Virtuelles Screening und De Novo Design von PPARQ

Agonisten mit Oberflichen-Deskriptoren

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Naturwissenschaften

vorgelegt beim Fachbereich Biowissenschaften
der Johann Wolfgang Goethe-Universitit

in Frankfurt am Main

von
Ewgenij Proschak

aus Sankt Petersburg

Frankfurt 2008
(D30)



vom Fachbereich Biowissenschaften der Johann Wolfgang Goethe-Universitit als

Dissertation angenommen.

Dekan: Prof. Dr. Volker Miiller
Erster Gutachter Prof. Dr. Gisbert Schneider
Zweiter Gutachter  Prof. Dr. Manfred Schubert Zsilavecz

Datum der Disputation:



Eidesstattliche Erklarung

Hiermit bestitige ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Dissertation selbstindig

angefertigt und mich anderer Hilfsmittel als der in ihr angegeben nicht bedient habe.

Frankfurt am Main, den.........................

(Ewgenij Proschak)



Zusammenfassung

Die Komplementaritdt der molekularen Oberflachen und der Pharmakophorpunkte ist
ein verbreiteter Konzept im rechnergestiitzen Molekiildesign. Diesem Konzept folgend
wurde die Software SQUIRREL neu entwickelt und in der Programmiersprache Java
implemetiert. Die Software generiert die Vorschlidge fiir den bioisosteren Ersatz von
Molekiillen und Molekiilfragmenten. SQUIRREL kombiniert Oberflachen- und
Pharmakophoreigenschaften bioaktiver Substanzen und kann im virtuellen Screening

und fragment-basierten de novo Design eingesetzt werden.

In einer prospektiven Studie wurde SQUIRREL verwendet, um neue selektive PPARO-
Agonisten aus einer kommerziellen Molekiildatenbank zu identifizieren. Die Software
lieferte eine potente Substanz (ECsp= 44 nM) mit iiber 100facher Selektivitit gegeniiber
PPARY.

In einer zweiten Studie wurde eine Leitstruktur de novo generiert und synthetisiert. Als
Ausgangstruktur diente der bekannte PPAR&-Agonist GW590735. Wihrend des
Designvorgangs wurden zwei Teilstrukturen, die fiir die Aktivitit von GW590735
verantwortlich sind, durch bioisostere Gruppen ersetzt, die von SQUIRRELnovo
vorgeschlagen wurden. Die neue Leitstruktur aktiviert PPARo in einem zellbasierten

Reportergen-Testsystem bei einem ECspvon 0.51 uM.



Summary

Shape and pharmacophoric point complementarity is a widely accepted concept in
computer-aided molecular design. Following this principle, the software SQUIRREL
was developed to provide the possibility to generate proposals for bioisosteric
replacement. SQUIRREL combines steric and pharmacophoric properties of bioactive

compounds and can be applied to virtual screening and fragment-based de novo design.

In a prospective virtual screening study, SQUIRREL was employed to identify novel
selective PPARo agonists from a large collection of screening compounds. The
software retrieved a potent hit (ECsp = 44 nM), with more than 100fold selectivity
against PPARY.

In a second application, a lead structure was designed de novo and synthesized. The
known PPARo agonist GW590735 was chosen as a starting point. In the design
process, two moieties were replaced by bioisosteric groups suggested by
SQUIRRELnovo, which are responsible for compound potency. The new lead structure
yielded submicromolar activity on PPAR, (ECsp = 0.51 uM) in a cell-based reporter-

gene assay.
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Einleitung

., Wirkstoffdesign ist Wissenschaft, Technologie und Kunst. “
Hans-Joachim Bohm [Bohm1996]

Die Arzneimittelforschung benotigt neue Wirkstoffe, die wirksam und sicher sind. Das
rationale Design von Wirkstoffen gewinnt dabei immer mehr an Bedeutung. Computer-
basierte Techniken kdnnen auf vielen Etappen der Entwicklung eines Medikaments zum
Einsatz kommen. In dieser Arbeit werden insbesondere die Entwicklung und
Anwendung der Methoden beleuchtet, die am Anfang der Entstehung eines
Medikaments stehen und die Leitstrukturfindung erleichtern sollen.

Eine Leitstruktur ist eine Verbindung, die iiber die gesuchte biologische Aktivitit
verfiigt. Sie zeichnet sich durch spezifische Bindung an das Zielprotein und
synthetische Zuginglichkeit aus [B6hm1996].

Die Findung der Leitstruktur kann auf vielerlei Arten erfolgen, Medikamente wie
Penicillin ~ wurden durch Zufall entdeckt [Flemingl929]. Die moderne
Wirkstoffforschung setzt auf unterschiedliche Techniken [Keserii2006], um potentielle
Leitstrukturen zu identifizieren. Virtual Screening ist eine davon. Unter Screening
(engl. to screen, ,durchmustern®, durch Eliminierung auswdhlen) versteht man die
mehr oder weniger gezielte Priifung grofier Zahlen von Substanzen [Bohm1996]. Im
Gegensatz zum Hochdurchsatz-Screening [Gordon1994] (engl. high-throughput
screening, HTS), einem Verfahren, bei dem 10*-10° Substanzen mit Hilfe von
automatisierten Testsystemen auf gewiinschte biologische Aktivitit experimentell
gepriift werden, reduziert das Screening in silico, auch Virtual Screening genannt, den
Testaufwand auf 100-1000 Strukturen [Schneider2002].

Einen anderen Weg geht das de novo Design. Bei dieser Strategie wird versucht, eine
Struktur mit gewiinschter Aktivitdt inkrementell aus Strukturfragmenten oder gar
Atomen  aufzubauen [Schneider2005]. Als Referenz kann die durch
Rontgenkristallographie oder Kernspinresonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic
resonance, NMR-Spektroskopie) aufgeklirte Struktur des Rezeptors (strukturbasiertes

de novo Design) dienen. Ist diese nicht vorhanden, unzureichend aufgelost oder weist



induzierte-Passform (engl. induced-fit) Phinomene auf, wird das liganden-basierte de
novo Design eingesetzt. Bei dieser Variante dienen eine oder mehrere Molekiile mit
bekannter Aktivitit als Referenz fiir das Design einer neuen Leitstruktur.

Virtual Screening avancierte seit den 90er Jahren zu einer Standardprozedur der
Leitstrukturfindung und einer Alternative bzw. Erginzung zu HTS [Klebe2006,
Seifert2007]. Die Anzahl der Publikationen mit dem Stichwort ,,virtual screening auf
der Webseite des Bibliothekssammlungsdienstes PubMed (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/pubmed/) steigt jahrlich an (Abbildung 1). Hingegen verlduft die Entwicklung
der de novo Design-Verfahren langsamer, die Anzahl der Publikationen bleibt seit 7
Jahren auf konstantem Niveau. Die Anzahl der prospektiv erfolgreichen Studien ist

tiberschaubar [Schneider2005, Proschak2008].
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Abbildung 1: Anzahl der Publikationen mit Stichwort ,,de novo design® (hellgrau) und ,,virtual
screening‘ (dunkelgrau) bei PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

Ein Ziel dieser Arbeit ist es daher, nicht nur ein Verfahren fiir de novo Design zu
entwickeln, sondern auch experimentell, d.h. durch erfolgreiche Synthese und Testung

die Anwendbarkeit in der Praxis zu zeigen.



PPARs — Peroxisom Proliferator Aktivierte Rezeptoren

PPAR ist ein Rezeptor aus der Familie der nukledren Rezeptoren. Es existieren drei
Subtypen: PPARa, PPARS und PPARY. PPAR spielen eine entscheidende Rolle bei der
Lipid- und Glucosehomeostase [Rau2008]. Die Aktivierung von PPAR fiihrt zur
Dimerisierung mit dem Retinoid X Rezeptor (RXR) und der Expression von Genen, die
beim Transport und der Metabolisierung von Glucose und Fettsdauren eine Rolle spielen
[Desvergne1999]. Die Ubersicht iiber die Funktionen wird in der Abbildung 2 gegeben
[Steinhilber2005].

Die niedermolekularen Modulatoren von PPAR konnen je nach ihrer Wirkungsweise in
Agonisten, partielle Agonisten und Antagonisten unterteilt werden. Die Messung der
Aktivitdt kann im zellbasierten Reportergen-Testsystem erfolgen [Rau2006]. Dabei
fiihrt die Zugabe eines PPAR-Agonisten zur Expression des Reportergens, z.B. der
Luciferase. Partielle Agonisten aktivieren zwar die Genexpression, jedoch erreicht diese
nicht das Level des Agonisten. Antagonisten hingegen blockieren die Expression des

Reportergens, die durch einen Agonisten induziert wird.
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Abbildung 2. (aus [Steinhilber2005]): Die Funktion von PPAR am Beispiel der Adipocyten.

Die endogenen Liganden der PPARSs sind Fettsduren [Berger2002]. Die Regulation der
PPARs spielt eine wichtige Rolle bei Erkrankungen, die mit Entziindungen einhergehen
[Széles2007], Dyslipiddmie [Rau2008, Duval2007], Diabetes Typ 2 [Gelman2007]. Die
hohe Bedeutung von PPARs fiir therapeutische Anwendungen ist in zahlreichen

Reviews dargelegt [Willson2000, Kersten2000, Desvergne2004].



PPARs bestehen im Wesentlichen aus einer N-terminalen A/B Domine, der DNA-
Bindedomiéne (DBD), einer Hinge-Region und einer Liganden-Bindedomiéne (LBD)
[Sher1993]. Die A/B Domine von PPAR ist 100 Aminosduren (AS) lang und ist fiir
die Liganden-unabhingige Aktivierung verantwortlich. Die DBD umfasst 66 AS und
enthdlt 2 Zink-Finger-Motive, die fiir die DNA-Erkennung und -Bindung
verantwortlich sind. Die Hinge-Region ist 78 AS lang und dient als Scharnier (engl.
hinge) zwischen der DBD und LBD. Die 224 AS lange LBD ist fiir die
Ligandenabhingige Aktivierung verantwortlich. Die Struktur der LBD von PPARw ist
in Abbildung 3 gezeigt.

Y464

Abbildung 3: Rontgenkristallstruktur von PPARa (PDB Struktur 2P54 [Sierra2007]). a) Die LBD
von PPARq, die tief vergrabene Bindetasche ist in griin dargestellt. b) Die schematische
Unterteilung der Bindetasche. Die acide Kopfgruppe des Liganden interagiert mit 4 Aminosiuren
(mit schwarzen Strichlinien gekennzeichnet).

Die Strukturen aller PPAR Subtypen wurden durch Rontgenkristallographie aufgeklért.
Im Mai 2008 waren 50 Strukturen in der Protein Data Bank (PDB) [Berman2000]
verzeichnet. Die Bindetasche ist mit 1300-1400 A3 sehr groB und vergraben
[Zoete2007]. Das durchschnittliche Volumen der Bindetaschen, die von einem
Liganden besetzt sind, liegt bei 610 A3 [An2005]. Fiir eine bessere Ubersicht wird die
Bindetasche in mehrere Subtaschen unterteilt (Abbildung 3b) [Pirard2003]. Fiir die
Aktivierung ist die Konformation der AF-2 Helix entscheidend (Abbildung 4), diese
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wird in der aktiven Konformation durch die Interaktionen des Liganden mit vier Resten
stabilisiert (S280, Y314, H440, Y464 in PPARa [Sierra2007]; S289, H323, Y473,
H449 in PPARY[Xu2001]). Diese Interaktionen werden von der meist aciden
Kopfgruppe der Liganden eingegangen. Die Liganden gehen eine charakteristische U-

Konformation ein, indem sie sich um die Helix H3 legen [Xu1999].

Abbildung 4: Konformationsinderung von PPARQ nach der Bindung eines Agonisten. Die
Bewegung der AF-2 Helix (rot) ist wichtig fiir die Bindung an die DNA. a) Bindemodus des
Antagonisten GW6471 (PDB Code 1KKQ [Xu2002a]) b) Bindemodus des Agonisten GW409544
(PDB Code 1K7L [Xu2001]).

Die meisten PPAR-Agonisten sind Fettsdureanaloga und zeigen den typischen Aufbau,
bestehend aus einer aciden Kopfgruppe, einem aromatischen Kern, einem Linker und
einem hydrophoben Rest [Kuhn2006]. Die Selektivitit zwischen den Subtypen wird
meist durch die Ausnutzung der Unterschiede in den linken proximalen und distalen
Subtaschen erreicht [Markt2007]. Der Unterschied wird in der Abbildung 5 deutlich:
die linke proximale Subtasche von PPAR ist deutlich kleiner, Selektivitit fir PPARYy

wird durch den grolen Benzophenon-Substituenten erreicht. Y314 ist bei PPARY durch
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den kleineren Rest H323 ausgetauscht, dadurch sind grof3e Kopfgruppen wie im Fall der
Thiazolidindione selektiv fiir PPARY.

Abbildung 5: Unterschiede in der Bindetasche von PPARa und PPARY. Die linke proximale
Subtasche ist bei PPARY grofier und kann Substituenten mit groBeren Volumina aufnehmen. a)
Gebundene Konformation des PPARa-Agonisten GW590735 5 (PDB Code 2P54 [Sierra2007]) in
der Bindetasche (griin). B) Gebundene Konformation des PPARY-Agonisten Farglitazar 8§ (PDB
Code 1IFM9 [Gampe2000]).

Typische PPARa-Agonisten sind Derivate der Fibrinsdure. Sie zeichnen sich durch ein
gemeinsames strukturelles Element, den 2-Hydroxy-2-Methylpropionsidure-Rest aus
[Sierra2007]. Die Molekiile Clofibrat 1, Fenofibrat 2 und Bezafibrat 3 sind seit den 60er
Jahren als Triglycerid-Senker eingesetzt worden [Svobodal966, Formanl1997]. Die
Fibrate 1-3 sind jedoch vergleichsweise schwache Agonisten von PPAR«Q
[Willson2000]. Zwei der kiirzlich entwickelten Fibrate LY518674 4 [Singh2005] und
GW590735 5§ [Sierra2007] erreichten die klinische Entwicklung, die jedoch fiir
LY518674 nach der klinischen Phase II abgebrochen wurde [Rau2008]. Die Fibrate
LY518674 und GWS590735 zeigen hohe Potenz und grofle Selektivitit gegeniiber
PPARY (ECsp =24,5 nM und 310fache Selektivitit bei LY518674, ECsp = 4 nM und
mind. 500fache Selektivitit bei GW590735).

12
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Typische PPARYy-Agonisten sind Thiazolidindione [Lehmannl1995] und Tyrosin-
Analoga [Henke1998]. Die relevantesten Vertreter der beiden Klassen sind Rosiglitazon
6, Pioglitazon 7 und Farglitazar 8. Alle zeigen betrichtliche Potenz und Selektivitit
gegeniiber PPARa [Xu2001] (Rosiglitazon: ECsp = 18 nM und mind. 500fache
Selektivitit gegeniiber PPARq, Pioglitazon: ECsy = 280 nM mind. 35fache Selektivitit
gegeniiber PPAR«, Farglitazar: ECsp = 0,2 nM und 1250fache Selektivitiit gegeniiber
PPAR).
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Die PPAR-Agonisten Fenofibrat, Gemfibrozil, Clofibrat, Bezafibrat, Ciprofibrat,

Pioglitazon und Rosiglitazon sind bereits auf dem Markt. Die Nebenwirkungen der
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bereits zugelassenen Substanzen, wie z.B. Gewichtszunahme, Wassereinlagerung,
Myopathie, Homocysteindmie und Creatinindmie machen jedoch die Erforschung neuer

Substanzklassen notwendig [Rubenstrunk2007, Shearer2007].

Rechnergestiitzte Wirkstoffdesign-Methoden bei der Suche
nach neuen PPAR-Agonisten

Die therapeutische Relevanz, eine vergleichsweise hohe Anzahl aufgeloster
Rontgenkristallstrukturen, ein breites Spektrum bekannter Leitstrukturen und etablierte
Testsysteme machen PPARs zu einem bevorzugten Modell-Target zur Evaluierung
neuer Methoden fiir das rechnergestiitzte Wirkstoffdesign. Mehrere aktuelle Studien
zeigen den erfolgreichen Einsatz von Virtual Screening bei der Suche nach neuen
PPAR-Liganden [Seifert2007].

Derksen et al. [Derksen2006] stellten basierend auf unterschiedlichen
zweidimensionalen Deskriptoren mit Hilfe maschineller Lernverfahren Modelle fiir
PPAR-Agonisten auf und konnten dabei mehrere Hits aus der SPECS Datenbank
(www.specs.net, SPECS, Delft, Niederlande) im zellbasierten Aktivierungsassay
bestétigen. Das bei dieser Studie gefundene Molekiil 9 aktivierte PPARY signifikant bei
100 uM.

Scarsi et al. [Scarsi2007] bedienten sich der Rontgenkristallstruktur von PPARY und
konnten die Klasse der N-Acylsulfonamide als potente PPARY-Agonisten identifizieren.
Die durch Docking gefundene Struktur 10 aktiviert PPARY bei pECsp von 5.

Lu et al. [Lu2006] wandten die Software Catalyst (Catalyst v. 4.7, Accerlys Inc, San
Diego, USA) unter Beriicksichtigung der Form des Liganden an [Hahn1997] und
konnten in der Maybridge Datenbank (Maybridge Chemical Company, Tintagel, UK)
potente selektive PPARY-Agonisten identifizieren. Die nachfolgende Suche der
nichsten Nachbarn des ersten Hits fiihrte in der zweiten Screening-Runde zu dem
Sulfonamid-Derivat 11, das mit einem /Csp von 22,7 nM an PPARY bindet.

Salam et al. [Salam2008] durchsuchten eine Naturstoff-Datenbank mit einem Docking-
Verfahren und konnten dabei mehrere Flavonoide als PPARY-Agonisten identifizieren.
Erwihnenswert ist hier psi-Baptigenin 12, welches PPARY mit einem ECsp von 2,9 uM

aktivierte.
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Li et al. [Li2007] fiihrten eine Dockingstudie mit einer virtuellen kombinatorischen
Bibliothek Chalkon-abgeleiteter Fibrate durch. Die ausgewihlten und synthetisierten

Verbindungen waren potente PPAR0—Agonisten, die beste Struktur 13 aktivierte

PPARO mit ECsp = 60 nM.

Das primire Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines Verfahrens fiir das virtuelle
Screening und das de novo Design. Im Vordergrund steht dabei die Anwendbarkeit des
neuen Verfahrens in der Leitstrukturfindung neuer PPARO-Agonisten. Wichtig fiir die
Beurteilung der Methoden ist die bestitigte Aktivitit der gefundenen Substanzen im
zellbasierten Testsystem, welches im Arbeitskreis von Prof. Schubert-Zsilavecz etabliert

ist [Rau2006].
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Theoretische Methoden

Shape Deskriptoren und Shape Matching

Die sterische Komplementaritit der Bindetasche und des Liganden ist eines der
Grundprinzipien der molekularen Erkennung [Mezey1993]. Fast alle Docking-Ansitze
beriicksichtigen dies implizit. Was aber, wenn die Strukturinformation nicht vorhanden
oder fiir das Docking unbrauchbar ist? Insbesondere die Beteiligung von
Wassermolekiilen an Protein-Ligand-Interaktionen, die Flexibilitit des Proteins und die
unzureichende Auflosung der Struktur erschweren den Einsatz von Docking-Software
[Sousa2006]. Die liganden-basierten Virtual Screening- und de novo Design-Techniken
setzen darauf, dass Molekiile mit dhnlichen Eigenschaften auch dhnliche biologische
Aktivitit aufweisen [Johnson1989, Willett1998]. Bezogen auf die sterische
Komplementaritdt kann also daraus gefolgert werden, dass Molekiile mit @hnlicher
Form sich in ihrer biologischen Aktivitét dhneln.

Diese Ahnlichkeit der Form (engl. shape similarity) wurde in mehreren Ansitzen
beriicksichtigt. So beschreibt Arteca [Artecal996] unterschiedliche Moglichkeiten, die
Form mittels Shape-Deskriptoren zu kodieren. Ein Beispiel fiir solche Shape-
Deskriptoren ist die Globularitit (engl. globularity), definiert als das Verhiltnis ders
ersten und des dritten Eigenwertes der Kovarianzmatrix der Atomkoordinaten
[Grabowski2007]. Liegt die Globularitét nah bei 1, ist das Molekiil sphérisch geformt.
Mehrere Verfahren beschreiben die Shape-Ahnlichkeit iiber den Uberlapp der Volumen.
Hahn [Hahn1997] schldgt vor, die Volumendifferenz in einem 3D-Gitter als
AhnlichkeitsmaB zu benutzen. Diese Methode wurde als Erginzung der Catalyst
Software [Greenel994] implementiert. Eine weitere Losung wurde von Grant et al.
[Grant1995] entwickelt. Hierbei wird das Volumen des Molekiils als die Summe
Gauly’scher Funktionen dargestellt. Dadurch kann die Volumendifferenz analytisch
berechnet und die Minimierung der Volumendifferenz wesentlich beschleunigt werden
[Grant1996]. Diese Methode ist in der kommerziellen Software ROCS
(http://www.eyesopen.com/products/applications/rocs.html, Openeye Scientific

Software, Santa Fe, USA) verfiigbar.
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Einen anderen Ansatz verfolgten Mavridis et al. [Mavridis2007], indem sie die
molekulare Oberfldache iiber sphirische harmonische Koeffizienten darstellen und
vergleichen. Der Vorteil dieses Vorgehens ist die Reduzierung der Freiheitsgrade bei
der Uberlagerung von 6 (Rotation und Translation) auf 3 (ausschlieBlich Rotation).

Diese Verfahren wurden erfolgreich im Bereich des Virtual Screenings eingesetzt
[Rush2005, Bologa2006, Bostrom2007]. Leider bieten diese Verfahren jedoch keine
Moglichkeit, molekulare Fragmente mit einem Referenzmolekiil sinnvoll zu iiberlagern
und diese zu bewerten. Dies ist aber fiir fragment-basierten de novo Design zwingend
notwendig. Zwei Ansitze, die solches Vorgehen ermdéglichen wiirden, wurden bereits
entwickelt. Cosgrove et al. [Cosgrove2000] haben die Kurvatur an jedem Punkt der
molekularen Oberfliche berechnet und Punkte mit dhnlicher Kurvatur mit Hilfe eines
Clustering-Algorithmus  zusammengefasst. Hofbauer et al. [Hofbauer2004]
entwickelten ein dhnliches Verfahren, mit dem Unterschied, dass die Punkte nicht
zusammengefasst, sondern Maxima und Minima betrachtet werden. Beide Verfahren
benutzen Graphen-Algorithmen fiir die Uberlagerung der Molekiile und erlauben daher
ein partielles Matching der Oberflichen, konnen also potentiell fiir die Uberlagerung
von Molekiilfragmenten dienen. Diese Verfahren wurden aber als zeitintensiv
beschrieben und sind fiir groe Datenmengen ungeeignet. Deshalb wurde in der
vorliegenden Arbeit ein Verfahren entwickelt, welches dem von Cosgrove und

Hofbauer dhnlich ist, dieses jedoch in der Geschwindigkeit iibertrifft.
Entwickelte Methoden

Shapelets

Oberflichengenerierung

Der erste Schritt der Shapelets-Methode ist die Generierung der molekularen
Oberfliche. Das Molekiil M wird dabei durch eine kontinuierliche Funktion im
dreidimensionalen Raum beschrieben. Dabei wird das etablierte Konzept [Blinn1982,

Grant1995] verwendet, das Molekiil M durch eine Summe modifizierter Gaul3’scher
Funktionen zu modellieren (Formel 1). x steht dabei fiir die riumlichen Koordinaten, N
fiir die Anzahl der Atome im Molekiil, ;n fiir die Atomkoordinaten, und r, fiir den van-

der-Waals Radius des n-ten Atoms.

17



2(F=E )2
N 2(x—¢,)

— r 2
M(x)= Ze " Formel 1
n=1

Die Werte von M (X) werden an jedem Punkt eines kubischen Gitters berechnet, in dem

sich das Molekiil M befindet. Dieses Gitter wird vom Marching Cubes Algorithmus
[Lorensen1987] benutzt, um eine Isofliche mitsamt Normalen an jedem
Oberfldchenpunkt zu extrahieren.

Marching Cubes ist ein Algorithmus, der zur Volumenvisualisierung genutzt wird. Die
Eingabe besteht aus einer Funktion im 3D-Raum f : R’ — Rund einem Isofl:ichenwert

c (engl.: cutoff). Die Funktionswerte an allen Punkten eines dreidimensionalen Gitters
(Abbildung 6a) werden berechnet. Nun iteriert der Algorithmus schichtweise iiber alle
Zellen des Gitters. Fiir jede Zelle wird ein bindrer Index berechnet. Liegt der
Funktionswert an einem Gitterpunkt tiber dem Isofldchenewert ¢, so trigt er zum Index
mit 1 bei, sonst mit 0 (Abbildung 6b). Dieser Index wird dazu verwendet, um in einer
Tabelle nachzuschauen, welche Oberflachendreiecke erzeugt werden miissen. Durch
Interpolation werden dann die Oberflichenpunkte erzeugt und gemi3 dem gefundenen

Tabelleneintrag durch Kanten verbunden (Abbildung 6c¢).

! "R D\

0 0

c)

e P I'T s

00010011

Abbildung 6: a) Ein 3-dimendionales Gitter, an dessen Eckpunkten die Funktionswerte berechnet
werden. Einer der Zellen wird vom Marching Cubes Algorithmus herausgegriffen (fett). b) Die
Eckpunkte der Zelle mit Werten iiber dem Schwellenwert ¢ (umkreist) erhalten den Index 1, die
iibrigen 0. ¢) Die Indizierung wird zum Erzeugen der Oberflichendreiecke verwendet.

Halbiert man den Gitterabstand, verachtfacht sich die Rechenzeit. Der Gitterabstand von

0.5 A stellt dabei ein Kompromiss aus Rechenzeit und Glitte der generierten Oberfliche
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dar. Der Marching Cubes Algorithmus extrahiert die Isofliche der Funktion M (X)an
jeder Gitterzelle, die einen bis sieben Eckpunkte mit Werten iiber dem Isoflichen-Wert

von c=e besitzt. Diese Isofliche entspricht offensichtlich der van-der-Waals
Oberfliche fiir einzelne Atome, ist an den Ubergingen zwischen den Atomen jedoch
glatter (Abbildung 7).

a)

Abbildung 7: a) Die van-der-Waals Oberfliche und b) die vom Marching Cubes Algorithmus
extrahierte Isofliiche der Acetylsalicylsiure.

Ein Nachteil des Marching Cubes Algorithmus ist die Generierung einer groen Anzahl
von Oberflichenpunkten, die teilweise ungleichmifBig verteilt sind [Schroeder1992].
Um diesen Nachteil auszugleichen, wurde ein einfacher Glattungsalgorithmus, genannt
Welding Vertices [Dunn2002], eingesetzt. Dieses Verfahren fasst rekursiv
Oberflichenpunkte mit einem Abstand, der geringer ist als eine gesetzte Untergrenze,
zusammen. Wihlt man die Untergrenze gemill dem Abtasttheorem [Shannon1998] als
die Hilfte des Gitterabstandes, also 0,25 A, reduziert sich die Anzahl der
Oberflichenpunkte auf ca. 60%.

Oberflichendekomposition

Die in Shapelets implementierte Oberflichendekomposition ist ein deterministisches
Verfahren, um die Oberfliche zu segmentieren. Fiir diesen Zweck wurde ein von
Zachmann [Zachmann1992] vorgestelltes Verfahren fiir die Approximation der lokalen
Oberflichenkurvatur adaptiert. Ein hyperbolischer Paraboloid wird dabei in einen
Oberflichenausschnitt mit dem Radius rg eingepasst. Die Wahl des Parameters rg = 2,5
A wurde durch visuelle Inspektion der Dekompositionsergebnisse festgelegt. An jedem
Punkt p, der triangulierten Oberfliche wird der Oberflichenausschnitt als die Menge
aller Punkte p; mit einer Oberflichendistanz dy(p,pi) < rs festgelegt. Die
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Oberflichendistanz wird als der kiirzeste Weg zwischen den Punkten p, und p; entlang
der Oberflichenkanten berechnet. Um den hyperbolischen Paraboloiden in den so
definierten Oberfldchenausschnitt einzupassen, wird jeder Punkt p; zunichst in das
sogenannte lokale paraboloide Koordinatensystem transformiert. Dieses wird durch drei
Einheitsvektoren e,, e, and e, aufgespannt. e, ist durch die Oberflichennormale am
Punkt p, definiert. e, and e, sind zwei beliebige Einheitsvektoren in der Tangentialebene

(Formel 2), wobei p ein beliebiger Punkt des Oberfldchenausschnitts ist.

_e,xX(p-p,)
e, X(p—p,) Formel 2
e,=e, Xe,

Das hyperbolische Paraboloid selbst ist durch die Formel 3 definiert, wobei u# und v die
Koordinaten im lokalen paraboloiden Koordinatensystem sind, und H die 2x2

Hess’sche Matrix ist.

u

p(u,v) = (u V)H( J Formel 3
1%

Die Koeffizienten von H konnen durch die Minimierung des quadratischen Fehlers E

(Formel 4) erhalten werden, wobei n;, u; and v; die Koordinaten jedes Punktes p; im

paraboloiden Koordinatensystem sind.

E(H) = Z (ni —pu;,v;, H))Z Formel 4

Um den Paraboloiden an den Oberflichenausschnitt anzupassen, muss E(H) minimiert
werden. Das Minimum von E(H) gibt die Giite der Anpassung wieder. Die beiden
Eigenwerte der Hess’schen Matrix H entsprechen der maximalen und minimalen
lokalen Oberfldachenkurvatur k; und k,. Die Oberflichenpunkte werden dann nach E(H)
sortiert. Der Algorithmus nimmt nun den Punkt mit dem geringsten E(H) und entfernt
den Oberflichenausschnitt um diesen Punkt aus der gesamten Oberfliche durch

Loschen der Oberflichenpunkte aus der Datenstruktur. Dies wird rekursiv fortgesetzt,
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bis keine Oberflichenausschnitte mit Radius > rg librig sind. Die Mittelpunkte der
Oberflichenausschnitte werden als charakteristische Punkte bezeichnet. Aus der
maximalen und minimalen lokalen Oberflichenkurvatur %k; und %k, an den
charakteristischen Punkten kann der von Duncan und Olson [Duncan1993] definierte

,,shape index‘“ ST (Formel 5) berechnet werden.

k, +k
SI(p,)= atan(———%) Formel 5
1~ R

Abbildung 8 zeigt den Ablauf der Oberflichengenerierung und der
Oberflichendekomposition im zweidimensionalen Raum. Das Ergebnis der
Dekomposition ist somit eine Menge von charakteristischen Punkten mit den
dazugehorigen Oberflichennormalen und den SI -Werten, welche fiir die Uberlagerung

von Molekiilen zur Verfiigung stehen.

a) oH b) » c)

L )Kmx»’

Abbildung 8: Die einzelnen Schritte der Shapelets-Berechnung. a) Das Ausgangsmolekiil. b) Jedes
Atom wird durch eine Gauf’sche Funktion approximiert. ¢) Die Funktionswerte werden auf ein
Gitter projiziert. d) Die Isofliche wird mit dem Marching Cubes Algorithmus extrahiert. e) und f)
Die Oberfliche wird mit dem Welding Edges Algorithmus geglittet. g) An jedem Punkt der

21



Oberfliche wird ein hyperboler Paraboloid an den lokalen Oberflichenausschnitt angepasst. h) ind
i) Die Mittelpunkte und die Normalen der ausgewihlten Paraboloide werden gespeichert.

Exner [Exner2002] definierte fiinf Klassen von Oberflachenausschnitten abhingig vom
Wert von SI (Abbildung 9): gleichmdflig konvex (Pfropf, SI = 1.0), langgestreckt
konvex (Grat, SI = 0.5), flach (Fliche, SI = 0.0), langgestreckt konkav (Spalt, SI = -
0.5),und konkav (Loch, SI = -1.0). In der Implementierung wurden nur Pfropfe (SI =
[0.9..1.0]) und Fldachen (SI = [-0.1..0.1]) verwendet. Spalten und Locher tauchen in
kleinen Molekiilen selten auf, die Verwendung von Graten verursacht Rauschen, da
diese besonders gut in kleinere Unebenheiten der Oberfliche passen. Bei der
Dekomposition werden somit zwei Arten von Paraboloiden gespeichert: Flachen und
Pfropfe. Die zu den charakteristischen Punkten gehorigen hyperbolen Paraboloide
werden ,,Shapelets* genannt, namensgebend fiir das gesamte Verfahren zur

Molekiiliiberlagerung.

a)

I Flache

Spalt

. Loch

Abbildung 9: a) Die Oberfliche von Guanosintriphosphat (GTP) eingefirbt nach Shape Index (SI).
b) Die Shaplets-Dekomposition der Oberfliche von GTP.
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Uberlagerung der Molekiile

Die aus der Dekomposition erhaltenen charakteristischen Punkte konnen nun fiir die
Uberlagerung zweier Molekiile basierend auf ihren Oberflicheneigenschaften benutzt
werden. Eine Uberlagerung zweier Molekiile sollte eine Vielzahl iiberlappender
Oberflichenausschnitte #hnlicher Form aufweisen. Um eine solche Uberlagerung zu
finden, wird ein Verfahren aus der Graphentheorie, die Cliquendetektion auf dem
Assoziationgraphen, benutzt. Diese Methode wurde bereits von mehreren
Forschungsgruppen zum Vergleich molekularer Oberfldchen verwendet [Gardiner2000,
Hofbauer2004]. Im Folgenden sollen einige grundlegende Definitionen aus der
Graphentheorie angefiihrt werden, welche fiir das Verstindnis der Methode notwendig
sind.
Sei Fy die Menge der Knoteneigenschaften und Fr die Menge der
Kanteneigenschaften. Ein Graph ist ein 4-Tupel G = (V, E, uy, ug), wobei
[Messmer1995]

e Veine endliche Menge der Knoten (engl. vertices) bezeichnet,

e [E c VxV die Menge der Kanten (engl. edges) bezeichnet,

e uy: V—Fy eine Funktion ist, die Knoten Eigenschaften zuweist,

e ugp: V—Fpeine Funktion ist, die Knoten Eigenschaften zuweist.
Ein Graph heifit vollstindig oder vollstindig verbunden, wenn jeder Knoten mit
einem anderen Knoten verbunden (adjazent) ist [Gasteiger2003].

Sei G = (V, E, uy, ug) ein Graph, dann heillit G’=(V’, E’, uy’, ug’) ein Subgraph von G,

wenn
o V'V,
e E'CE,

® uy =uy wennveV’,

® up’ =ug wenneck’.
Die charakteristischen Punkte bilden dabei die Knoten V eines vollstindig verbundenen
Graphen G = (V, E, uy, ug), mit den Knoteneigenschaften Fy = SI. Die
Kanteneigenschaften Fr entsprechen den Abstinden zwischen den charakteristischen
Punkten (Abbildung 10a). Gegeben seien zwei vollstindig verbundene Graphen G = (V,
E, uy, ug) und G’=(V’, E’, uy’, ug’). Nun bildet man den dazugehdrigen
Assoziationsgraphen A = (V,,E,) with V, < V X V’ in folgender Weise:
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e Fiir jedes Paar von Knoten v € Vand v’ € V’ fiige einen Knoten v, hinzu, wenn
SI von v and v’ sich um weniger als cs; unterscheiden.

e Zwei Knoten v,= (v,w), v, = (v’,w’) € V, sind durch eine Kante verbunden, wenn
die Lingen der dazugehorigen Kanten (v,v’) € E und (w,w’) € E’ sich um
weniger als c¢p unterscheiden und aulerdem gilt: v#wund v’ # w’.

Eine Clique ist ein vollstindig verbundener Subgraph. Eine Clique in A entspricht einer
raumlichen Ubereinstimmung der charakteristischen Punkte der beiden Molekiile
(Abbildung 10b). Das Problem der Cliquendetektion ist NP-vollstindig [Hopcroft2001].
Trotzdem ist in der Praxis die Berechnung mit dem Bron-Kerbosch-Algorithmus
[Bron1973] bei vorliegenden Graphgroen hinreichend schnell [Brint1987,
Gerhards1979]. Es handelt sich dabei um einen rekursiven Backtracking-Algorithmus,
der alle maximalen Cliquen in einem Graphen aufzihlt. Im Wesentlichen operiert der
BK-Algorithmus auf drei Mengen C, P und S.

Die Menge C (Clique) ist die Menge der Knoten, die bereits als komplett verbunden
gefunden wurden, also eine Clique bilden. Die Menge P (Potential) enthélt diejenigen
Knoten, die zu dem zuletzt zu C hinzugekommenen Knoten adjazent sind, folglich also
fiir die Erweiterung der Clique benutzt werden konnen. Die Menge S enthélt all die
Knoten, die nicht mehr fiir die Erweiterung von C benutzt werden konnen, weil alle
Cliquen, die diese Knoten enthalten, bereits gefunden wurden. Der Pseudocode aus

[Koch2001] gibt die Funktionsweise des BK-Algorithmus wieder.
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function find_all_cliques(C, P, S)

//enumerates all cliques in an arbitrary graph G //

C: set of vertices belonging to the current clique

P: set of vertices which can be added to C

S: set of vertices which are not allowed to be added to C
N[u]: set of vertices which are adjacent to vertex u in G

0l: Let P be the set {u;,...,ux}tcC V;

02: if P = ¥ and S = J

03: then C is a maximal clique

04: else for i < 1 to k

05: do P <« P\{u;};

06: P’ « P;

07: S’ « S;

08: N « {veV | {u;, V}I€EE};

09: find_all_cliques (Cu{u;},P’NN,S"NN) ;
10: S « S U {ui};

11: end;

12 :end;

end function

Der Algorithmus wird mit C, S = & und P=V initialisiert. Wenn die Mengen S und P
leer sind, ist C eine maximale Clique und kann ausgegeben oder gespeichert werden
(Zeile 03). Ist dies nicht der Fall, so wird jeder Knoten aus P in der Schleife (Zeilen 04-
11) bearbeitet. Ein ausgesuchter Knoten u; wird aus P entfernt (Zeile 05), P wird nach
P’ (Zeile 06) und S nach S’ (Zeile 07) kopiert, um fiir den rekursiven Aufruf verwendet
zu werden. Knoten, die mit u; verbundenen sind, werden in N gespeichert (Zeile 08).
Der rekursive Aufruf erfolgt mit der Menge CU{u;} (die bereits gefundene Clique wird
um u; erweitert), PNN (nur die Knoten in P, die mit u; verbunden sind, diirfen fiir die
potentielle Erweiterung der Clique verwendet werden) und SN (alle Knoten, die

bereits betrachtet wurden und mit u; verbunden sind) (Zeile 09). AnschlieBend wird u;
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der Menge S zugefiigt (Zeile 10). Der formale Korrektheitsbeweis ist in [Koch2001]
aufgefiihrt.

Der BK-Algorithmus wurde bereits in vielen bioinformatischen Zusammenhingen
verwendet und modifiziert [Grindleyl1993, Samudralal998, Koch2001]. Die besondere
Geschwindigkeit der sog. ,,Version2* des BK-Algorithmus [Bron1973] liegt in einer
Heuristik bei der Wahl des Knotens u; aus P. Diese motiviert sich aus der Verwendung
der Menge S, da man die Abbruchbedingung fiir die Ausgabe der Clique auch so
formulieren kann: Es gibt einen Knoten s in S, der mit allen Knoten in P verbunden ist.
Ein solcher Knoten s kann niemals aus S entfernt werden. Somit haben wir eine
Moglichkeit, vorzeitig vorherzusagen, ob ein Ast im Backtrackingbaum zum Erfolg
fiihrt oder nicht. Allgemein nennt man diese Backtracking-Technik die ,,branch-and-
bound* Methode, das Abbruchkriterium selbst ist das ,,branch-and-bound‘ Kriterium
[Schoning2001]. Die ,,Version2* des BK-Algorithmus sucht u; aus P so aus, dass das
,branch-and-bound* Kriterium moglichst schnell erfiillt wird. Dies geschieht in
folgender Weise: alle Knoten in § sind mit einem Zahler assoziiert, welcher die Anzahl
der Kanten zu den Knoten in P wiedergibt. Verschiebt man nun einen Knoten p aus P
nach S, so vergroBern sich die Zihler aller Knoten in S hochstens um 1 und p bekommt
einen neuen Zihler. Das ,,branch-and-bound* Kriterium kann nun folgendermafen
formuliert werden: Es gibt einen Knoten s in S mit Zihler z = |PI. Bron et al. [Bron1973]
zeigen, dass man dieses Kriterium am schnellsten erreicht, wenn man u; aus P so
auswihlt, dass u; mit demjenigen Knoten s in S durch eine Kante verbunden ist, welcher
den hochsten Zihler z hat. Dadurch erh6ht man in jedem Schritt den Zidhler von s um 1,

das ,,branch-and-bound* Kriterium wird auf dem schnellstmoglichen Wege erreicht.
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2,7

[1,4'2,2'3,1"] [1,2'2,4" [1,3'3,11

[2,3' 3,11 [2,4' 3,11

Abbildung 10: Prinzip der Cliquendetektion auf dem Assoziationsgraphen. a) Zwei Graphen, die es
zu iiberlagern gilt. Die Knotentypen entsprechen der Einfarbung (schwarz und weif}), die Kanten
sind mit dem geometrischen Abstand beschriftet. b) Der Assoziationsgraph, der aus den Graphen
in a) erstellt wird. ¢c) Alle Uberlagerungen, die den Cliquen des Assoziationsgraphen aus b)

entsprechen, jede Clique besteht mindestens aus zwei Knoten.
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Der Algorithmus findet alle Cliquen in einem Graphen, daher sind mehr als eine
Uberlagerung moglich (Abbildung 10c). Ist eine Ubereinstimmung gefunden, koénnen
die Molekiile anhand der korrespondierenden Punkte mittels der Minimierung der

kleinsten Fehlerquadrate iiberlagert werden [Kabsch1976].

SQUIRREL

Die Shapelets-Methode ist in der Lage, unterschiedliche Uberlagerungen zweier
Molekiile herzustellen. Allerdings wird dabei nur die Form der Molekiile beriicksichtigt.
Zudem gibt Shapelets bereits bei zwei Molekiillen mit jeweils einer Konformation
zumeist mehrere Moglichkeiten einer Uberlagerung aus. Eine Bewertungsfunktion soll
nun eingefiihrt werden, welche die Durchfiihrung folgender Szenarien ermoglicht:

e (Gegeben seien zwei Molekiile in der bioaktiven Konformation mit gleichem
Bindemodus. Finde die Uberlagerung der beiden Molekiile, wie sie von der
Bindetasche vorgegeben ist (,,rigid body alignment).

e (Gegeben seien ein Molekiil in der bioaktiven Konformation und mehrere
Konformere eines zweiten Molekiils, dessen bioaktive Konformation unbekannt
ist. Finde diejenige Konformation des zweiten Molekiils, die potentiell der
bioaktiven Konformation entspricht (,,semi-flexible alignment*).

¢ Gegeben seien zwei oder mehr Molekiile mit jeweils mehreren Konformationen.
Finde die beste Uberlagerung, welche im Idealfall den bioaktiven
Konformationen in der Bindetasche entspricht (,,flexible alignment* und
,multiple flexible alignment*).

® Gegeben seien ein Molekiil in der bioaktiven Konformation und eine Datenbank
(10%-107) von Molekiilen mit mehreren Konformeren. Finde durch Uberlagerung
diejenigen Molekiile, die dhnliche biologische Aktivitdt wie das erste Molekiil
aufweisen (,,virtual screening®).

e (Gegeben seien ein Molekiil in der bioaktiven Konformation und molekulare
Fragmente. Finde Uberlagerungen von Teilen des Molekiils mit Fragmenten, die
diese Teile ohne Verlust biologischer Aktivitit ersetzen kdnnen (,,bioisosteric
replacement®).

Die LIQUID (Ligand-based Quantification of Interaction Distributions)

Bewertungsfunktion ist eine Pharmakophor-basierte Bewertungsfunktion [Tanrikulu
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2007]. Eine Besonderheit von LIQUID ist die Unschirfe (engl. fuzziness) bei der
Darstellung der potentiellen Pharmakophorpunkte (PPP). Im Folgenden werden die
Einzelheiten der LIQUID-Bewertungsfunktion beschrieben.

Atomtypisierung

Der erste Schritt in der Generierung des Pharmakophor-Dichtefeldes ist die Zuweisung
der Pharmakophortypen zu einzelnen Atomen. Folgendes Zuweisungsschema wird von
der LIQUID Bewertungsfunktion benutzt:

e Als lipophil (,,L*“) werden alle Kohlenstoffatome angesehen, die nicht an ein
Heteroatom gebunden sind; auBerdem Chlor-, Brom-, und lodatome, sowie
Schwefelatome, die nicht an Wasserstoffe, Stickstoffe oder Sauerstoffe
gebunden sind.

e Als Wasserstoffbriickendonoren (,,D*) werden alle Sauerstoffe und Stickstoffe,
gebunden an ein Wasserstoffatom, angesehen.

¢ Als Wasserstoffbriickenakzeptoren (,,A*) werden alle Stickstoffatome, die nicht
an ein Wasserstoffatom gebunden sind; sowie alle Sauerstoffatome angesehen.

Zu beachten ist, dass einem Atom mehrere Pharmakophortypen zugewiesen werden
konnen. So wird der Sauerstoff in einer Hydroxylgruppe sowohl als
Wasserstoffbriickendonor als auch -—akzeptor betrachtet. Im Gegensatz zu den
Programmen LUDI [Bohm1992] und CATS [Schneider1999] wird nur zwischen 3
Atomtypen unterschieden. Die geringe Zahl der Atomtypen bringt zusitzliche
Unschirfe in die Methode ein und ermdglicht das auffinden unterschiedlicher

chemischer Grundgeriiste (scaffold-hopping).

Zusammenfassen benachbarter PPPs

Um das Pharmakophor-Dichtefeld zu berechnen und die Unschirfe in die
Bewertungsfunktion einzufiihren, miissen benachbarte PPPs zunichst zusammengefasst
werden. Dieser Vorgang wird auch als ,,Clustern® oder ,,Clustering bezeichnet.
Zundchst wird fiir jedes Atom die lokale Eigenschaftsdichte (engl. Local Feature
Density, LFD) berechnet. LDF eines Atoms vom Pharmakophortyp 7 ist gegeben durch
Formel 6, wobei N die Gesamtanzahl der Atome des Typs 7T, D, der Abstand der Atome

im Raum und . ein vorgegebener Radius ist. Ist ein Atom atom, von anderen Atomen
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des gleichen Typs T umgeben tragen diese zu seiner LFD in Abhédngigkeit vom Abstand

bei. Liegen sie dabei aullerhalb des Radius r, so ist dieser Beitrag 0.

N D T T
LFD(atom]) = Z max{O,l _ D, (atom ,atom; ) Formel 6
i=1 r

c

Nun konnen die Atome anhand ihrer LFD zu Clustern zusammengefasst werden. Dazu

wird bedient man sich einer Union-Find-Strategie.

INIT: each atom is a singleton
FOR each atom i of type T
FOR each atom j of type T
calculate Distance (i, Jj)
IF Distance (i, j)<r. THEN
FIND maxLDF (Cluster;)
FIND maxLDF (Cluster;)
IF maxLDF (Cluster;)< maxLDF (Clustery) THEN
UNION (Cluster;,Cluster;y)

Am Anfang reprisentiert jedes Atom ein Cluster. Wird nun innerhalb des Radius 7, ein
anderes Atom des gleichen Typs gefunden, wird die maximale LFD der Cluster gesucht,
denen die Atome i und j angehoren (Find). Ist die maximale LFD des Clusters, dem
Atom i angehort groBer oder gleich der maximalen LFD des Clusters dem Atom j

angehort, werden diese Cluster vereinigt (Union).

Berechnen des Pharmkophor-Dichtefelds

Sind die Atome zu Clustern zusammengefasst, kann das Pharmkophor-Dichtefeld
berechnet werden. Jeder Cluster tridgt zum Dichtefeld mit einer trivariaten Gauss’schen

Funktion (Formel 7) bei. Die Parameter £ und Z werden von der Grofle, Form und der
rdumlichen Lage des Clusters bestimmt. ZZ ist der geometrische Mittelpunkt, X die

Covarianzmatrix des Clusters.
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G(X)= exp[—%(?c - (x- ﬁ)) Formel 7

Das Pharmakophor-Dichtefeld setzt sich somit aus mehreren Gauss’schen Funktionen
zusammen. Wird nun ein Molekiil durch Uberlagerung in das Pharmakophor-Dichtefeld
gebracht, kann fiir jedes Atom mit den Koordinaten a und vom Pharmakophortyp 7 eine

Bewertung (engl. Score) S(a,T) nach Formel 8 berechnet werden.

0, wenn T unbestimmt

3G, (@~(YG,@)+Y G, (@) wenn T =L
> G,(@)-Y.G,(a),wennT =D

> G,(@)—-Y G, (@), wennT = A

S, T)=

Formel 8

Die Bewertungsfunktion wird negativ, wenn z.B. ein lipophiles Atom in der Mitte eines
Akzeptor- oder Donorclusters zu liegen kommt und umgekehrt. Damit wird der
ungiinstige entropische Beitrag nicht abgesittigter Wasserstoffbriicken bei der Protein-

Ligand Wechselwirkung implizit beriicksichtigt.

\ / NH,

Abbildung 11: Die Berechnung der LIQUID-Pharmakophordichtefunktion. a) Das
Ausgangsmolekiill. b) Den Atomen werden Pharmakophortypen zugewiesen (rot:
Wasserstoffbriickenakzeptor, blau: Wasserstoffbriickendonor, griin: lipophil). ¢) Die Cluster der
riaumlich benachbarten Atome gleichen Typs werden durch trivariate Gauf3’sche Funktionen

approximiert.
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SQUIRREL - ein Programm fiir das virtuelle Screening

SQUIRREL (Sophisticated Quantification of InteRaction Relationship) kombiniert die
Shapelets-Methode fiir die Uberlagerung der Molekiile mit der LIQUID-
Bewertungsfunktion. Ist ein Molekiil mit bekannter biologischer Aktivitit und in seiner
aktiven Konformation gegeben, kann man eine Datenbank nach absteigender Bewertung
sortieren und die am besten bewerteten Molekiile fiir die Durchfithrung biochemischer
oder biologischer Tests (engl. Assays) bestellen. Abbildung 12 gibt den Ablauf einer

solchen Prozedur wieder.
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Abbildung 12: Berechnung der molekularen Uberlagerung, dargestellt in einem Flussdiagramm.

SQUIRRELNnovo

Die SQURREL-Methode kann auch dazu verwendet werden, molekulare Fragmente mit
dem Referenz-Molekiil zu iiberlagern, um Vorschldge fiir den bioisosteren Ersatz
bestimmter Teile des Referenzmolekiils zu generieren. SQUIRRELnovo verwendet das
Konzept der pseudo-retrosynthetischen Fragmentierung mit Hilfe der RECAP
(retrosynthetic combinatorial analysis procedure) Retrosyntheseregeln [Lewell1998].
Um ein Molekiil mit Hilfe der RECAP-Regeln retrosynthetisch zu zerlegen, werden
zunichst die Bindungen, an denen gespalten wird, identifiziert. Dies geschieht mit Hilfe
von MQL (Molecular Query Language) [Proschak2007], einer Programmbibliothek

zum Auffinden von Substrukturen auf molekularen Graphen (Tabelle 1).
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Das Molekiill wird an allen gefundenen Bindungen gespalten. Die entstehenden
Fragmente werden samt der zum Fragment gehorenden charakteristischen Punkte der
molekularen Oberfldche gespeichert. Abbildung 14 zeigt eine solche Aufspaltung.
Entstehen bei der Spaltung Fragmente, die weniger als 4 charakteristische Punkte
haben, d.h. nur im geringen Mafe zur molekularen Oberfldache beitragen, werden diese
nicht gespeichert, da bei 3 Dimensionen mindestens 4 Punkte notwendig sind, um eine
eindeutige Uberlagerung zu gewihrleisten. Die Atome, deren Bindungen durch die
RECAP-Regeln gespalten wurden, werden als attachment points bezeichnet und kénnen

spater fiir die virtuelle Verkniipfung benutzt werden.

1 = Amid 2 = Ester 3 = Amin

l
\I\I\\JJ:/N/ :\'\ /‘/1 >:::<
I

4 = Harnstoff 5 = Ether 6 = Olefin

| \
N X
T §4
T N
)

7 = Quartarnares Amin 9 = Lactam Stickstoff-

aliphatischer Kohlenstoff
8 = Aromatischer Stickstoff-

aliphatischer Kohlenstoff

: \ 9
l N:'ﬁ_
70

10 = Aromatischer Kohlenstoff- 11 = Sulfonamid
aromatischer Kohlenstoff

Abbildung 13: Die RECAP Retrosyntheseregeln [Lewell1998].
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Tabelle 1: MQL-Ausdriicke fiir die verwendeten Retrosynthese-Regeln.

RECAP-Regel MQL-Ausdruck
1 = Amid C1[bound(=0)]-[!ring]N2
2 = Ester C1[bound(=0)]-[!ring]O2
3 = Amin C1-[!ring]N2[!bound(-C=0)]
5 = Ether C1-[!ring]O2[allHydrogens=0]

8 = Aromatischer Stickstoff —
N1[aromatic]-[!ring]C2[aliphatic]
aliphatischer Kohlenstoff
9 = Lactam Stickstoff — aliphatischer
N1[ring](-C'[ring]=0")-[ Iring]C2[aliphatic]
Kohlenstoff

10 = Aromatischer Kohlenstoff —
cl-[!ring]c2
aromatischer Kohlenstoff

11 = Sulfonamid NI1-[!ring]S2(=0")=0'

Auf die Implemetierung der Reaktionstypen 4 = Harnstoff und 7 = quartdrneres Amin
wird verzichtet, da diese Bindungstypen implizit von den Reaktionstypen 1 = Amid und
3 = Amin abgedeckt werden. Der Reaktionstyp 6 = Olefin wird weggelassen, weil
Fechner und Schneider gezeigt haben, dal die Verwendung dieses Reaktionstyps zu
synthetisch schlecht zuginglichen Molekiilen fiihrt [Fechner2007].

Ist eine Datenbank mit Fragmenten entstanden, konnen diese wie bei der SQUIRREL-
Methode mit dem Referenzmolekiil iiberlagert werden. Jede Uberlagerung wird mit
Hilfe der LIQUID-Funktion bewertet. Die attachment points flieBen nicht in die
Bewertungsfunktion ein, da sie durch eine neue Verkniipfung einen anderen
Pharmakophortyp erhalten konnen.

Die Datenbank der mit dem Referenzmolekiil iiberlagerten Fragmente, sortiert nach der
erhaltenen Bewertung, kann nun gefiltert werden. Die Filter sind vielfiltig und kénnen
nach dem Ermessen des Experimentators eingesetzt werden, z.B. die Molekiilmasse des
Fragments, Anzahl der Schweratome, das Vorhandensein oder die Abwesenheit von
funktionellen Gruppen, Anzahl, Lage und Art der ,attachment points* usw. Die
anschliefende Inspektion der vorgefilterten Datenbank erfolgt visuell mit dem
Programm PyMOL (http://pymol.sourceforge.net/). Dabei kann der Experimentator die

Fragmente zusammen mit dem Referenzmolekiil betrachten und sich dann fiir einen
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oder mehrere Mboglichkeiten fiir den bioisosteren Ersatz eines Teils des

Referenzmolekiils entscheiden.
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Abbildung 14: Die Zerlegung von RPR208707 [Maignan2000] in Fragmente entsprechend den
RECAP-Retrosyntheseregeln. Die Kugeln symbolisieren die ,,attachment-points®, die durch die
Spaltung der Bindungen entstanden sind. Die roten Paraboloide sind den einzelnen Fragmenten

zugewiesen und werden fiir die Uberlagerung mit Hilfe der Shapelets-Methode verwendet.

Benutzte Methoden und Programme

Als Programmiersprache wurde Java (http://java.sun.com/) in der Version 5 benutzt.
Zusitzlich wurden die frei verfiigbaren Bibliotheken JGraphT
(http://jgrapht.sourceforge.net/) in der Version 0.7.3 und Chemistry Development Kit
(CDK) [Steinbeck2003, Steinbeck2006] (http://almost.cubic.uni-koeln.de/cdk/cdk_top)
in der Version 20060714 verwendet. Die Visualisierung der Molekiile erfolgte mit
PyMOL (http://pymol.sourceforge.net/) in der Version 0.99. Die statistische
Auswertung der Ergebnisse wurde mit den Programmen Microsoft Excel 2002 und

SigmaPlot 2001 durchgefiihrt.
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Das Programm MOE v2006.08 (www.chemcomp.com/, Chemical Computing Group,
Montreal, Canada) wurde unter anderem zur Vorbereitung der Molekiildatenbanken

verwendet.

Selbstorganisierende Karten

Die selbstorganisierende Karten (engl. self-organizing maps, SOMs) wurden mit dem
Programm molmap® [Schneider1998] erstellt.

SOMs wurden zuerst von Kohonen [Kohonen1982] entwickelt und gehoren zu den
nicht-uberwachten Lernverfahren. Eine SOM besteht aus Neuronen ne N, deren
Gewichte die Position im Deskriptorraum wiedergeben und die mit anderen Neuronen
entsprechend der Netztopologie verbunden sind. Das formale SOM-Training

funktioniert entsprechend folgendem Pseudocode.

Initialize neurons N at random
while (t<tpax)
choose random sample x

determine winner neuron ny with minimal d(ny, x)

for each neN

Die Neuronen werden also zufillig initialisiert. Ist die maximale Anzahl der
Trainingsepochen ty,x nicht erreicht, wird zufillig ein Vektor x aus der Menge der
Trainingvektoren ausgewdhlt. Das ,,Gewinnerneuron® ny mit der minimalen Distanz
d(nwx) wird bestimmt. Die Wahl der Distanzmetrik ist von der Anwendung abhéngig,

in diesem Fall wurde die Manhattan-Distanz benutzt (Formel 9).

a,=b, Formel 9

d(a,b)=>"

Nun werden die Gewichte aller Neuronen entsprechend Formel 10 angepasst. A(z) ist die
zeitabhingige Lernrate und W(nw,n,t) die Nachbarschaftsfunktion, die bestimmt, wie
stark die Gewichte des Neurons n in Abhéngigkeit von der topologischen Distanz zum
Neuron ny adaptiert wird. Die topologische Distanz diop, ist der kiirzeste Abstand auf

der Netztopologie.
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An = A(t)-v(ny ,n,t)-(x —n)

ﬂ“ ina i
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initial

- dtopo (nW ’ n)2 Formel 10
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6 t/tmax
_ final
G(t) - O-initial( j

initial

v(ny ,n,t) = exp[

Eine SOM kann daher als eine nicht-lineare Projektion des Deskriptorraums, meist
einhergehend mit einer Dimensionsreduktion, betrachtet werden. Es sind
unterschiedliche Netztopologien denkbar: planar, toroidal, sphirisch usw. molmap®
implementiert die toroidale Netztopologie.

Ist eine SOM trainiert, konnen die Neuronen nach Zugehorigkeit zu einer bestimmten
Klasse eingefiarbt werden. Dabei wird jeder Trainingsvektor genau einem Neuronen
zugeordnet, namlich dem mit dem geringsten Abstand. Es konnen aber auch weitere,
nicht fiir das Training verwendete bzw. klassifizierte Punkte auf die Neuronen projiziert
werden, vorausgesetzt sie befinden sich im selben Deskriptorraum. Fallen z.B. auf ein
Neuron besonders viele aktive Molekiile, ist anzunehmen, dass unter den nicht
untersuchten Molekiilen, die auf dieses Neuron projiziert werden, auch vermehrt Aktive

sind. [Hristozov2007]

CATS Deskriptor

Der CATS Deskriptor wurde von Schneider et. al. [Schneider1999] entwickelt und in
vielen Applikationen erfolgreich eingesetzt [Derksen2006, Noeske2006, Renner2005,
Roger-Evans2004]. Um den CATS Deskriptor eines Molekiils zu berechnen, wird
jedem Atom ein Pharmakophortyp zugewiesen (vgl. SQUIRREL). Bei CATS werden
die Pharmakophortypen Wasserstoffbriickendonor (D), Wasserstoffbriickenakzeptor
(A), negativ geladen (N), positiv geladen (P) und lipophil (L) verwendet,
Mehrfachzuweisungen  sind  mdoglich. Fir alle moglichen Paare von
Pharmakophorpunkten (DD, DA, DN, DP, DL, AA, AN, AP, AL, NN, NP, NL, PP, PL
und LL) werden die kiirzesten Wege im molekularen Graphen gezédhlt und die

Héufigkeiten in einem Histogramm gespeichert. Die maximale Linge /,,,, der kiirzesten
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Wege bestimmt die Dimensionalitidt des Deskriptors, in dieser Arbeit wurde /,,,, auf 20
Bindungen gesetzt. Damit ergibt sich fiir die Dimensionalitit des Deskriptors 15x20 =
300. Der Deskriptor wurde nicht skaliert, um implizit die Information iiber die Grofie
des Molekiils zu erhalten. Um den CATS Deskriptor zu berechnen, wurde die
SpeedCATS Software (arbeitskreisinterne Version, implementiert von Dr. Ulrich

Fechner) verwendet.

ROCS

ROCS ist eine virtual screening Methode, die Ligandendhnlichkeit {iiber die
Volumeniiberlagerung definiert [Grant1996]. ROCS reprisentiert die Molekiile als eine
Summe Gaul3’scher Funktionen (Formel 1). Diese werden {iberlagert und das
Differenzvolumen schrittweise minimiert. Die Erweiterung von ROCS, die
Pharmakophorinformation der Liganden beriicksichtigt, heilt ROCS-color. Die
Software ROCS in der Version 2.3.1 (http://www.eyesopen.com/, Openeye Scientific
Software, Santa Fe, USA) wurde im Rahmen einer Kooperation mit Boehringer-

Ingelheim Pharma, Biberach a.d. Riss, zur Verfiigung gestellt.

MOE 4-Punkt Pharmacophor Fingerprints

Die 4-Punkt Pharmakophor Fingerprints sind eine weit verbreitete Methode, die von
Mason et al. [Mason1999] eingefiihrt wurde, um 3D-Konformationen von Molekiilen
zu beschreiben. Wie bei CATS wird jedem Atom ein Pharmakophortyp zugewiesen.
Jedes 4-Tupel von Atomen bildet einen Tetraeder (Abbildung 15). Abhédngig von
Seitenldngen und Pharmakophortypen der Atome entspricht jeder Tetraeder einem Bit
im Fingerprint. In dieser Arbeit wurden die Fingerprints aus MOE v2006.08

(www.chemcomp.com/, Chemical Computing Group, Montreal, Canada) benutzt.
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Abbildung 15: Beispiel fiir die Erzeugung des 4-Punkt-Pharmakophor-Fingerprints. Jedes
Tetraeder mit Eckpunkten an vier Atomen mit potentiellen Pharmakophor-Eigenschaften triigt ein

Bit zum Fingerprint bei.

Docking

Beim Docking wird versucht, die bioaktive Konformation des Liganden im Rezeptor zu
berechnen. Da dies ein NP-vollstindiges Problem ist [Kuhl1984], werden
unterschiedliche Heuristiken eingesetzt, um die Berechnungen zu beschleunigen. Das
Programm GOLD [Jones1995, Jones1997, Verdonk2003] in der Version 3.2
(http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold, CCDC, Cambridge, UK)
verwendet einen genetischen Algorithmus, um die Berechnungen zu beschleunigen.
Jede Konformation, reprisentiert als die Menge der freien zu optimierenden Parameter
(Translation, Rotation, Rotationswinkel der frei drehbaren Bindungen), wird auf
virtuellen Chromosomen gespeichert. Die Menge der parallel existierenden
Chromosomen wird als Population bezeichnet. Durch Mutation- und Crossover-
Operationen werden die freien Parameter Generation fiir Generation optimiert.

Die Giite einer Konformation wird durch eine Bewertungsfunktion bestimmt, in diesem
Fall Chemscore [Eldridge1997, Baxter1998]. Chemscore ist eine empirische Funktion,
die aus 82 Ligand-Protein-Komplexen abgeleitet wurde, fiir die gemessene
Bindeaffinititen vorhanden waren. Chemscore approximiert die Bindungsenergie,
indem es Wasserstoffbriicken, lipophile und Metallionen-Wechselwirkungen und
Rotationsenthalpie beriicksichtigt. Zusitzlich werden Strafterme fiir sterische

Uberlappungen eingefiihrt.
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Bewertung der Giite der Molekiliberlagerung

Die Giite der Molekiiliiberlagerung, die von unterschiedlichen Methoden berechnet
wurde, wird als mittlere quadratische Abweichung (engl. root mean square deviation,
RMSD) angegeben. Sie wird nach der Formel 11 berechnet, wobei M und M’

unterschiedliche Konformationen desgleichen Molekiils und X, und X, die

Koordinaten der desgleichen Atoms innerhalb der jeweiligen Konformation sind. N
bezeichnet die Gesamtzahl der Atome innerhalb eines Molekiils und ist bei M und M’

gleich.

N
RMSD(M ,M") =Y (%, —%.\y)’° Formel 11

i=1

Konformerengenerierung

Die Generierung multipler Konformere erfolgte mit MOE (www.chemcomp.com/,
Chemical Computing Group, Montreal, Canada) in der Version v2006.08 und OMEGA
(http://www.eyesopen.com/products/applications/omega.html) in der Version 2.2.1.
Diese Software wurde im Rahmen einer Kooperation von Boehringer-Ingelheim
Pharma, Biberach a.d. Riss, zur Verfiigung gestellt.

MOE erzeugt die Konformere mit einer kraftfeldbasierten Methode [Kolossvary1996].
Dabei wird das Merck Molecular Force Field (MMFF) [Halgren1996] eingesetzt, um
eine zufillig initialisierte Konformation zu minimieren. Aus dieser Konformtion werden
mit dem abgewandelten Random Incremental Pulse Search (RIPS) [Fergusonl1989]
Algorithmus der konformationelle Raum abgesucht. Bei dem originalen RIPS
Algorithmus wurden die kartesischen Koordinaten einer Konformation zufillig
verdndert (,,perturbiert), um Startpunkte fiir erneute Minimierungen zu erhalten, MOE
hingegen wendet diesen Ansatz auf die Torsionswinkel an.

OMEGA ist eine regelbasierte Methode [Bostrom2001]. Im Unterschied zu der
stochastischen Suche sind die Ergebnisse von OMEGA bei jeder Berechnung
reproduzierbar. Die Molekiile werden dabei in Fragmente zerlegt, die durch drehbare
Bindungen verbunden sind. Die Bindungsldngen bzw. —winkel werden nicht optimiert.
Durch die Uberlagerung der Schweratome wird der RMSD berechnet, um die
Generierung zu dhnlicher Konformere auszuschlieen. Der RMSD Schwellwert wurde

wie auch bei MOE auf 1.5 A gesetzt. MMFF wird eingesetzt, um die Energie der
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Konformationen abzuschitzen. AusschlieBlich Konformere unter dem

Energieschwellwert von 6 kcal/mol werden weiterverwendet.

Datenbanken

Fiir die retrospektive Analyse, das Training der SOMs und die Generierung der
Fragmente wurde die COBRAG6.1 [Schneider2003] Datenbank verwendet. Diese
Version der Datenbank enthélt 8331 Wirkstoffe und Wirkstoffkandidaten, klassifiziert
nach Zielprotein, und wurde fiir die retrospektiven Analysen genutzt. Wertvoll ist die
Benutzung der COBRAG6.1 Datenbank fiir die Generierung der Fragmente, da die
entstehenden funktionellen Gruppen Wirkstoffen entstammen und meist keine toxisch

aktiven funktionellen Gruppen enthalten.
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Praktische Methoden

PPAR-Assay

Die Fihigkeit von Substanzen, PPARs zu aktivieren, wurde in einem zellbasierten
Reporter-Gen Assay in Cos7-Zellen [Gluzman1981] getestet. Die Cos7-Zelllinie wurde
aus dem Nierengewebe der Griinen Meerkatze Cercopithecus aethiops gewonnen und
stabil mit einer Mutante des SV-40 Virus transformiert. Der Assay wurde von Dr.
Oliver Rau an der Universitit Frankfurt etabliert und publiziert [Rau2006, Ulrich2006].
Der Assay wurde gemédB des verdffentlichten Protokolls durchgefiihrt:

Die DNA-Bindedomaine (DBD) des jeweiligen PPAR-Subtyps wurde durch die Gal4-
DBD (Saccharomyces cerevisiae) ersetzt und als eukaryontisches Expressionsplasmid
transfiziert, zusammen mit einem entsprechenden Reporter-Plasmid mit dem
zugehorigen Response-Element (UAS). Zur Normalisierung wurde auBerdem ein
konstitutiv exprimiertes Kontrollgen transfiziert. Die in diesem Assay verwendeten
Plasmide sind:

e pFA-CMV-PPAR-LBD codiert die Information fiir die Expression des Gal4-
PPAR Fusionsproteins, bestehend aus der Liganden-Bindedoméne (LBD) eines
der PPAR Subtypen und der DBD des Gal4-Proteins. Der Cytomegalovirus
(CMV) Promotor sorgt fiir ein hohes konstitutives Expressionsniveau des
Fusionsproteins (Abbildung 16a).

e pFR-Luc (Abbildung 16b) enthilt eine dreifache Wiederholung des Gal4-
Response-Elements, gefolgt von einer TATA-Box und einer aus Photinus
pyralis gewonnenen Firefly-Luciferase-codierenden DNA-Sequenz
[deWet1985, deWet1987].

e pRL-SV40 Vektor [Lorenz1991, Matthews1977] wurde fiir die interne
Kontrolle benutzt. Er enthilt die cDNA der Luciferase aus Renilla reniformis.
Der SV40-Promotor bewirkt eine starke konstitutive Expression des Renilla

Luciferase Proteins (Abbildung 16c¢).
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Abbildung 16: Verwendete Plasmide.

Der Assay funktioniert nach folgendem Prinzip (Abbildung 17): die transfizierten
Zellen exprimieren das PPAR-LBD-Gal4-DBD Fusionsprotein. Werden nun die Zellen
mit einer Substanz inkubiert, die PPAR aktiviert, kann das Reportergen Firefly-
Luciferase exprimiert werden. Werden die Zellen dann lysiert, kann durch die Zugabe
des Substrats der Firefly-Luciferase — dem Luciferin 12, der Expressionslevel der
Luciferase durch Messung der Lumineszenz quantifiziert werden. Der Normierung
dient die konstitutive Expression der Renilla-Luciferase, die durch die Zugabe von

Coelenterazine 14 detektiert werden kann (Abbildung 18).

Transfektion Expression des PPAR-LBD-
Gal4-DBD Fusionsproteins

Inkubation mit

PPAR Agonisten
Zellyse
Detektion der Zugabe von Luceferin Expression der Firefly-
Lichtemission ) Luciferase

Abbildung 17: Schematischer Ablauf des zellbasierten PPAR Testsystems.
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Abbildung 18: Reaktion der Firefly und Renrilla Luciferase.

Reagenzien und Material

Fetales Kélberserum (fetal calf serum, FCS) und Dimethylsulfoxid (DMSO) stammen
von Sigma; Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) und Optimem™ von Gibco
(Carlsbad, CA, USA); Natriumpyruvat-Losung, Glutamin-, Penicillin- und
Streptomycin-Stammlosungen von PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich);
LipofectamineTM 2000 von Invitrogen (Carlsbad, CA, USA); DualGlo™ Luciferase
Assay System von Promega (Madison, WI, USA). Cos7 Zellen und Plasmide fiir die

Transfektion wurden freundlicherweise von Dr. Oliver Rau zur Verfiigung gestellt.

Zellkultur und Transfektion

Cos7 Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin, 2 mM Glutamin und 1mM Natriumpyruvat bei 37°C und 5% CO,
kultiviert, zur Anpassung des pH-Wertes des Mediums wurden dem Medium auflerdem
20 mM HCI zugesetzt. Das Ablosen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche
erfolgte mit 5 ml Trypsin/EDTA Losung. Nach dem Ernten wurde die Zelldichte durch
Auszédhlen unter dem Mikroskop bestimmt. Durch Zentrifugieren bei ca. 340g fiir 5
min, Absaugen des Uberstandes und Resuspendieren der Zellen in berechneter Menge
DMEM wurde die Zelldichte auf 300.000 Zellen/ml eingestellt. Die Zellsuspension
wurde zu je 100 ul auf einer 96-well Platte ausgesit. Die Transfektion erfolgte mit 280
ng/well des Reporterplasmids pFR-Luc, 8 ng/well des Kontrollplasmids pRL-SV40, 14
ng/well des jeweiligen PPAR Expressionsplasmids pFA-CMV-PPAR-LBD fiir den zu
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testenden PPAR-Subtyp (ot oder ), 0,8 pl/well Lipofectamine™ 2000 und 50 ul/well

Optimem Medium. Die Dauer der Transfektion betrug 4 Stunden.

Luciferase Assay

Die zu testenden Substanzen wurden in DMSO gelost, die Konzentration der
Stammlosung betrug 0,1 M. Von dieser Stammlosung ausgehend wurden
Inkubationslésungen durch Verdiinnen der Stammlosung mit FCS-freiem DMEM
hergestellt. Die transfizierten Zellen wurden mit 50 ul der Inkubationslosung behandelt
und fiir 12-14 Stunden inkubiert. Fiir die Bestimmung der Basalaktivitit wurde als
Negativkontrolle DMEM mit 0,1% DMSO verwendet. Als Positivkontrolle (100% der
Aktivitit) diente bei PPAR« die Referenzsubstanz GW7647 16 [Brown2001] (ECsp = 6
nM), bei PPARY die Referenzsubstanz Pioglitazon 7 (ECsy = 280 nM ), jeweils in der
Konzentration von 1 uM. Pro Konzentration wurden 3 wells inkubiert, aus denen spiter
der Mittelwert errechnet wurde. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen mit
50 pul DualGlo™ (bestehend aus Lysepuffer und Substrat der Firefly-Luciferase)
behandelt. Nach 10 min wurde die Lichtemission im GENiosPro Luminometer (Tecan,
Minnedorf, Schweiz) und 50 pl StopGlo™ (Substrat der Renilla-Luciferase) zugesetzt.

Nach weiteren 10 min wurde die Lichtemission erneut gemessen.
COOH

QL LT
L0

16, GW7647

Berechnungen und Statistik

Die fiir die jeweilige Konzentration erhaltenen light-units (LU) wurden durch die bei
der Messung des Kontroll-Gens, also der Renilla-Luciferase erhaltenen Werte geteilt, so
dass sich die normierte GroB3e der relativen light-units ergab. Durch Dividieren der so
erhaltenen RLUs durch den entsprechenden Wert der Positiv-Kontrolle ergibt sich die
relative Aktivierung. Jedes Experiment wurde mindestens dreimal wiederholt und die

Mittelwerte + Standardabweichung berechnet.
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Fiir die Berechnung von ECs) Werten und der zugehorigen Standardabweichungen
wurde die Funktion Four Parameter Logistic Curve der Software Sigma-Plot 2001
verwendet, auf Basis der jeweiligen Mittelwerte der Dreifachbestimmung. Zur
Berechnung signifikanter Aktivierung im Vergleich zur Negativ-Kontrolle wurde ein

einseitiger 7-Test mit der Software Microsoft-Excel durchgefiihrt.

Synthese der Substanzen EP1 und EP5

Reagenzien und Geréate

Die Edukte (Prolinmethylester, 4-Formylbenzonitril, 2-Naphtylchlorid, Ethyl-1H-
pyrrol-2-carboxylat, und 4-(Bromomethyl)benzonitril) stammen von Sigma-Aldrich
und Alfa Aesar. Die Schmelzpunkte wurden mit Hilfe des Biichi 510
Schmelzpunktmessgerits (Biichi, Schweiz) bestimmt und sind unkorrigiert. '"H-NMR
Spektren wurden am Bruker AMX 300 (300 MHz) Spektrometer (Bruker, Deutschland)
aufgezeichnet. '"H NMR Daten sind in folgender Reihenfolge aufgelistet: chemische
Verschiebung () in ppm bezogen auf den inneren Standard Tetramethylsilan (TMS):
Multiplizitit (s, Singulett; d, Dublett; dd, Dublett von Duppletts; t, Triplett; m,
Multiplett); gerundete Kopplungskonstanten (J) in Hertz (Hz); Anzahl und Zuweisung
der Protonen (pyrr, Pyrrol; pyrrolid, Pyrrolidin; naph, Naphthyl; ph, Phenyl).

BC-NMR Spektren wurden auf einem Bruker AC 200 (50 MHz) Spektrometer (Bruker,
Deutschland) aufgezeichnet.

Elektron-Spray-Ionisation-Massenspektroskopie (ESI MS) wurde auf der Fisons
Instruments VG Platform II (Manchester, GroBbritannien) bei positiver Ionisierung
ausgefiihrt. Aufgelistet sind die Massenzahl([M+H]") und relative Intensitit (%).

Die Elementaranlayse (C, H, N) wurde am CHN-Rapid (Heraeus, Deutschland)
gemessen, die Werte liegen innerhalb der erlaubten Grenzen von +0.4% der
theorethischen Werte.

Praparative Sidulenchromatoigrafie wurde auf Séulen, beladen mit Kieselgel der
Korngrofle 63-200 uM (Merck,Deutschland) durchgefiihrt.

Die Hydrierungen wurden im Hochdruck-Haberautoklaven Model IV, Typ 50S, 500 mL
(Roth, Deutschland) durchgefiihrt. Der benutzte Mikrowellenofen ist ein Biotage

Initiator 2.0 (Biotage, Schweden).
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Anmerkung: Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden bei der Interpretation der

Analytikdaten die Dezimalkommata durch Dezimalpunkte ersetzt.

Synthese von EP1

o
pﬁ *oo pﬁ ave

21, EP1 20

Abbildung 19 Ubersichtsschema der Synthese der Substanz EP1. (i) 4-Formylbenzonitril, TEA,
NaBH(OAc);, DCE; (ii) Raney-Ni, NH;, MeOH; (iii) 2-Naphthylchlorid, DCE, uw; (iv) KOH,
H,O/MeOH/THF, pw.

Synthese von Methyl-1-(4-cyanobenzyl)pyrrolidin-2-carboxylat (18)

Fiir die reduktive Aminierung wurden 2,0 g (12 mmol) Prolinmethylester-hydrochlorid
17 mit 1,6 g (16 mmol) Triethylamin (TEA) und 1,57 g (12 mmol) 4-Formylbenzonitril
in 50 ml 1,2-Dichlorethan (DCE) bei Raumtemperatur und unter Argon-
Schutzgasatmosphire im Rundkolben geriihrt. Nach 2,5 h wurde 3,56 g (16,8 mmol)
Natriumtriacetoxyborhydrid hinzugegeben und weitere 30 min geriihrt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 50 ml wéssriger gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung
abgebrochen und das Produkt durch dreimaliges Waschen mit Ethylacetat extrahiert.
Die organische Phase wurde mit gesittigter Kochsalzlosung gewaschen, {iiber
Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Aufreinigung
erfolgte durch Saulenchromatographie. Als FlieBmittel diente Ethylacetat/Hexan im
Verhiltnis 1:1.
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Analytik: Ausbeute: 1,3 g (44%); '"H.NMR (MeOH-d,): 67.68 (d, J = 8.2 Hz, 2H, ph-
3,5H), 7.54 (d, J = 8.2 Hz, 2H, ph-2,6H), 3.98 (d, J = 13.4 Hz, 1H, pyrrolid-CH,-ph),
3.64 (s, 3H, CH3), 3.63 (d, J = 13.4 Hz, 1H, pyrrolid-CH,-ph), 3.34-3.29 (m, 1H,
pyrrolid-2H), 3.00-2.94 (m, 1H, pyrrolid-5H), 2.47-2.39 (m, 1H, pyrrolid-5H), 2.20-
2.14 (m, 1H, pyrrolid-3H), 1.94-1.82 (m, 3H, pyrrolid-3,4,4H). ESI-MS: 244.9 (100).

Synthese von Methyl-1-(4-(aminomethyl)benzyl)pyrrolidin-2-carboxylat (19)

1,25 g (5,1 mmol) Nitril 18 wurden mit 5 g frisch aktiviertem Raney-Nickel in 100 ml
ammoniakalischem Methanol im Autoklaven bei 10 bar Wasserstoff iiber einen
Zeitraum von 24 Stunden hydriert. Das geloste Produkt wurde durch Filtration iiber
Celite von Katalysatorresten befreit, das Losungsmittel am Rotationsverdampfer bei
Unterdruck entfernt.

Analytik: Ausbeute 1,12g, (88%); '"H-.NMR (MeOH-d,): 6 7.19 (s, 4H, ph-2,3,5,6H),
3.75 (d, J = 16.0 Hz, 1H, pyrrolid-CH,-ph), 3.68 (s, 2H, ph-CH»-NH,), 3.53 (s, 3H,
CH53), 3.45 (d, J = 16.0 Hz, 1H, pyrrolid-CH»-ph), 3.25 (s, 2H, NH>), 3.15-3.11 (m, 1H,
pyrrolid-2H), 2.90-2.85 (m, 1H, pyrrolid-5H), 2.34-2.25 (m, 1H, pyrrolid-5H), 2.09-
2.00 (m, 1H, pyrrolid-3H), 1.84-1.68 (m, 3H, pyrrolid-3,4,4H). ESI-MS: 248.9 (100).

Synthese von Methyl-1-(4-((2-naphthamido)methyl)benzyl)pyrrolidin-2-carboxylat
(20)

1,1 g (4,4 mmol) Amin 19 und 0,84 g (4,4 mmol) 2-Naphtylchlorid wurden in 10 ml 1,2
Dichlorethan gelost. Das Reaktionsgemisch wurde 15 min bei eingestellter Temperatur
von 90° C im Mikrowellenofen geriihrt. Nach dem Einengen am Rotationsverdampfer
wurde das Produkt durch Sédulenchromatographie aufgereinigt. Als Laufmittel diente
Ethylacetat/Hexan im Verhiltnis 1:1.

Analytik: Ausbeute 1,7 g (96%); '"H-NMR (MeOH-d,): & 8.40 (s, 1H, naph-1H), 7.98-
7.89 (m, 4H, naph-3,4,5,8H), 7.62-7.53 (m, 2H, naph-6,7H), 7.36 (d, J = 8.2 Hz, 2H,
ph-3,5H), 7.31 (d, J = 8.2, 2H, ph-2,6H), 4.62 (s, 2H, ph-CH»-NH), 3.84 (d, J = 12.6
Hz, 1H, pyrrolid-CH,-ph), 3.60 (s, 3H, CHj3), 3.56 (d, J = 12.6 Hz, 1H, pyrrolid-CH,-
ph), 3.25-3.20 (m, 1H, pyrrolid-2H), 3.01-2.96 (m, 1H, pyrrolid-5H), 2.44-2.36 (m, 1H,
pyrrolid-5H), 2.16-2.10 (m, 1H, pyrrolid-3H), 1.89-1.76 (m, 3H, pyrrolid-3,4,4H). ESI-
MS: 403.2 (100).
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Synthese von 1-(4-((2-Naphthamido)methyl)benzyl)pyrrolidin-2-carbonsiure (21)
1,7 g (4,2 mmol) Ester 20 und 0,7 g (12,6 mmol) Kaliumhydroxid wurden in 10 ml des
Losungsmittelgemischs Tetrahydrofuran/ Methanol/ H,O im Verhéltnis 1:1:2 gelost und
im Mikrowellenofen bei 70° C und 35 W fiir 15 min geriihrt. Organische Losungsmittel
wurden am Rotationsverdampfer entfernt. Durch tropfenweise Zugabe von 10-N
Salzsdure bis zum Einstellen des pH 7 fiel das Produkt aus. Die Aufreinigung erfolgte
durch Umkristallisation in Ethanol.

Analytik: Ausbeute 1,4 g (86%); '"H.NMR (DMSO-dg): 69.23 (t, 1H, NH), 8.51 (s, 1H,
naph-1H), 8.03-7.96 (m, 4H, naph-3.,4,5,8H), 7.63-7.55 (m, 2H, naph-6,7H), 7.35 (s,
4H, ph-2,3,5,6H), 4.53 (d, 2H, ph-CH»-NH), 4.07 (d, J = 12.9 Hz, 1H, pyrrolid-CH,-
ph), 3.78 (d, J = 12.9 Hz, 1H, pyrrolid-CH,-ph), 3.38-3.33 (m, 1H, pyrrolid-2H), 3.11-
3.06 (m, 1H, pyrrolid-5H), 2.64-2.61 (m, 1H, pyrrolid-5H), 2.13-2.06 (m, 1H, pyrrolid-
3H), 1.89-1.67 (m, 3H, pyrrolid-3,4,4H). >*C-NMR (DMSO-ds): 171.9 (COOH), 166.2
(CO-NH), 139.3 (naph-2C), 134.1 (ph-1,6C), 132.1 (naph-10C), 131.6 (naph-9C), 129.4
(naph-CH), 128.8 (ph-2,6C), 127.9 (naph-CH), 127.6 (naph-CH), 127.5 (ph-3,5C),
127.3 (2C, naph-CH), 126.7 (naph-CH), 124.2 (naph-CH), 65.8 (pyrrolid-2C), 56.9
(pyrrolid-CH,-ph), 52.8 (pyrrolid-5C), 42.5 (ph-CH,-NH), 28.5 (pyrrolid-3C), 22.6
(pyrrolid-4C). ESI-MS: 389.0 (100). Schmelzpunkt: 190 °C. Elementaranalyse
(C24H24N,05 " H,0): C, H, N.
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Synthese von EP5
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Abbildung 20: Ubersichtsschema der Synthese der Substanz EP5. (i) 4-(Bromomethyl)benzonitril,
TBAL, NaOH, DCM; (ii) Raney-Ni, NH;, MeOH; (iii) 2-Naphthylchlorid, DCE, pw; (iv) KOH,
H,O/MeOH/THF, pw.

Synthese von Ethyl 1-(4-cyanobenzyl)-1H-pyrrol-2-carboxylat (23)

Die Kopplung des Stickstoffes in Ethyl-1H-pyrrole-2-carboxylat 22 an das 4-
(Bromomethyl)benzonitril wurde mit Hilfe einer Phasentransferreaktion [Banwell2006]
durchgefiihrt. 1,0 g (7,2 mmol) Ethyl-1H-pyrrole-2-carboxylat 22 wurde zusammen mit
0,5 ml einer wissrigen 60%igen TBAI-Losung, 50 ml einer 50%igen Natriumhydroxid-
Losung und 50 ml Dichlormethan auf 0°C gekiihlt. 1,55 g (7,9 mmol) 4-
(Bromomethyl)benzonitril wurden der Reaktionslosung  hinzugefiigt.  Das
Reaktionsgemisch wurde 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von Salzsédure bis pH 1 beendet. Die wissrige Phase wurde dreimal mit
50 ml Dichlormethan gewaschen und die organische Phase iiber Natriumsulfat
getrocknet. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Die
Aufreinigung erfolgte durch Sdulenchromatographie, als Laufmittel diente Etylacetat/
Hexan im Verhiltnis 1:1.

Analytik: Ausbeute 1,8 g (98%); '"H.NMR (DMSO-dg): 67.77 (d, J = 8.3, 2H, ph-
3,5H), 7.32 (t, 1H, pyrr-5H), 7.15 (d, J = 8.3, 2H, ph-2,6H), 6.93 (dd, 1H, pyrr-3H),
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6.21 (dd, 1H, pyrr-4H), 5.61 (s, 2H, pyrr-CH»-ph), 4.10 (q, 2H, ethyl-CH>), 1.16 (t, 3H,
ethyl-CH3). ESI-MS: 255.2 (100).

Synthese von Ethyl-1-(4-(aminomethyl)benzyl)-1H-pyrrol-2-carboxylat (24)

Die Reduktion des Nitrils 23 erfolgte unter den Bedingungen der katalytischen
Hydrierung. 1,8 g (7,1 mmol) des Nitrils 7 wurden mit 5 g frisch aktiviertem Raney-
Nickel in 100 ml ammoniakalischem Methanol im Autoklaven bei 10 bar Wasserstoff
tiber 24 Stunden hydriert. Das geloste Produkt wurde durch Filtration iiber Celite von
Katalysatorresten befreit, das Losungsmittel am Rotationsverdampfer bei Unterdruck
entfernt.

Analytik: Ausbeute 1,6 g (89%). '"H-NMR (DMSO-dg): §7.26 (t, 1H, pyrr-5H), 7.23 (d,
J =8.1, 2H, ph-3,5H), 7.01 (d, J = 8.1, 2H, ph-2,6H), 6.88 (dd, 1H, pyrr-3H), 6.15 (dd,
1H, pyrr-4H), 5.49 (s, 2H, pyrr-CH,-ph), 4.14 (q, 2H, ethyl-CH>), 1.20 (t, 3H, ethyl-
CH;). ESI-MS: 258.9 (100).

Synthese von Ethyl-1-(4-((2-naphthamido)methyl)benzyl)-1H-pyrrol-2-carboxylat
(25)

1,5 g (5,8 mmol) Amin 24 und 1,1 g (5,8 mmol) 2-Naphtylchlorid wurden in 10 ml 1,2-
Dichlorethan gelost. Das Reaktionsgemisch wurde 15 min bei eingestellter Temperatur
von 90° C im Mikrowellenofen geriihrt. Nach dem Einengen am Rotationsverdampfer
wurde das Produkt durch Sdulenchromatographie aufgereinigt. Als Laufmittel diente
Ethylacetat/Hexan im Verhiltnis 1:1.

Analytik: Ausbeute 2,2 g (93%). '"H-.NMR (DMSO-dg): 69.12 (t, 1H, NH), 8.47 (s, 1H,
naph-1H), 8.02-7.91 (m, 4H, naph-3,4,5,8H), 7.69-7.53 (m, 2H, naph-6,7H), 7.28 (d, J =
8.2, 2H, ph-3,5H), 7.25 (t, 1H, pyrr-5H), 7.05 (d, J = 8.2, 2H, ph-2,6H), 6.87 (dd, 1H,
pyrr-3H), 6.15 (dd, 1H, pyrr-4H), 5.51 (s, 2H, pyrr-CH»-ph), 4.47 (d, 2H, ph-CH>-NH),
4.13 (q, 2H, ethyl-CH>), 1.19 (t, 3H, ethyl-CH3). ESI-MS: 413.3 (100).

Synthese von 1-(4-((2-Naphthamido)methyl)benzyl)-1H-pyrrol-2-carbonsiaure (26)
2,1 g (5,1 mmol) Ester 25 und 0,85 g (15,1 mmol) Kaliumhydroxid wurden in 10 ml des
Losungsmittelgemischs Tetrahydrofuran/ Methanol/ H,O im Verhéltnis 1:1:2 gelost und
im Mikrowellenofen bei 70° C und 35 W fiir 15 min geriihrt. Organische Losungsmittel
wurden am Rotationsverdampfer entfernt. Durch tropfenweise Zugabe von 10-N
Salzsdure bis zum Einstellen des pH 7 fiel das Produkt aus. Die Aufreinigung erfolgte

durch Umkristallisation in Ethanol (96%).
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Analytik: Ausbeute 1,8 g (92%). '"H-NMR (DMSO-ds): §9.16 (t, 1H, NH), 8.48 (s, 1H,
naph-1H), 8.02-7.93 (m, 4H, naph-3,4,5,8H), 7.63-7.55 (m, 2H, naph-6,7H), 7.28 (d, J =
8.0, 2H, ph-3,5H), 7.17 (t, 1H, pyrr-5H), 7.05 (d, J = 8.0, 2H, ph-2,6H), 6.82 (dd, 1H,
pyrr-3H), 6.11 (dd, 1H, pyrr-4H), 5.52 (s, 2H, pyrr-CH,-ph), 4.23 (d, 2H, ph-CH,-NH).
BC-NMR (DMSO-de): 166.2 (CO-NH), 161.9 (COOH), 138.5 (naph-2C), 137.7 (ph-C),
134.1 (ph-C), 132.1 (naph-10C), 131.7 (naph-9C), 129.1 (naph-CH), 127.8 (naph-CH),
127.54 (naph-CH), 127.50 (naph-CH), 127.45 (naph-CH), 127.39 (ph-2,6C), 126.7 (ph-
3,5C), 126.3 (naph-CH), 124.2 (naph-CH), 122.4 (pyrr-C2), 117.6 (pyrr-C3), 107.9
(pyrr-C4), 50.5 (pyrr-CH,-ph), 42.5 (ph-CH,-NH). ESI-MS: 383.1 (100).
Schmelzpunkt: 193 °C. Elementaranalyse (C,4H20N,O3 " H,O): C, H, N.
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Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere aufeinander aufbauende Experimente
durchgefiihrt, welche die Zwischenstufen von der Entwicklung rechnergestiitzter
Methoden bis zum Design und der Synthese eines neuen PPAR-Agonisten
dokumentieren. Im Wesentlichen sind die Experimente in folgende vier Gruppen zu
unterteilen:

e Molekulares Alignment  von Inhibitoren aus co-kristallisierten
Rontgenstrukturen (sog. rigid-body alignment Experiment). Dieses Experiment
sollte Aufschluss dariiber geben, ob die Methode in der Lage ist, einander
dhnliche Oberflichenbereiche zu erkennen und ob die Uberlagerung der
Molekiile anhand dieser Bereiche der bioaktiven Konformation entspricht.

e Retrospektives virtuelles Screening. Die Methode sollte im virtuellen
Experiment eine Anreicherung der bioaktiven Molekiile erzielen.

e Prospektives virtuelles Screening. Die direkte Suche nach PPARO-Agonisten in
Substanzsammlungen kommerzieller Anbieter und die anschlieBende Testung
im zellbasierten Assay sollte neuartige Strukturen mit gewiinschter Aktivitit
liefern.

e Das de novo Design, Synthese und Testung eines PPARwx-Agonisten als

endgiiltiges Ziel dieser Arbeit.

Uberlagerung von Molekiilen basierend auf Shapelets

Es wird postuliert, dass Molekiile, welche an die gleiche Bindetasche binden, eine
dhnliche Oberflichenform besitzen, die komplementdr zur Oberfliche dieser
Bindetasche ist [Wilchek2006]. Dann miisste eine Methode, die Oberflichenformen
vergleicht, eine sinnvolle Uberlagerung dieser Molekiile berechnen konnen. Diese
Annahme wurde in einem Starrkorper-Uberlagerungsexperiment (engl. rigid body
alignment experiment) untersucht. Die Protein Data Bank (PDB) [Berman2000] enthilt
durch Rontgenkristallographie aufgekldrte Strukturen von Proteinen, die mit ihren
Liganden bzw. Inhibitoren co-kristallisiert wurden. Aus dieser Datenbank stammen drei

Datensitze fiir das rigid-body alignment Experiment.
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Der erste Datensatz  bestand aus vier Rontgenkristallstrukturen  der
Dihydrofolatreduktase (DHFR): 1DHF (Ligand Folsdure 27; FOL) [Davies1990],
IDDR (Ligand Methotrexat 28; MTX), 1DGS5 (Ligand Trimethoprim 29; TMP) und
IDG7 (Ligand Br-WR99210 30; WRB) [Li2000]. Dieser Datensatz wurde bereits von
Hofbauer et al. [Hofbauer2004] benutzt, um die Methode SURFCOMP zu untersuchen.
SURFCOMP berechnet die kritischen Punkte der molekularen Oberflidche und projiziert
auf sie zwei physikochemische Eigenschaften: das elektrostatische Potential (ESP)
[Hofbauer2004] und das lipophile Potential (LP) [Heiden1993]. Die Uberlagerung der
Molekiile erfolgt dann mit Hilfe des Bron-Kerbosch-Cliquendetektion [Bron1973] auf
dem Assoziationsgraphen, welcher jedoch im Vorfeld durch mehrere Filtertechniken

reduziert wird.
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Fiir die Vorbereitung des Datensatzes wurden die vier Kristallstrukturen anhand der
Positionen der Co-Atome mit dem Programm MOE iiberlagert. Aus dieser
Uberlagerung wurden paarweise zwei Molekiile gewihlt. Eines der Molekiile diente als
Referenz, das andere wurde mit Hilfe der Shapelets-Methode mit dem Referenzmolekiil
iiberlagert. Die Giite der Uberlagerung wurde anhand des RMSD zu der Uberlagerung
der Kristallstrukturen berechnet. Angemerkt sei, dass es keine Rolle spielt, welches
Molekiil als Referenz diente, da es fiir die Erstellung des Assoziationsgraphen nicht von

Bedeutung ist.
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Die Ergebnisse des ersten Experiments sind in der Tabelle 2 zusammengefasst und

waren mit den von SURFCOMP erzielten Werten vergleichbar.

Tabelle 2: Ergebnisse der paarweise Uberlagerung der Molekiile aus dem DHFR-Datensatz.

SURFCOMP ESP Shapelets

Referenzmolekiil Zielmolekiil RMSD [A] RMSD [A]
FOL MTX 1,2 1,2
TMP 1,9 3,1
WRB 1,3 1,1
MTX TMP 1,6 2,1
WRB 5,8 0,9
TMP WRB 1,7 1,6
Median 1,7 1,4
Mittelwert 2,26 1,68
SD 1,762 0,840

Um die Ergebnisse aus dem ersten Experiment zu untermauern, wurde ein zweiter
Datensatz aus co-kristallisierten Faktor Xa-Liganden zusammengestellt. Die PDB-
Rontgenkristallstrukturen 1EZQ (Ligand RPR128515 31, RPR), 1FOR (Ligand
RPR208815 32, 815), 1FOS (Ligand RPR208707 33, PR2) [Maignan2000], 1FJS
(Ligand 34, Z34) [Adler2000] und 1KSN (Ligand FXV673 35, FXV) [Guertin2002]
wurden auf dieselbe Weise wie die DHFR-Rontgenkristallstrukturen vorbereitet. Die
Ergebnisse (Tabelle 3) auf diesem Datensatz waren vergleichbar mit denen, die auf dem

DHFR Datensatz erzielt wurden.
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ng der Molekiile aus dem Faktor Xa-Datensatz.

Shapelets
Referenzmolekiil Zielmolekiill = RMSD [A]
815 FXV 1,6
PR2 0,5
RPR 1,1
734 2,0
FXV PR2 1,4
RPR 0,9
734 1,8
PR2 RPR 1,3
734 34
RPR 734 1,5
Median 1,5
Mittelwert 1,56
SD 0,774
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Eine andere Methode, die von Cosgrove et al. [Cosgrove2000] entwickelt wurde,
benutzt die Zerlegung der Oberfldche in Ausschnitte mit annihernd gleicher Kurvatur.
Im Unterschied zu Shapelets benutzt Cosgrove einen Clustering-Algorithmus, um
Punkte mit dhnlicher Kurvatur zusammenzufassen. Die Validierung der Software von
Cosgrove et al. erfolgte auf dem Thermolysin-Datensatz, bestehend aus acht
Rontgenkristallstrukturen von Thermolysin, co-kristallisiert mit peptidischen Liganden.
Die Rontgenkristallstrukturen 1THL 36 [Holland1994], 1TLP 37 [Tronrud1986],
ITMN 38 [Monzingo1984], 3TMN 39 [Holdenl1987a], 4TMN 40, 5STMN 41
[Holden1987b], STLN 42 [Holmes1981] und 6TMN 43 [Tronrud1987] wurden auf
dieselbe Art aufbereitet wie der DHFR- und Faktor Xa-Datensatz. Da SURFCOMP
auch auf dem Thermolysin-Datensatz getestet wurde, bietet dieser eine Basis fiir den
Vergleich der Methoden. Die Ergebnisse fiir alle Methoden sind in der Tabelle 4
zusammengefasst. Der Median der RMSD ist vergleichbar mit den Ergebnissen, die auf
dem DHFR- und Faktor Xa-Datensatz erzielt wurden. Der Mittelwert ist jedoch mit
2,54 A um 0.86 A bzw. 0,98 A schlechter.
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Tabelle 4: Ergebnisse der paarweise Uberlagerung der Molekiile aus dem Thermolysin-Datensatz.

SURFCOMP  SURFCOMP  Cosgrove

Referenz- Ziel- ESP LP et al. Shapelets
molekiill ~ molekiil ~ RMSD [A] RMSD [A] RMSD [A] RMSD [A]
1THL 1TLP 0,6 1,0 0,8 1,1
ITMN 0,4 0,3 0,4 0,2
3TMN 0,3 0,6 0,5 0,7
ATMN 1,2 1,0 0,4 0,5
5TLN 57 5,1 6.8 4.4
5TMN 1,2 7.1 1,1 1,2
6TMN 0,6 0,7 53 1,2
1TLP 1TMN 0,5 1,4 0,9 0,9
3TMN 0,4 1,2 0,4 0,7
4TMN 1,3 6,0 9,7 0,9
5TLN 0,6 1,2 6,2 6,8
5TMN 0,6 1,2 1,4 1,1
6TMN 0,6 1,0 9,2 1,5
1ITMN 3TMN 1,0 0,8 1,1 1,0
4TMN 1,0 0,8 0,9 1,1
5TLN 5,1 6,3 7,3 4,7
5TMN 0,9 0,8 0,9 1,4
6TMN 1,0 0,9 0,7 1,9
3TMN  4TMN 1,4 55 7,7 8,4
5TLN 2,9 6,9 72 4,2
5TMN 1,5 1,2 9,2 6,0
6TMN 43 0,7 5,7 9,2
4TMN 5TLN 5.8 6,2 8,2 7.1
5TMN 0,4 0,5 2,0 0,9
6TMN 0,6 0,5 2,1 0,8
5TLN 5TMN 2,3 3.4 9,7 1,6
6TMN 5,8 1,2 9,9 1,5
5TMN 6TMN 0,1 0,1 0,1 0,2
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Median 1,0 1,1 2,0 1,2
Mittelwert 1,78 2,47 4,14 2,54
SD 1,844 2,519 3,719 2,656

Aus den Ergebnissen der Uberlagerung der DHFR- und Faktor Xa-Liganden lieB sich
ableiten, dass Shapelets prinzipiell dazu geeignet ist, die Uberlagerung zweier
wirkstoffahnlicher Molekiile zu finden. Die Geschwindigkeit der Berechnungen war im
Vergleich zu der SURFCOMP Implementierung hoch (4,5 s pro Uberlagerung auf einer
3GHz Intel Pentium IV Workstation; im Vergleich zu75 s pro Uberlagerung auf einer
2,4 GHz Intel Xeon Workstation). Der Geschwindigkeitsvorteil der Shapelets-Methode
lag in der vergleichbar geringen Anzahl der Paraboloide (Shapelets: 8-21 Paraboloide,
SURFCOMP: 150-950 Oberfliachenpunkte fiir ein wirkstoffahnliches Molekiil), die fiir
die Berechnung der Uberlagerung hinzugezogen werden. Der
Geschwindigkeitsvergleich mit dem Programm von Cosgrove et al. war nicht moglich,
da seine Berechnungen auf einer RS000 SGI O2 Workstation durchgefiihrt wurden. Die
Giite der Uberlagerungen, die von Cosgroves Programm berechnet werden, lagen auf
dem Thermolysin-Datensatz im Mittel hinter denen von Shapelets (Cosgrove et al.:
4,14A, Shapelets: 2,54A). Die Mediane der Ergebnisse von SURFCOMP und Shapelets
auf dem DHFR- (SURFCOMP: 1,7A, Shapelets: 1,4A) und dem Thermolysin-
Datensatz (SURFCOMP ESP: 1,0A, SURFCOMP LP: 1,0A, Shapelets: 1,2A) zeigen,
dass beiden Methoden in vielen Fillen die Molekiiliiberlagerung gut reproduzieren
konnen. Da die Mittelwerte bei beiden Methoden auf dem Thermolysin-Datensatz
wesentlich hoher sind (SURFCOMP ESP: 1,78A, SURFCOMP LP: 2,47A, Shapelets:
2,5410%), gibt es in diesem Datensatz Ausreiller, die sich schlecht iiberlagern lassen.
SURFCOMP ESP zeigt niedrigeren Mittelwert und Standardabweichung (1,78A+1,84
A) und scheint daher stabiler gegen Ausreifier zu sein.
Aus den Ergebnissen des rigid body alignment Experiments liefen sich folgende
Schlussfolgerungen ableiten:

e Shapelets ist prinzipiell in der Lage, eine Uberlagerung zweier Molekiile zu

finden, die der Uberlagerung bioaktiver Konformationen entspricht.
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e Die Berechnungsgeschwindigkeit ist fiir Operationen auf Datenbanken bis zu
einer GroBenordnung von 10° Molekiilen akzeptabel.

¢ Durch Einbindung weiterer Information, vergleichbar mit SURFCOMP ESP,
konnte eine hohere Stabilitit der Methode bei der Berechnung der
Uberlagerungen erreicht werden. Eine mogliche Erweiterung wire die
Einbindung von Pharmakophor-Informationen oder physikochemischen

Eigenschaften.

Oberflachen-basiertes virtual screening

Im vorherigen Experiment wurde gezeigt, dass es moglich ist, mit Hilfe der Shapelets-
Methode zwei Molekiile zu iiberlagern. Die Voraussetzung dafiir ist die Kenntnis der
Konformation der Liganden in der Bindetasche. Aus diesen Ergebnissen lief sich nun
eine neue Hypothese ableiten: man kann anhand der Oberflichenform zwischen aktiven
und inaktiven Molekiilen unterscheiden. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurde
ein retrospektives virtuelles Screening-Experiment durchgefiihrt. Dazu wurden fiir die
Molekiile aus der COBRAG6.1 Datenbank multiple Konformere mit dem Programm
MOE berechnet. Im Durchschnitt entstanden so 4,5 Konformere pro Molekiil, deren
Energie unterhalb des Schwellenwertes von 6 kcal/mol lagen. Drei affine Liganden, co-
kristallisiert mit ihren Zielproteinen wurden in der bioaktiven Konformation als
Referenzmolekiile fiir das virtuelle Screening verwendet. Das Molekiil SC-558 ist ein
selektiver, potenter COX-2 Inhibitor (ICsp: 9,3 nM). Die bioaktive Konformation
wurde aus der PDB-Struktur 6COX [Kurumbaill996] entnommen. Die Oberflichen
aller Molekiilkonformationen aus der COBRA6.1 Datenbank wurden berechnet, mit
der Shapelets-Methode zerlegt und mit SC-558 iiberlagert. Die Molekiile wurden
sortiert nach Giite der Uberlagerung ausgegeben. Der Anreicherungsfaktor (engl.
enrichment factor, EF) [Xu2002b] im ersten Perzentil (Formel 12) der Datenbank
wurde berechnet.
. # AKtivVe . gen
# Aktive

erwartet

Formel 12

Die Datenbank COBRAG6.1 enthélt 8311 Molekiile, darunter 136 COX-2 Inhibitoren.
Im ersten Perzentil (83 Molekiile) der sortierten Liste waren 31 COX-2 Inhibitoren,

dies entspricht einem EF von 23.
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Dieses Experiment wurde mit dem DHFR Inhibitor Methotrexat aus der
Rontgenkristallstruktur  1DDR und dem Faktor Xa Inhibitor FXV673 aus der
Rontgenkristallstruktur 1KSN wiederholt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 5

zusammengefasst.

Tabelle 5: Ergebnisse des retrospektiven virtual screening-Experiments mit der Shapelets-Methode.

Anzahl aktiver Anzahl aktiver

EF fiir das
Referenzmolekiil Strukturen in Strukturen im
erste Perzentil
COBRAG6.1 ersten Perzentil
SC-558 44, COX-2 Inhibitor 136 31 23
Methotrexat 28, DHFR Inhibitor 64 3 5
FXV673 35, Faktor Xa Inhibitor 228 0

Vergleicht man diese Ergebnisse mit veroffentlichten virtual screening Studien auf der
COBRAG6.1 Datenbank [Fechner2003], erkennt man, dass Shapelets effektiv nicht in
der Lage war, aktive Molekiile von Inaktiven zu unterscheiden. Eine gute Anreicherung
der COX-2 Inhibitoren war der Tatsache zuzuschreiben, dass ca. 70% der in
COBRAG.1 enthaltenen selektiven COX-2 Inhibitoren die typische Struktur aus einem
Fiinfring, substituiert mit zwei Phenylgruppen besitzen [Schneider2003] Die Faktor-Xa
und DHFR Inhibitoren besitzen unterschiedliche Grundstrukturen.
Folgende Schlussfolgerungen konnten aus den Ergebnissen des virtual screening
Experiments gezogen werden:

o Die Oberfldcheninformation alleine war wahrscheinlich nicht ausreichend, um

mit Shapelets aktive von inaktiven Strukturen zu unterscheiden.
¢ FEine Verbesserung konnte durch die Hinzunahme zusétzlicher Informationen,

wie z.B. Pharmakophor-Information erreicht werden.
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Virtual screening mit SQUIRREL

Im rigid body alignment Experiment konnte gezeigt werden, dass die Shapelets-
Methode in der Lage ist, die korrekte Uberlagerung zweier aktiver Molekiile zu finden.
Das virtual screening Experiment aus dem vorherigen Abschnitt wurde nun unter
Zunahme von Pharmakophor-Informationen wiederholt, welches in die Bewertung der
Uberlagerung einfloss. Das iiberarbeitete Programm wurde SQUIRREL genannt. Die
neuen Ergebnisse sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6: Ergebnisse des retrospektiven virtual screening-Experiments mit der SQUIRREL-
Methode.

Anzahl aktiver  Anzahl aktiver
EF fiir das
Referenzmolekiil Strukturen in Strukturen im

erste Perzentil
COBRAG6.1 ersten Perzentil

SC-558 44, COX-2 Inhibitor 136 37 27
Methotrexat 28, DHFR Inhibitor 64 13 20
FXV673 35, Faktor Xa Inhibitor 228 18 8

Die Ergebnisse verbesserten sich gegeniiber dem reinen Oberflachenvergleich, bei
COX-2 um 17 %, bei DHFR um 300%. Bei Faktor Xa wurden erst durch die
zusitzliche Pharmakophor-Information Aktive angereichert. Diese Ergebnisse lagen im
Einklang mit der Studie von McGaughey et al. [McGaughey2007]. Diese Arbeit
demonstrierte unter anderem in einem grof angelegten retrospektiven virtual screening
Experiment, dass die Methoden ROCS [Grant1996] und SQW-shape [Miller1999] in
fast allen Einstellungen des Experiments schlechtere Anreicherung lieferten als ihre
Pendants mit zusédtzlicher Pharmakophor-Information, ROCS-color und SQW.
Folgende Schlussfolgerungen lieB3en sich aus diesem Experiment ziehen:

e Die Hinzunahme der Pharmakophorinformation fiihrte zu einer erheblichen
Verbesserung der Anreicherung. Es ldsst sich also postulieren, dass die
Oberflachenihnlichkeit ein notwendiges, aber kein hinreichendes Kriterium fiir
die Aktivitit ist.

¢ Die Giite der Ergebnisse schwankte stark in Abhidngigkeit von dem Zielprotein.
Diese Schlussfolgerung wurde von der Mehrheit der bisher durchgefiihrten
Studien [Fechner2003, Hawkins2007, McGaughey2007] gezogen. Daher war
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fiir weitere Arbeit eine retrospektive Validierung der Methode auf PPAR

notwendig.

Retrospektive virtual screening Studie auf PPARs

Um die Anreicherung der SQUIRREL-Methode auf PPARs zu testen, wurden jeweils
ein potenter, selektiver Agonist von PPARa und PPARY aus der PDB extrahiert. Beim
PPAR«-Agonisten handelte es sich um das Fibratderivat GW590735 § aus der
Rontgenkristallstruktur 2P54 [Sierra2007]. GW590735 aktiviert PPARa bei einem
ECsp von 4 nM mit tiber 1000facher Selektivitit gegeniiber PPARY. Farglitazar 8 ist ein
potenter, selektiver PPARY-Agonist [Xu2001] (ECsp: 0,2 nM auf PPARY, 250 nM auf
PPAR®). Dieser wurde aus der Rontgenkristallstruktur 1FM9 [Gampe2000]
entnommen und fiir die virtual screening Studie vorbereitet.

Die COBRAG6.1 Datenbank enthdlt 44 selektive PPARYy- und 16 selektive
PPARo~Liganden. Die multiplen Konformere wurden diesmal von der OMEGA-
Software generiert. Zum Vergleich wurde neben SQUIRREL folgende Software
eingesetzt: ROCS, ROCS-color, MOE 4-Punkt Pharmacophore Fingerprints (MOE-
4P), LIQUID und CATS. LIQUID, CATS und MOE-4P sind Methoden, die nur
Pharmakophor-Informationen benutzen, ROCS vergleicht ausschlieflich die Form der
Molekiile. SQUIRREL und ROCS-color verwenden sowohl die Form als auch die
Pharmakophorinformation.

Abbildung 21 zeigt die Ergebnisse des Experiments. Die Anreicherungskurven in den
ersten 2% der Datenbank lieBen darauf schliefen, dass die Methoden SQUIRREL und
ROCS-color am besten fiir das virtuelle Screening auf PPARs geeignet sind. Die
Kombination = der  Oberflichen- bzw.  Volumeniiberlagerung  mit  der

Pharmakophorinformation ist fiir PPARs anscheinend besonders vorteilhaft.
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Abbildung 21: Ergebnisse der retrospektiven virtual screening Studien mit den Methoden CATS,
LIQUID, MOE 4-Punkt-Pharmakophor-Fingerprints (MOE4P), ROCS, ROCS-color und
SQUIRREL auf der COBRA6.1 Datenbank. a) Anreicherung der selektiven PPARY-Agonisten
gegen die Referenzstruktur Farglitazar 8, angegeben als receiver-operator curve (ROC). b)
Anreicherung der selektiven PPARa-Agonisten gegen die Referenzstruktur GW590735 5,
angegeben als receiver-operator curve (ROC). Die Methoden CATS, LIQUID und MOE4P haben

in den ersten 2 Prozent der sortierten Datenbank keine PPAR-Agonisten gefunden.

Eine mogliche Erkldrung wurde durch die Betrachtung der Bindetasche der PPARs
deutlich. Links unten auf der Abbildung 22 erkennt man, dass die Bindetasche von
PPARa tief im Inneren des Proteins vergraben ist. Der grofite Teil der Oberfldche des

Liganden interagiert mit der Oberfliche der Bindetasche, daher ist die

64



Komplementaritit von Bindetasche und Ligand, und damit die Form des Liganden, von
hoher Bedeutung. Andererseits sind die Interaktionen der aciden Kopfgruppe von
GW590735 mit den Aminosduren Ser280, Tyr314, His440 und Tyr464 wichtig fiir die
Aktivierung des kernlokalisierten Rezeptors (Abbildung 22 oben rechts). Kombiniert
man diese Information, ist es moglich, PPAR-Agonisten anhand der Ahnlichkeit zu

erkennen.

Tyr314

Tyrm < f‘ k Serze0

H|s440

Abbildung 22: Bindemodus des selektiven PPARQ-Agonisten GWS90735 S5 in der
Rontgenkristallstruktur 2P54 [Sierra2007]. Die Bindetasche ist vergraben, die fiir die Aktivierung

wichtigen Interaktionen sind in der Vergroflerung gekennzeichnet.

Prospektive virtual screening Studie auf PPAR«

Die retrospektive Studie lieferte Anhaltspunkte dariiber, dass SQUIRREL gut geeignet
ist, PPAR-Liganden zu erkennen, da es die Form und die Pharmakophorinformation in
die Suche einbezieht. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde eine prospektive Studie

zum Auffinden neuer selektiver PPARaQ-Agonisten gestartet. Die kommerzielle
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Anbieterdatenbank SPECS (199272 Substanzen, v.06.2007; www.specs.net) wurde
aufgrund der hohen Reinheit der Substanzen fiir die Studie ausgewdhlt. Ein
mehrstufiges virtual screening Verfahren [Klebe2006] wurde durchgefiihrt, bestehend
aus folgenden Schritten:
e Filtern der Datenbank nach relevanten physikochemischen Eigenschaften.
e Projektion der Datenbank auf eine SOM, um PPARo-dhnliche Liganden
auszuwihlen.
e Erstellung multipler Konformere und anschlieBendes Sortieren nach Ahnlichkeit
zu bekannten, potenten Referenzverbindungen.

e Manuelle Auswahl von Testkandidaten aus der sortierten Liste.

Aufgrund der GroBe und Lipophilie der Bindetasche und der natiirlichen Substrate der
PPAR erschien es angemessen, Molekulargewicht (MW) und den berechneten Wasser-
Oktanol Verteilungskoeffizienten (clogP) als wichtige physikochemische Eigenschaften
anzusehen. Die Statistik {iber die in COBRAG6.1 enthaltenen PPAR-Agonisten ergab ein
mittleres Molekulargewicht von 430 + 93 Da, der mittlere clogP befand sich bei 5,3 +
1,92. Fiir die Filterung wurde die doppelte Standardabweichung oberhalb und unterhalb
des Mittelwerts benutzt [Schneider2004]. Somit wurden nur Substanzen, deren
Eigenschaften innerhalb der Filterinterwalle (244 < MW < 616 Da; 1,44 < clogP < 9,12)

liegen, weiterverwendet.
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Abbildung 23: SOMs, trainiert auf der COBRAG6.1 Datenbank mit dem CATS Deskriptor. Die
relative Anzahl der Substanzen, die jedem Neuron zugeordnet sind, werden auf einer Farbskala
von blau (wenig) nach rot (viel) codiert a) Verteilung aller COBRAG6.1 Strukturen. b) Verteilung
potenter und selektiver PPARa-Agonisten. ¢) Projektion der Substanzen der SPECS Datenbank
auf die SOM.
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Im nichsten Schritt wurden die verbliebenen 176922 Substanzen auf eine SOM
projiziert. Dazu wurde eine toroidale SOM mit 10x10 Neuronen auf der COBRAG6.1
Datenbank trainiert, fiir die vorher der CATS Deskriptor berechnet wurde. Die Anzahl
der Trainingsepochen betrug 100000, Giirii= 5, Ainiri = 1 (Formel 10) und Manhattan-
Abstandsmal.

Abbildung 23a zeigt die Verteilung der COBRAG6.1 Strukturen auf der SOM. Projiziert
man 14 selektive potente PPARa-Agonisten auf diese SOM, sieht man dass bestimmte
Bereiche priferiert werden (sog. ,,Aktivitdtsinseln® [Schneider2003], Abbildung 23b).
Um Substanzen auszuwéhlen, die PPARa-Agonisten dhnlich sind, wird die SPECS
Datenbank auf die SOM projiziert (Abbildung 23c). Die 1926 Substanzen, die auf
PPAR0-Aktivititsinseln fallen (mehrfach besetzte Neuronen 1/6, 8/0, und 9/0) wurden
fiir die weiteren Berechnungen verwendet.

Von diesen PPARa-dhnlichen Substanzen wurden multiple Konformere mit dem
Programm MOE  berechnet. Diese wurden fiir die Berechnung der
Oberflachenfragmente und die Erstellung sortierter Listen mit der SQUIRREL-Methode
benutzt.

Als Referenzverbindungen dienten GW590735 5, das Tetrazol-Derivat 45 und die
Verbindung 46. GW590735 § wurde mit PPARa co-kristallisiert (PDB-Code 2P54
[Sierra2007]). Verbindung 45 aktiviert PPARa mit ECsp = 140 nM und zwolffacher
Selektivitiat gegeniiber PPARY [Etgen2003]. Die Struktur 46 ist ein auflerordentlich
potenter PPARa-Agonist (ECsp = 0,3 nM) [Miyachi2004]. Die Referenzverbindungen
wurden ausgewdhlt, um eine moglichst hohe Variabilitit der fiir die PPAR-
Subtypselektivitit entscheidenden aciden Kopfgruppe zu gewdhrleisten. Da von den
Verbindungen 45 und 46 keine Rontgenkristallstrukturen verfiigbar waren, wurden die
bioaktiven Konformationen dieser Substanzen durch Docking in die PPARo-
Kristallstruktur 2P54 mit GOLD 3.2 [Verdonk2003] modelliert. Die Einstellungen des
Programms finden sich im Anhang. Fiir die Berechnung der Oberflichenfragmente
wurden jeweils ein potentieller Bindemodus ausgewihlt, der die Interaktion mit den
Aminosduren S280, Y314, H440 und Y464 zeigte und in der charakteristischen U-
Konformation vorlag, die Ausgabe der Bewertungsfunktion wurde nicht beriicksichtigt.
Es wurden insgesamt drei Listen erstellt, jede sortiert nach SQUIRREL-Ahnlichkeit zu

einer der Referenzverbindungen.
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Diese Listen wurden von oben nach unten manuell durchsucht und jeweils 10 mg der 21
ausgewihlten Verbindungen 47-67 bestellt. Dabei wurde insbesondere darauf geachtet,
dass die Molekiile
¢ cine Gruppe enthielten, die als bioisosterer Ersatz der Sduregruppe dienen kann
[Lima2005],
¢ unterschiedliche chemische Grundgeriiste aufwiesen,
e zur Vermeidung der potentiellen Toxizitit keine Aldehyd- oder Ketogruppen
enthalten.
Abbildung 24 zeigt den schematischen Ablauf der virtual screening Strategie, die bei

dieser Studie angewendet wurde.

SPEGS v.06.2007 176.922 1.926 3 sortierte 21
199.272 Molekiile Molekiile Listen Molekile
Molekiile

244<MW <616 SOM Filter 3 x SQURREL Manuelle
1,44<clogP<9,12 Auswahl

Abbildung 24: Schematischer Ablauf der mehrstufigen virtual screening Strategie.

Die Substanzen wurden dreimal im zellbasierten PPAR0— und PPARYy-Assay in den
Konzentrationen 3 uM, 10 uM, 30 uM und 100 uM getestet. Wenn eine hohe
signifikante Aktivierung bei diesen Konzentrationen beobachtet wurde, wurden ECs-
Werte bestimmt. Tabelle 7 Aktivitit der Substanzen 47-67 im zellbasierten Testsystem.
Die maximale Konzentration der Substanzen 47-67 betrug 100 uM. Die Aktivitét ist als
ECsp angegeben oder, falls ECsp nicht messbar war, als % Aktivierung bei

Hochstkonzentration von 100 uM.gibt die Ergebnisse dieser Untersuchungen wieder.
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Tabelle 7 Aktivitiit der Substanzen 47-67 im zellbasierten Testsystem. Die maximale Konzentration
der Substanzen 47-67 betrug 100 uM. Die Aktivitit ist als ECsy) angegeben oder, falls ECsy nicht

messbar war, als % Aktivierung bei Hochstkonzentration von 100 uM.

Substanznummer PPARO Agonismus PPARY Agonismus
47 1,75 £ 0.24 uM 13+22uM
48 inaktiv inaktiv
49 inaktiv 34 + 18% bei 100 uM
50 80 + 17% bei 100 uM inaktiv
51 inaktiv inaktiv
52 63 + 6% bei 100 uM 106 + 37 uM
53 34+14% bei 100 uM 70,5 + 8,1 uM
54 inaktiv 47 + 12% bei 100 uM
55 inaktiv inaktiv
56 inaktiv 7+0,5uM
57 inaktiv inaktiv
58 40 + 6% bei 100 uM inaktiv
59 inaktiv inaktiv
60 inaktiv inaktiv
61 inaktiv 26 + 8% bei 100uM
62 inaktiv 47 + 12% bei 100 uM
63 0,044 + 0,005 uM 4,9 +0,4 uM
64 inaktiv Inaktiv
65 inaktiv 56 + 28% bei 100uM
66 inaktiv 10,5+0,7 uM
67 20,2 + 25,6 uM 19,5 +0,1 uM

Sieben der 21 getesteten Molekiile haben im zellbasierten Assay signifikante
Aktivierung von PPARa gezeigt. Einige Strukturen sind besonders hervorzuheben:
Molekiill 47 ist von der Fibrinsdure [Grundyl987] abgeleitet und zeigte
erwartungsgemill hohe Potenz (ECsp = 1,75 + 0,24 uM) und siebenfache Selektivitit

gegeniiber PPARY. Da jedoch die Fibrinsdurederivate bereits in hohem Mal} als
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Leitstruktur fiir die Aktivierung von PPARo optimiert wurden [Sierra2007], ist diese

Struktur nicht weiter interessant.
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Abbildung 25: Aktivierung von PPAR durch Substanz 47 in Abhingigkeit von der Konzentration.

Die restlichen Verbindungen zeigten unterschiedliche Chemotypen auf, was auf die
Generalisierungsfihigkeit der SQUIRREL-Methode hindeutet. Der Wechsel zwischen
den Chemotypen bei gleichzeitigem Erhalt der Aktivitdt, sog. ,,Scaffold-Hopping*
[Schneider1999] ist daher gelungen. Insbesondere zeigte Struktur 63 hohe Potenz (ECs
=44 + 5 nM) und 111fache Selektivitit gegeniiber PPARY. Diese Struktur hat einen

anderen Chemotyp als die Referenzstrukturen.
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Abbildung 26: Aktivierung von PPARa durch Substanz 63 in Abhiingigkeit von der Konzentration.

Ein Docking-Experiment gab Hinweise auf die Potenz und Selektivitit der Verbindung
63. Dazu wurde aus der PDB-Rontgenkristallstruktur 2P54 [Sierra2007] der Ligand
entfernt und hypothetische Bindemoden der Struktur 63 mit der Docking-Software
GOLD 3.2 [Verdonk2003] erstellt. Die Einstellungen des Programms finden sich im
Anhang. Die Kristallstruktur 2P54 wurde verwendet, weil der co-kristallisierte Ligand
GW590735 5 den linken proximalen Teil der Bindetasche nicht besetzt. In anderen
Rontgenkristallstrukturen wird diese Subtasche von einem zu der Carboxylgruppe in der
o-Position stindigem Substituenten okkupiert. Da Verbindung 63 nicht iiber einen
solchen Substituenten verfiigt, war 2P54 die geeignete Wahl fiir die Durchfiihrung der
Docking-Experimente. Der Bindemodus mit dem hochsten Chemscore-Wert (50) ist in
Abbildung 27 gezeigt. In diesem Modell interagierte die Carboxylgruppe mit den
Seitenketten der Aminosduren S280, Y314, H440 und Y464. Diese Interaktionen sind
fiir die Stabilisierung der AF-2 Helix und die Aktivierung des Rezeptors essentiell
[Xu2001]. Zusitzliche Interaktionen gehen von der Phenylgruppe in der rechten distalen
Tasche [Pirard2003] des Rezeptors aus. Der lange hydrophobe Rest besetzt die linke
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distale Bindetasche. Vermutlich sind diese Interaktionen fiir die Selektivitit gegeniiber
PPARY verantwortlich, da dort dieser Bereich vornehmlich von volumindsen Resten
besetzt wird. Die linke proximale Tasche, die bei PPARo kleiner ist als bei
PPARY [Zeote2007], wurde nicht besetzt, auch dies sprach fiir die hohe Selektivitit

dieser Verbindung.

Abbildung 27: Potentieller Bindemodus der Verbindung 63, berechnet mit Docking-Software
GOLD.

De novo Design und Synthese eines PPARo-Agonisten

Einer der Vorteile der SQUIRREL-Methode war die Verwendung eines
graphenbasierten Ansatzes, welcher auch partielle Uberlagerungen erlaubt. Diese
partielle Uberlagerungen konnten dazu benutzt werden, Molekiilfragmente mit
bestimmten Teilen eines Molekiils zu tiberlagern und somit Vorschlédge fiir bioisosteren
Ersatz dieser Teile zu generieren. In dieser Studie sollten diese Vorschlige dazu
verwendet werden, einen PPARo-Agonisten de novo zu erzeugen, zu synthetisieren und

die biologische Aktivitit zu bestitigen.
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Dazu wurden multiple Konformere fiir die COBRA6.1 Datenbank mit der MOE
Software erzeugt. Die Oberflichen wurden berechnet und mit der Shapelets Software in
Paraboloide unterteilt. Die Molekiile wurden nun mit den RECAP Retrosyntheseregeln
[Lewell1998] in Fragmente zerlegt. Abbildung 28 zeigt die Zerlegung des PPAR«-
Agonisten GW590735 5.

O
A ‘."{9‘\'

Abbildung 28: Die Zerlegung von GW590735 5 [Sierra2007] in Fragmente entsprechend den
RECAP-Retrosyntheseregeln. Die Kugeln symbolisieren die ,,attachment-points*, die durch die
Spaltung der Bindungen entstanden sind. Die roten Paraboloide sind den einzelnen Fragmenten
zugewiesen und werden fiir die Uberlagerung mit Hilfe der Shapelets-Methode verwendet.

Pro Molekiil der COBRAG6.1 Datenbank wurden im Durchschnitt 4,5 Konformere
erzeugt. Nach der Zerlegung wurden 17.934 Fragmente erhalten. Ein Fragment kann,
aus unterschiedlichen Mutterstrukturen entnommen, unterschiedliche Oberflichenform
aufweisen, durchschnittlich gibt es von jeder Fragmentstruktur 2,3 Konformere.

Als Referenzverbindung diente wieder GW590735 5§, welches nicht nur herausragende
Potenz und Selektivitit auf PPARa aufweist, sondern auch iiber das etablierte und gut
untersuchte Fibrat-Grundgeriist verfiigt. In diesem Zusammenhang sollte untersucht
werden, ob es moglich ist, durch bioisosteren Ersatz mehrerer Gruppen zu einer neuen
Grundstruktur zu gelangen. Bezogen auf GW590735 wurden die Kopfgruppe und der
hydrophobe Rest ersetzt, wihrend ein Teil des Molekiils, der aromatische Kern mit dem

Amid-Linker konstant bleiben sollte.
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Die Uberlagerung der Fragmente mit GW590735 5 ergab 77 Vorschlige fiir die
Kopfgruppe und 90 fiir den hydrophoben Rest (Listen im Anhang). Die Vorschlige
wurden visuell inspiziert. Es wurden einige Kopfgruppen wiedergefunden, fiir die
Wirksamkeit auf PPARa bekannt ist. Abbildung 29 zeigt Beispiele fiir solche
Bioisostere der 2-Hydroxy-2-methyl-propionsdaure, der Kopfgruppe des Fibrat-

grundgeriists.

Abbildung 29: Beispiele fiir die von SQUIRRELnovo generierten Vorschlige fiir den bioisosteren
Ersatz des 2-Hydroxy-2-methyl-propionsiure-Restes von Fibraten. Die Molekiile 68-71 wurden fiir
die Aktivitit auf PPARo patentiert [68: JP 2004-202918, 20040709; 69: WO 2006075638; 70: WO
2007016538 71: W0030202269.].

Aus den von SQUIRRELnovo generierten Vorschligen wurde Prolin als bioisosterer
Ersatz der 2-Hydroxy-2-methyl-propionsdure und Naphthalen-2-carboxylat als Ersatz
des hydrophoben Restes gewihlt (Abbildung 30). Die Synthese der Verbindung EP1

gelang durch reduktive Aminierung des Prolinesters mit 4-Formylbenzonitril.
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AnschlieBend folgte die katalytische Hydrierung der Nitrilgruppe, die Amid-Koppling
mit Naphtylchlorid und das Entschiitzen der Carboxylfunktion durch Verseifung. Bei
der Testung von EP1 im zellbasierten Assay in Konzentrationen 3 uM, 10 uM, 30 uM
und 100 uM konnte keine signifikante Aktivierung von PPARa oder PPARY festgestellt

werden.

K a2

SRS

Abbildung 30: Vorschlige fiir bioisosteren Ersatz fiir die acide Kopfgruppe (a) und den
hydrophoben Rest (b), die fiir den Design von EP1 verwendet wurden. Graues Volumen und griine

Atome entsprechen GW590735, Netzvolumen und magenta Atome EP1.
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Abbildung 31: Schematische Aufteilung der Molekiile GW590735 5, EP1 21 und EPS 26.

Die Ursache fiir die fehlende Aktivitit von EP1 liegt wahrscheinlich in den
physikochemischen Eigenschaften der Bindetasche der PPARs. Diese zeigt ein
ausgepragtes positives elektrochemisches Potential. Da der Amin-Stickstoff in der
Prolin-Kopfgruppe von EP1 wahrscheinlich unter Assay-Bedingungen protoniert und
somit positiv geladen vorliegt, sind die repulsiven Coulomb’schen Wechselwirkungen
zu stark, als das eine stabile Bindung zustande kommen konnte.

Um diese Annahme zu priifen, wurde die positive Ladung entfernt, indem der
Pyrrolidin-Ring von Prolin durch Pyrrol ersetzt wurde. Die Verbindung EPS wurde
synthetisiert, indem Pyrrol-2-Carbonsdureethylester in einer Phasentransferreaktion
[Banwell2006] an 4-(Bromomethyl)benzonitril gekoppelt wurde. Alle weiteren Schritte
entsprechen der Synthese der Verbindung EP1. EPS wurde im zellbasierten Assay
getestet und zeigte einen ECsp = 0,51£0,12 uM fiir PPAR«, und ECsy = 0,6310,03 uM
fiir PPARY. Dieses positive Ergebnis bestétigt die Hypothese zum Einfluss der positiven

Ladung auf die Bindungseigenschaften des Liganden. Der Verlust der Selektivitit ist
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wahrscheinlich auf die relativ einfache strukturelle Beschaffenheit des hydrophoben

Naphtyl-Rests zuriickzufiihren.
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Abbildung 32: Aktivierung von PPARo durch EP5 in Abhéngigkeit von der Konzentration.

Die Synthese von EPS zeigte insgesamt, dass es moglich ist, ausgehend von
computergenerierten Vorschlidgen fiir den bioisosteren Ersatz potente Leitstrukturen de

novo zu generieren.
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Schlusswort und Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Kombination der Methoden, die
Oberflichenform und Pharmakophor-Informationen beriicksichtigen, fiir das virtual
screening und das de novo Design von PPAR-Agonisten geeignet sind. Um die
Zielsetzung der Arbeit zu erfiillen, wurde die Methode Shapelets entwickelt, die eine
deterministische Zerlegung molekularer Oberflichen erméglicht. Es wurde gezeigt, dass
die Oberflicheninformation zwar ausreichend ist, um die molekulare Uberlagerung
zweier Molekiile mit gleichem Bindemodus zu berechnen, jedoch nicht geniigt, um
aktive Strukturen von inaktiven zu unterscheiden. Unter Beriicksichtigung zusétzlicher
Information in Form des Pharmakophor-Dichtefelds (LIQUID) konnte die
Anreicherung aktiver Strukturen verbessert werden. Durch virtual screening mit der
neuen Methode konnten potente und selektive PPARa-Agonisten identifiziert werden.
Anschlieend wurde eine neue Leitstruktur mit aktivierender Wirkung auf PPAR«
synthetisiert, welche mit Hilfe von bioisosteren Ersatzstrukturen der de novo Design

Methode SQUIRRELnovo entworfen wurde.

Jede der bearbeiteten Ziele hat neue Anregungen zur weiteren Bearbeitung geliefert.
Hier werden einige davon aufgelistet:

e Die Methode SQUIRREL hat sich als besonders geeignet fiir das virtual
screening von PPAR-Agonisten erwiesen. Ahnliche Studien wurden bereits von
Hawkins et al. [Hawkins2007] und McGaughey et al. [McGaughey2007] fiir die
einige virtual screening Programme durchgefiihrt. Eine weitreichende
Untersuchung des Verhaltens der Methode SQUIRREL auf weiteren
pharmakologischen Targets wiirde eine bessere Ubersicht iiber die Stirken und
Schwichen des Verfahrens liefern.

e Bei SQUIRREL wurde die Pharmakophor-Information als zusitzliches
Kriterium fiir die Auswahl aktiver Substanzen gewdhlt. Das Verfahren
SURFCOMP [Hofbauer2004] nutzt stattdessen das elektostatische und das
lipophile Potential. Auch Exner et al. [Exner2002] projezierten diese

Eigenschaften auf molekulare Oberflichen. Die Einbindung des
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elektrostatischen Potential, des lipophilen Potentials oder weiterer Eigenschaften
wie die Polarisierbarkeit konnte die Methode vielseitiger machen.

e SQUIRREL ist fiir die Uberlagerung zweier Liganden geeignet. Eine
Erweiterung des Verfahrens, um die Uberlagerung des Liganden mit einer
geeigneten Reprisentation der Bindetasche konnte Aufschlu3 {iiber die
Bedeutung der Oberflaichenkomplementaritit bei den Protein-Ligand-
Wechselwirkungen geben. Einen dhnlichen Ansatz verfolgten Norel et al.
[Norel1999], wobei hier kritische Punkte der molekularen Oberfldchen fiir
Docking-Experimente verwendeten.

¢ Die Substanz EPS ist zwar ein vergleichsweise potenter PPARo-Agonist, jedoch
wire eine Optimierung der Aktivitdt und vor allem der Selektivitidt gegeniiber
PPARY ein weiteres Ziel. Sierra et al. [Sierra2007] haben durch die Variation
des hydrophoben Restes die Optimierung der Leitstruktur vorgenommen.

Diese Ziele werden weiterhin in den Arbeitskreisen von Prof. Dr. Schneider und Prof.

Dr. Schubert-Zsilavecz bearbeitet.
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Anhang

¢ Einstellungen der Docking-Software GOLD
e Liste der von SQUIRRELnovo vorgeschlagenen aciden Kopfgruppen
e Liste der von SQUIRRELnovo vorgeschlagenen hydrophoben Reste

¢ Ausgewihlte Publikationen
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Par aret er ei nst el | ungen des Programs GOLD

AUTOVATI C SETTI NGS
autoscal e = 2.00
POPULATI ON
popsiz = auto
sel ect _pressure = auto
n_islands = auto
maxops = auto
niche _siz = auto
GENETI C OPERATORS
pt_crosswt = auto
allele nutatemt = auto
mgratewt = auto

FLOOD FI LL

radius = 10

origin =000

do_cavity =1

floodfill _atomno = 0

cavity file = 735. ol 2

floodfill _center = cavity from.ligand
FLAGS

display = 0

i nternal _ligand_h_bonds = 0

n_ligand_bumps = 0
flip_free_corners =0
flip_am de_bonds = 0
flip_planar_n =1 flip_ring_NRR flip_ring_NHR
flip_pyramidal_n =0
rotate_carboxylic_oh = flip
use tordist =1
TERM NATI ON

early_termnation = 0

n_top_solutions = 3

rms_tolerance = 1.5
CONSTRAI NTS

force _constraints =0

COVALENT BONDI NG
covalent = 0

FI TNESS FUNCTI ON SETTI NGS
initial _virtual _pt_match_max = 3.0
relative_ligand_energy = 0
gold _fitfunc_path chenscore
score_param file = DEFAULT
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