithrung von hydrophoben Losungsmittelmolekiilen aus der
Wasserphase in ihre Reinphase bestimmt (siche Ab-
schnitt 2.2.2). Ubertriigt man diese empirischen Korrelations-
modelle auf die Bindung kleiner Liganden an ihre Rezepto-
ren, werden dem Betrag nach zu kleine Werte fiir AC,
berechnet.['-°3] Die Wirmekapazitit des gebildeten Kom-
plexes fillt demnach im Vergleich zu den getrennten Kom-
ponenten geringer aus, als es das Rechenmodell auf der Basis
der Oberflichenbeitrdge annimmt. Voraussetzung fiir die
Berechnung dieser Oberfldchenbeitrége ist die Kenntnis einer
relevanten Struktur des freien und des ligandengebundenen
Proteins. In der Regel werden dazu Kristallstrukturen heran-
gezogen. Somit kann fiir die Bindung eines kleinen Liganden
an seinen Rezeptor das oberflichenabhingige Abstreifen der
Hydrathiillen nicht den alleinigen Beitrag zur Warmekapazi-
tatsanderung liefern. Als weitere Effekte werden konforma-
tive Anderungen der Bindungspartner oder durch die Kom-
plexbildung verursachte Differenzen in den anregbaren
Schwingungsmodi des makromolekularen Systems disku-
tiert.[0+%l Die Abweichungen sind allerdings auch bei kon-
formativ starren Proteinen wie Trypsin zu beobachten(®’] und
stellen offensichtlich ein generell bei der Protein-Ligand-
Bindung auftretendes Phdnomen dar. Daher erscheint es
wahrscheinlich, dass sie mit dem ubiquitdr am Bindungspro-
zess beteiligten Wasser im Zusammenhang stehen. Liggins
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und Privalovl®®l gehen davon aus, dass die enthalpischen
Bindungsbeitriage fiir im Komplex gebildete Wasserstoff-
briicken iiberschétzt werden. In diesen Beitrag geht auch
die aufzuwendende Enthalpie der Dehydratisierung ein. Im
Grenzbereich einer Bindetasche zum Losungsmittelraum ist
die Annahme einer vollstindigen Dehydratisierung vermut-
lich eine Uberschitzung. Vielmehr ist anzunehmen, dass
polare Gruppen eines Liganden auch nach der Proteinbin-
dung noch einen Einfluss auf die benachbarten Wassermole-
kiile und damit auf die lokal angrenzende Wasserstruktur
nehmen. Dieser Effekt fiihrt zu reduzierten Desolvatations-
beitrdgen, die sich auch in den Warmekapazititsdanderungen
niederschlagen konnten. Dies kann moglicherweise die Dis-
krepanzen zwischen den aufgrund von Proteinfaltungsexperi-
menten abgeleiteten empirischen Beziehungen zur Berech-
nung von AC, und den gemessenen Werten fiir Ligand-
Protein-Komplexe erklédren.

Weitere Hinweise auf Wirmekapazititen und deren An-
derung konnen DSC(“Differential Scanning Calorimetry”)-
Messungen entnommen werden.® Hierbei wird das zu
untersuchende System quasi adiabatisch mit einer konstanten
Aufheizgeschwindigkeit erwdrmt und die Temperaturdnde-
rung in der Probe verfolgt. Ublicherweise werden diese
Messungen fiir Stabilitdtsmessungen von Proteinen bei ihrer
Denaturierung eingesetzt. Die Messungen liefern wichtige
Einblicke in das konformative Verhalten eines biologischen
Systems im untersuchten Temperaturintervall. Abweichun-
gen von einer konstanten Wirmeaufnahme verweisen auf
Anderungen in der intramolekularen Packung der Proteine
oder auf strukturelle Fluktuationen und konformative Umla-
gerungen. 1 Die Bindung eines Liganden an ein Protein
nimmt Einfluss auf dessen Stabilitdt und Warmekapazitit, ein
Verhalten, das sich in deutlichen Veridnderungen der DSC-
Thermogramme niederschlégt®'>"3 und mit zur Interpreta-
tion der Wechselwirkung zwischen den Partnern bei-
trigt.[o14-616]

5. Charakterisierung und Bewertung der
Ligandenbindung mit einer wissensbasierten
Scoring-Funktion

Im Folgenden soll die in eigenen Arbeiten entwickelte
wissensbasierte Bewertungsfunktion DrugScore und ihre An-
wendung zur Vorhersage von Bindungsmodi und -affinitdten
sowie ihre Eignung zur graphischen Identifizierung giinstiger
Wechselwirkungsbereiche in Proteinbindetaschen beschrie-
ben werden. 54 54]

Bei der Entwicklung von DrugScore wurde Strukturinfor-
mation, die mit der Protein-Ligand-Datenbank ReliBasel*]
in einem wissensbasierten Ansatz aus 1376 kristallographisch
bestimmten Protein-Ligand-Komplexen extrahiert worden
war, in auf 17 Atomtypen beruhende, statistische Priaferenzen
umgewandelt. Die Notwendigkeit, sowohl spezifische Wech-
selwirkungen als auch hauptsédchlich entropisch bedingte
Losungsmittelbeitrdge bei der Protein-Ligand-Bindung be-
riicksichtigen zu miissen, fiihrte dabei zur Verwendung von
zwei Termen — einer bis zu einem Atom-Atom-Abstand von
6 A reichenden distanzabhingigen Paarpriferenz (Abbil-
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dung 10) sowie einer von der Losungsmittel-zugidnglichen
Oberflache von Protein und Ligand sowohl im gebundenen
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Abbildung 10. Beispiele fiir Paarpriferenzen zwischen polaren und ge-
ladenen (O.co2-N.pl3 (+), 0.3-O.co2 (&), 0.3-0.3 (o)) Liganden- und
Proteinatomen als Funktion des Abstands. Die erste Atomtypbezeichnung
bezieht sich dabei auf das betrachtete Ligandenatom, die zweite auf das
Proteinatom.

als auch im ungebundenen Zustand abhéngigen Einteilchen-
priaferenz. Als bedeutsam fiir die in den jeweiligen Priferen-
zen enthaltene Information hat sich die Wahl des jeweiligen
Referenzzustandes gezeigt, auf den die atomtypspezifischen
Verteilungsfunktionen bezogen werden. Wahrend im Fall der
Paarpréferenzen ein auf einer kompakten Protein-Ligand-
Konfiguration mit nichtspezifischen Wechselwirkungen beru-
hender Zustand gewidhlt wurde, wurde fiir die von der
Losungsmittel-zugidnglichen Oberflache abhéngigen FEinteil-
chenpriferenzen eine vollstindige Separation von Protein
und Ligand als Bezugspunkt verwendet. Die Bewertung
gegebener 3D-Anordnungen von Protein und Ligand ergibt
sich demnach durch Summation aller Paarwechselwirkungs-
und Einteilchenbeitrige der Protein- und Ligandenatome.
Intramolekulare enthalpische und entropische Beitrage wer-
den nicht einbezogen.

Unter Verwendung eines approximierenden, auf einem
Gitteralgorithmus beruhenden Verfahrens zur Berechnung
der Losungsmittel-zugénglichen Oberflidche wird pro Protein-
Ligand-Konfiguration eine Rechenzeit von nur 0.2 s benotigt.
Bedingt durch die Beschrinkung auf Nichtwasserstoffatome
wihrend der Ableitung der Préferenzen sind auBerdem fiir
die Anwendung der Bewertungsfunktion keinerlei Annah-
men iiber im Protein-Ligand-Komplex auftretende Protonie-
rungszustinde notwendig. Die Verwendung einer Dreiecks-
funktion zur Glittung (,moving window“-Technik) der zu-
néchst aus den Strukturinformationen erhaltenen Paar- und
Einteilchen-Verteilungsfunktionen sollte zudem zu ausrei-
chend ,,weichen® Priferenzen fiihren, die in Kristall- und
gedockten Protein-Ligand-Strukturen auftretende Abwei-
chungen von idealen Geometrieparametern tolerieren. Da
keinerlei Protein- oder Ligandentyp-spezifischer Trainings-
datensatz zur Entwicklung der Funktion verwendet wurde,
sollte ihre allgemeine Anwendbarkeit gewahrleistet sein.

Die Untersuchung der Eignung dieser Funktion zur Iden-
tifizierung nativ-dhnlicher Protein-Ligand-Anordnungen in
einer Menge davon abweichender Geometrien erfolgte an
Datensédtzen von 91 und 68 Komplexen, fiir die mit dem
Dockingprogramm FlexXP>? bis zu 500 Protein-Ligand-Kon-
figurationen erzeugt wurden. Hierbei ergab sich eine Erken-
nungsquote fiir am besten bewertete Ligandenanordnungen
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mit einem rmsd-Wert von <2.0 A von der Kristallstruktur
(,,nativ-dhnliche Anordnung“) in 80% der moglichen Fille.
Bezogen auf den 91 Komplexe umfassenden Datensatz
bedeutete dies eine Verbesserung um 35 % gegeniiber den
mit der FlexX-Bewertungsfunktion erzielten Ergebnissen
(Abbildung 11). Ahnlich gute Resultate konnten auch mit
Protein-Ligand-Anordnungen erhalten werden, die von dem
Dockingprogramm DOCKP- 617 generiert wurden.
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Abbildung 11. Akkumulierte Zahl N von 91 Protein-Ligand-Komplexen
in Abhéngigkeit vom rmsd-Wert beziiglich der jeweiligen Kristallstruktur
fiir die Protein-Ligand-Anordnungen, die von FlexX (0) und DrugScore
() jeweils am besten innerhalb einer Menge von generierten Alternativen
bewertet wurden. Ebenfalls angegeben ist die akkumulierte Zahl von
Komplexen, fiir die eine Geometrie mit kleinstem rmsd-Wert unabhéngig
von einer Bewertung iiberhaupt generiert wurde (m). Diese Kurve gibt
einen Eindruck des Limits, das eine ideale Bewertungsfunktion erreichen
konnte. Alle Kurven wurden unabhingig voneinander nach dem rmsd-
Wert sortiert.

Innerhalb einer Virtual-Screening-Studie an humaner Car-
boanhydrase II (hCAII)'® wurden zudem von zwei der in
silico gefundenen neuen Inhibitoren (10, 11; Schema 4)
Komplexstrukturen mit hCAII kristallographisch bestimmt.
Dies ermoglichte es, die in diesem Fall unter Verwendung der
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Schema 4. Innerhalb eines Virtual-Screening-Ansatzes an hCAII gefun-
dene Inhibitoren.*!®!

Bewertungsfunktionen von FlexX und DrugScore getroffe-
nen ,,echten“ Vorhersagen mit den danach erhaltenen experi-
mentellen Resultaten zu vergleichen. Wie Abbildung 12 zeigt,
liegt die von DrugScore vorhergesagte Bindungsgeometrie
(rmsd-Wert beziiglich der Kristallstruktur: 1.2 A fiir 10, 1.4 A
fiir 11) dabei deutlich ndher an der tatsachlich beobachteten
Geometrie als die von der FlexX-Bewertungsfunktion vorge-
schlagene (rmsd-Wert beziiglich der Kristallstruktur: 22 A
fiir 10, 2.7 A fiir 11). Eine zuverldssige Identifizierung nativ-
dhnlicher Bindungsmodi ist aber nicht nur fiir eine nachfol-
gende Ligandenoptimierung unverzichtbar, sondern Grund-
voraussetzung fiir eine verldssliche Vorhersage der Bindungs-
affinitdt von durch Dockingprogramme erzeugten Protein-
Ligand-Anordnungen.
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Abbildung 12. Uberlagerung von Kristallstrukturen (mittelgrau) und als am besten von DrugScore (hellgrau) und der Scoring-Funktion von FlexX
(dunkelgrau) bewerteten gedockten Losungen zweier innerhalb eines Virtual-Screening-Ansatzes an hCAII gefundener Inhibitoren [a) 10, b) 11].1'8] Die
unterschiedlichen Bindungsmodi sind schematisch jeweils auch in den Einschiiben dargestellt.

Die Validierung von DrugScore zur Vorhersage von Bin-
dungsaffinititen erfolgte an sechs Datensédtzen mit kristallo-
graphisch bestimmten Protein-Ligand-Komplexen sowie drei
Datensétzen, fiir die Protein-Ligand-Anordnungen mit FlexX
erzeugt wurden. Im Fall von 16 Serinprotease-Inhibitor-
Komplexen mit experimentell bestimmter Struktur wird
dabei ein r>-Wert von 0.86 und eine Standardabweichung
von 0.95 logarithmischen FEinheiten verglichen mit den
experimentell bestimmten Affinitdten erzielt. Fiir einen Satz
von 64 in das jeweilige Protein gedockten Thrombin- und
Trypsin-Inhibitoren ergibt sich ein r»-Wert von 0.48 und eine
Standardabweichung von 0.71 logarithmischen Einheiten. Die
erzielten Abweichungen liegen dabei innerhalb des experi-
mentellen Fehlers.

Werden unter Verwendung der distanzabhidngigen Paar-
priferenzen in Proteinbindetaschen fiir an Gitterpunkten
lokalisierte Sondenatome Potentialwerte berechnet und die
Ergebnisse in Form von Isokonturoberflichen visualisiert,
konnen damit fiir einen Ligandenatomtyp giinstige Bereiche
(,,hot spots*) identifiziert werden (Abbildung 13 und Vorti-

O.sp2
Abbildung 13. Mit den distanzabhéngigen Paarpriferenzen von DrugScore
berechnete und als Isokonturoberflichen dargestellte ,,hot spots“ in der
Bindetasche der HIV-1-Protease (PDB-Code: 1hvr) zusammen mit dem
ausschlieBlich zu Vergleichszwecken gezeigten Liganden XK263 von
Merck. Fiir Aren-C-Atome giinstige Bereiche sind hellgrau, fiir Carbo-
nyl-O-Atome giinstige mittelgrau und fiir Hydroxy-O-Atome giinstige
dunkelgrau eingeférbt.

Angew. Chem. 2002, 114,2764-2798

tel). Diese koénnen dann sowohl fiir eine Ligandenoptimie-
rung als auch zur Formulierung von Pharmakophorhypothe-
sen, etwa fiir Suchen in Molekiildatenbanken, verwendet
werden.

In einer Validierungsstudie konnte anhand von 159 Protein-
Ligand-Komplexen bei Verwendung von fiinf Sondenatomen
in 74 % der Fille der korrekte Atomtyp und in 85 % der Fille
ein fiir die korrekte Wechselwirkung passender Atomtyp
vorhergesagt werden. Eine innerhalb der Virtual-Screening-
Studie an hCAII®® durchgefiihrte Untersuchung der Pro-
teinbindetasche mit GRID,*® SuperStar,>> LUDI® und
DrugScore zeigte zudem, dass alle Methoden hinsichtlich
eines Wechselwirkungstyps qualitativ die gleichen Regionen
identifizieren, allerdings mit unterschiedlicher Wichtung.

6. Faktorisierung thermodynamischer Beitriige zur
Ligandenbindung am Beispiel von Inhibitoren von
Serinproteasen

Als ein Beispiel fiir die experimentell untersuchte Auf-
teilung affinitdtsbestimmender Faktoren soll die Inhibitorbin-
dung an Trypsin und Thrombin aus eigenen Arbeiten
betrachtet werden.”l Eine Serie strukturell eng verwandter
Benzamidinhemmstoffe 12a-12dAc (Schema 5) sowie die
Entwicklungssubstanzen Napsagatran 13, CRC220 14, Inoga-
tran 15 und Melagatran 16 (Schema 6) wurden kristallogra-
phisch und mikrokalorimetrisch untersucht.

Die Kiristallstrukturuntersuchungen ergaben einen einheit-
lichen Bindungsmodus mit einer Salzbriicke zwischen der
Amidingruppe des Liganden und Asp189 und Wechselwir-
kungen der zentralen Amid- oder Sulfonamidgruppe zu den
Carbonyl- bzw. Amid-NH-Gruppen der Aminosiduren
Gly216 und Gly219. Im Detail ergeben sich aber interessante
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Schema 5. Strukturell verwandte Inhibitoren von Trypsin und Thrombin.

Abweichungen, die im Zusammenhang mit den
thermodynamischen Parametern wichtige Riick-
schliisse erlauben.

Interessanterweise nehmen das 2-Carboxyderivat
12b und Napsagatran 13 ein Proton bei der Pro-
teinbindung auf, das Piperazinderivat 12d gibt bei
der Bindung ein Proton ab. Das eng verwandte
4-Carboxy-Derivat 12¢ verbleibt bei der Bindung
deprotoniert an der Sduregruppe. Die gleiche Be-
obachtung ist fiir CRC220 14 zu verzeichnen, auch

12bMe

A
07N O

HN

Hier nimmt die Umgebung einen so
starken Einfluss auf die dielektrischen
Eigenschaften (,induced dielectric fit*),
dass der pK,-Wert der Carboxylgruppen
um mehr als vier Einheiten verschoben
wird. Die in 12b unverdndert deproto-
nierte 4-Carboxy-Gruppe orientiert sich
parallel zu der hydrophoben Ringebene
des katalytischen Histidin. Die induzierte
pK,-Verschiebung der Umgebung reicht
nunmehr nicht aus, um diese Sduregruppe
in den protonierten Zustand zu iiberfiih-
ren. Die terminale Aminogruppe von 12d,
die mit einem pK,-Wert von 7.5 bei den
gewihlten Pufferbedingungen von pH 7.8
im umgebenden Medium partiell proto-
niert vorliegt, verliert durch die Protein-
bindung das Proton. Jetzt bewirkt die
hydrophobe Proteinumgebung eine Ver-
ringerung des pK,-Wertes der basischen
Gruppe.

Vergleicht man die Aufspaltung in ei-
nen enthalpischen und entropischen Bin-
dungsanteil, so stehen mit den freien
Sduren und dem Ester 12b/12bMe und
12¢/12cMe aufschlussreiche Paare zur
Verfiigung. Die Inhibitoren mit der funk-
tionellen Gruppe in 4-Position unterschei-
den sich um mehr als 8 kImol™! in AG®
(12¢: —35.5,12cMe: —43.6 kI mol '), wo-
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hier verbleibt die Sduregruppe des zentralen As-
partats deprotoniert. Erkldarbar werden die deutli-
chen pK,-Verschiebungen der betrachteten Grup-
pen — die in Wasser sehr &hnliche pK,-Werte
aufweisen — wenn man die Bindungsmodi dieser
Liganden betrachtet. Bei CRC220 ragt die Carb-
oxylatgruppe aus der Bindetasche heraus in Rich-
tung auf das Losungsmittel (Abbildung 14), d.h.,
diese Gruppe wird nur partiell desolvatisiert und
die lokalen Dielektrizitdtseigenschaften entspre-
chen noch stark den Verhiltnissen in der reinen
Wasserphase. In 12b und Napsagatran stehen die
nach der Bindung protonierten S&duregruppen in
Richtung auf das katalytische Serin und bilden eine
Wasserstoffbriicke zum Protein aus (Abbildung 14).
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allerdings ist jetzt die freie Sdure
enthalpisch begiinstigt, der Ester
fallt in seinem Enthalpiebeitrag ab
(AH°;  12b: —46.7, 12bMe:
—16.9 kJmol™'). Aus Entropiegriin-
den ist die Bindung der Séure jetzt
deutlich ungiinstiger (TAS°; 12b:
—10.6, 12bMe: 20.6 kI mol~'). Die
nach der Bindung protonierte Siu-
re (sieche oben) bildet eine enthal-
pisch giinstige H-Briicke zum Pro-
tein aus, gleichzeitig verliert dieser
Molekiilteil durch seine Fixierung
an Restbeweglichkeit in der Binde-
tasche. Dies driickt sich in dem
ungiinstigeren Entropieanteil aus.
Die in der Kristallstruktur reduzier-
ten Temperaturfaktoren in diesem
Molekiilteil von 12b sprechen
ebenfalls fiir diese Beobachtung.
Das Piperazin 12d und das Acetyl-
derivat 12dAc weisen sehr dhnliche
Bindungsaffinitdten auf (AG°; 12d:
—40.8, 12dAc: —42.7kJmol™).
Fiir beide entfallen (nach Korrektur
der Beitrige fiir den iiberlagerten
Deprotonierungsschritt von 12d)
-.r/ gleiche Anteile auf AH® und TAS®
Tohap 2 (AH?; 12d: —32.9, 12dAc: —34.4,
TAS®; 12d: -179, 12dAc:

TH"S 57 —82kJmol™'). Sowohl das freie
Amin als auch die geschiitzte Ace-
tylverbindung weisen ein polares,
zu H-Briicken beféahigtes Atom auf.
51 Da im gebundenen Zustand in bei-
den Fillen keine H-Briicke durch

OH. diese Gruppen zum Protein aufge-

. baut wird, muss fiir die ungiinstige
Desolvatation ,,bezahlt“ werden,
offensichtlich fiir beide mit einem

Asp188

Abbildung 14. Schematischer Bindungsmodus (unten) von Napsagatran 13 und CRC220 14 an Thrombin.

Oben sind iiberlagert die kristallographisch bestimmten Bindungsgeometrien (hell: Napsagatran, der wei3e
Pfeil deutet auf die protoniert bindende Carboxylatgruppe; dunkel: CRC220, der graue Pfeil zeigt auf die

deprotonierte Sdurefunktion) beider Inhibitoren dargestellt.

bei die hohere Affinitdt des Esters auf eine stdrker enthalpi-
sche Bindung zuriickzufiihren ist (AH°; 12¢: —26.8, 12cMe:
—39.6 kJmol); die entropischen Beitrige TAS° sind dhnlich
(12¢: +8.7, 12¢Me: +4.0 kJmol!). Die bei 25°C enthalpisch
herabgesetzte Bindung der Siure ldsst sich durch eine
ungiinstigere Desolvatationsbilanz erkldren: Die Sdure ver-
liert fiir zwei polare Wasserstoffbriicken-Acceptoren die
H-Briicken-Partner im Solvens, wohingegen der Ester nur
fiir den Carbonylsauerstoff den Solvatationsbeitrag aufwen-
den muss. Der verbriickende Sauerstoff zeigt praktisch keine
basischen Eigenschaften.®! Fiir das analoge Paar mit der
Carboxylat- bzw. Estergruppe in 2-Position ergeben sich
umgekehrte Verhiltnisse. Hier sind Sdure und Ester praktisch
gleich affin (AG°; 12b: —36.4, 12bMe: —37.0 kImol!);

Angew. Chem. 2002, 114,2764-2798

dhnlichen thermodynamischen Bei-
trag. Die weiteren in der Studie
untersuchten Verbindungen besta-
tigen die beschriebenen Trends.
Interessant ist ebenfalls der Ver-
gleich der Wiarmekapazitéiten. In allen Féllen wird ein stark
negatives AC, gemessen, d.h., mit steigender Temperatur
wird AH° zunehmend exotherm und - da sich AG° als
weitgehend temperaturunabhéngig erweist — der Bindungs-
vorgang entropisch ungiinstiger. Aus den bekannten Kristall-
strukturen der Ligand-Protein-Komplexe wurden die Ober-
flichenanteile berechnet, die bei der Bindung vergraben
werden. Da Thrombin und Trypsin als relativ rigide Proteine
beschrieben werden, wurden die Oberflachenanteile des
nichtinhibierten Proteins aus der Struktur des von dem
Liganden ,befreiten” Proteins ermittelt. Legt man die aus
der Proteinfaltung (siche oben) bekannten empirischen
Korrelationen zur Abschétzung von AC, zugrunde, so werden
dem Betrag nach zu geringe AC,-Werte vorhergesagt. Expe-
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rimentell ergeben sich somit kleinere Warmekapazititen fiir
die Komplexe, als sich aus der alleinigen Korrelation mit
solvatationsbedingten Oberfldchenbeitrigen ergibt. Fiir eine
detaillierte strukturelle Deutung von AC, miissen vermutlich
die oben beschriebenen zusétzlichen Faktoren beriicksichtigt
werden. Uberraschenderweise tritt fiir Thrombin — im Unter-
schied zu Trypsin — eine Natrium-spezifische Abhingigkeit
von AC, auf. Eine allosterische Regulierung von Thrombin ist
bekannt, unklar ist allerdings, wie dieser ionenspezifische
Effekt strukturell zu interpretieren ist.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Affinitdt einer niedermolekularen Verbindung zu
einem makromolekularen Rezeptor wird hdufig als MaB fiir
die Charakterisierung der biologischen Aktivitdt dieser
Substanz verwendet. Sie ist das Resultat elektrostatischer
Wechselwirkungen zwischen Ligand und Rezeptor sowie von
Beitrdgen durch Solvatation und Desolvatation beider Bin-
dungspartner und deren rdumlicher Komplementaritét zuei-
nander. Zusitzlichen Einfluss nehmen Faktoren, die durch
Anderungen in der Zahl der Freiheitsgrade und Konforma-
tionsdnderungen von Ligand und Rezeptor im Verlauf der
Komplexbildung bedingt sind. Ein grundlegendes Versténdnis
dieser enthalpischen und entropischen Beitrdge ist notwen-
dige Voraussetzung fiir eine Vorhersage der Affinitt.

Die Methoden des virtuellen Screenings und rationalen
Wirkstoffdesigns benotigen schnelle und verldssliche Verfah-
ren zur Affinitdtsvorhersage. In diesem Aufsatz haben wir
bekannte theoretische Ansitze hierzu anhand ihrer metho-
dischen Grundlagen klassifiziert und beschrieben. Hierbei
treten deutliche Unterschiede im bendtigten Rechenaufwand
und in der allgemeinen Anwendbarkeit der einzelnen Ver-
fahren zutage. Die pragmatische Kombination einzelner
Ansitze in Consensus-Verfahren weist daraufhin, dass zurzeit
keine einzelnes, ,jideales* Verfahren existiert, das alle oben
angefithrten, fiir eine Ligand-Rezeptor-Bindung wichtigen
Beitrdge addquat beschreibt. Allerdings wurden gerade in
letzter Zeit durch die Entwicklung wissensbasierter Scoring-
Funktionen Fortschritte bei der (schnellen) Vorhersage der
Bindungsaffinitit erzielt.

Physikalisch-chemische Messverfahren zur quantitativen
Charakterisierung der Ligand-Rezeptor-Bindung sind in den
letzten Jahren deutlich weiterentwickelt worden. Insbeson-
dere die direkte Bestimmung thermodynamischer Grof3en
mithilfe von mikrokalorimetrischen Messungen erdffnet ei-
nen Zugang zum Verstdndnis des thermodynamischen Hin-
tergrundes der Bindungsaffinitit. Im Zusammenhang mit der
Strukturaufkldrung von Ligand-Rezeptor-Komplexen ergibt
sich so die Moglichkeit, eine Faktorisierung der Bindungs-
affinitét in einzelne Beitrdge vorzunehmen. Allerdings zeigen
die aufgefiihrten Beispiele der Vermessung von Serinprote-
ase-Inhibitoren, dass hierbei dem Bindungsvorgang iiberla-
gerte Schritte erkannt und adédquat behandelt werden miissen.

Mit dem Anwachsen von Strukturinformationen und ener-
getischen Daten iiber Ligand-Rezeptor-Komplexe sind in
Zukunft weitere Fortschritte im Verstdndnis und in der
Beschreibung der Bindungsaffinitit sowie die Verbesserung
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ihrer Vorhersage zu erwarten. Insbesondere die heutzutage
verwendeten Niherungen — etwa Vernachlissigung von An-
derungen des Protonierungszustandes beider Bindungspart-
ner wihrend der Komplexbildung, Betrachtung des Rezep-
tors als starr, Nichtberiicksichtigung allosterischer Effekte
und die bisher kaum addquate Beriicksichtigung von Wasser-
molekiilen bei der Ligandenbindung — werden hierbei Aus-
gangspunkte neuer Entwicklungen sein.

Anhang: Abkiirzungen

ASP atomarer Solvatationsparameter

CSD Cambridge-Strukturdatenbank, eine Datenbank
mit Kristallstrukturen niedermolekularer Verbin-
dungen!!

FEP-MD Freie-Energie-Storungsrechnung/Molekiildyna-
mik

GB/SA  Generalisierter Born-Ansatz

LIE lineare Wechselwirkungsenergie

ME Hauptgleichung (,,master equation®)

NBTI nicht-Boltzmann-thermodynamische Integration

PBE Poisson-Boltzmann-Gleichung

PDB Proteindatenbank

PLS »Partial Least Squares“-Verfahren

QSAR quantitative Struktur-Aktivitits-Beziehung

rmsd mittlere quadratische Abweichung in den karte-

sischen Koordinaten einander entsprechender
Atome in zwei Molekiilen
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