: m S

REFINE

<V

e

Modellierung von Protein-Ligand Komplexen
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Zusammenfassung

Die Entdeckung fast unseres gesamten Arzneimittel-
schatzes ist die Folge von gliicklichen Verkettungen von
Zufiillen auf den Wegen moderner, aber auch antiker
Forschung. Die englische Sprache verwendet dafiir den
Ausdruck Serendipity. Nichtsdestoweniger haben sich
Arzneimittel im Laufe der Zeit drastisch gewandelt. Vom
Kréutertee der Vorfahren sind wir zu sehr stark wirksa-
men Monoprdparaten als Therapeutika gekommen. Von
einer betrichtlichen Zahl dieser Monoprdparate haben
wir durch moderne analytische und molekularbiologi-
sche Verfahren gelernt, an welchen Orten sie wirken und
was sie auf molekularer Ebene tun. In der Regel lost die
Wechselwirkung mit einem kérpereigenen Eiweifs
spezieller Bauart, dem Rezeptor, die biologische Antwort
aus. Dies fiihrt zu der Vorstellung, dafs man Arzneistoffe
mit vorberechneten Eigenschaften, wie auf dem Reifs-
brett, entwerfen kinnen sollte, wenn man Struktur und
Eigenschaften des Arzneistoff-Rezeptor-Komplexes
besifle. Die Serendipity bei der Suche und Entwicklung
von Arzneistoffen liefie sich sehr reduzieren. Damit
wiirden auch weniger Substanzen einer tierexperimen-
tellen Testung unterworfen.

Die Praxis zeigt, dafs tatscichlich eine Kombination von
biophysikalischen, theoretischen und biologischen in
vitro Methoden uns dem Entwurf von Arzneistoffen sehr
nahe bringen. Es gibt aber Probleme grundlegender Art,
die dem reduktionistischen Ansatz in der Arzneimittelfor-
schung entgegenstehen. Sie verhindern, daf$ auf dem
Computerbildschirm durch eine einfache Schliissel-
Schlofd Einpassung eines Wirkstoffmolekiils in eine
Rezeptorstruktur ein Arzneimittel entsteht.

Ist jedoch einmal ein Wirkstoff gefunden, sei es durch
reinen Zufall, durch Serendipity, Design oder ethnologi-
sche Heiltradition, kiinnen die theoretischen Modellie-
rungsverfahren wesentlich zu einer Optimierung und
zum Ausbau der ganzen therapeutischen Klasse bei-
ragen.
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Summary: Modeling of protein-ligand interaction
complexes as a basic of the rational design of drugs.

Most of our todav’s drugs have been discovered by the
lucky coincidences called serendipity. The drugs itself
however, have tremendously changed since the ancient
times. From the herbal teas as the remedies of our
ancestors, we have switched to modern therapeutics,
mostly containing only one, very high active compound.
Modern analytical methods and the approaches of recent
molecular biology have revealed the molecular mecha-
nisms of a lot of this high active drugs. In most of the
cases, interaction of the drug molecule with a special
protein in the body, located on the surface of the cell
releases the biological response.

This may lead to the idea, that knowledge of the struc-
ture of the protein-ligand complex enables us to design a
drug with certain properties on the computer screen. If
successful, serendipity could be considerably reduced as
well as animal testing.

As a matter of fact, it can be shown, that the combination
of biophysics, modeling, and biological in vitro methods
brings us very close to that goal. However, basic pro-
blems, for instance in the handling of complex systems
are opposed to the reductionistic approach in the drug
research. They prevent the simple application of the lock
and key principle in making a drug by fitting a putative
drug molecule into the binding site of a receptor.
Nevertheless, whenever a biologically active compound
has been discovered, be it by pure chance, serendipity,
design or ethnological pharmacy, molecular modeling or
drug design will be of great help in optimizing the active
compounds and enrichment of the whole new class of
therapeutics.

Keywords: Computer Aided Drug Design (CADD),
ligand-protein interaction, molecular modeling, drug
research and development, site-directed mutagenesis,
nuclear magnetic resonance spectroscopy, substance
libraries, recepior, homology modeling, multiple binding
maode
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| Einleitung

Arzneimittel wirken dadurch, dal sie
im Korper, nachdem sie an eine
bestimmte Stelle gelangt sind, dort
mit den biologischen Strukturen In-
formationen austauschen oder diese
blockieren (Abb. 1). Der Austausch
der Informationen geschieht iiber
Komplexierung des Arzneistoffmo-
lekiils, des Liganden und des kom-
plementiiren biologischen Systems,
des Rezeptorproteins, der Membran,
eines Enzyms oder auch der DNS.
Wenn man ein neues Arzneimittel
entwickeln mochte, versucht man
diese Vorginge im molekularen De-
tail zu verstehen. Dazu mull ein
interdisziplinires System von Theo-
rie und Experiment existieren, das
um den eigentlichen Ausliser der
Arzneimittelwirkung, die Ausbil-
dung des Protein-Ligand-Komple-
xes, gruppiert ist (Blundell et al.,
1992) (Abb. 2).

Die Dynamik der Arzneistoff-Re-
zeptor-Wechselwirkung  selbst  ist
nicht direkt beobachtbar, sie muf
modelliert werden. Die Zeitspanne,
in der ein Enzym einen Arzneistoff
umsetzt, kann sehr unterschiedlich
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Abbildung1: Stark schematisierte
Wechselwirkung eines aktivierenden und
eines blockierenden (schwarzes Dreieck)
Arzneistoffs bei der Wechselwirkung an
seiner biologischen Erkennungsstruktur,
beispielsweise dem Rezeptor. Beide
Elemente fixieren die biologische
Struktur in einem bestimmten Zustand.
Der aktive Zustand (Erkennung des
rechten Elements) bewirkt die Weiterga-
be einer Information und 16st Uber einen
Signalweg eine biologische Antwort aus.
Die Blockade des Signalwegs bewirkt die
Unterdriickung einer biologischen
Antwort und kann eine den Organismus
schadigende Reaktion unterbinden.
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Abbildung 2: Der ,Drug Design Bicycle” beschreibt die optimale Vernetzung experi-
menteller und theoretischer Verfahren im rationalen Entwicklungsprozef fir eine

Wirksubstanz.

sein, von einigen tausendstel Sekun-
den bis hinauf zu einer halben Se-
kunde. Darin ist nicht eingerechnet,
dal} selbst dann, wenn der Ligand

(Arzneistoff) sich nahe dem Protein-

befindet, er auch noch geraume Zeit
bendtigt, um sich in das Protein
einzupassen. Emil Fischer hat vor
etwa 100 Jahren dafiir das Bild der
Schliissel-SchloB-Erkennung ge-
prigt. Dieser Vorgang wird durch
Computersimulation in eine Bilder-
sprache iibersetzt, die Analogien aus
dem tédglichen Leben verwendet, wie
beispielsweise das Bild von Schliis-
sel und Schlof oder Hand und Hand-
schuh. Da die Komplexitit der
eigentlichen Reaktion jedoch sehr
arof} ist, enthalten die bildlichen
Darstellungen einen hohen Abstrak-
tionsgrad und trotzdem noch sehr
viel Detailinformation. Mit Hilfe der
modernen Computergraphik kann
der mechanistische Ablauf der Arz-
neistoff-Rezeptor-Wechselwirkung
in farbige, dreidimensionale und so-
gar bewegte Bilder umgesetzt wer-
den. Die Technologie wird als ,,Mol-
ecular Modeling™ oder ,,Computer
Aided Molecular Design® (CAMD)
bezeichnet. Der besondere Vorteil
liegt aber nicht in der bildlichen
Darstellung, sondern in der Model-
lierung. Jeder Zustand des Modellsy-

stems ist zu jedem Zeitpunkt im
Computer priasent. Auf diese Weise
lassen sich virtuelle Experimente
durchfiihren.

Dadurch, daBl die Simulation ge-
rechnet wird und nicht als Film
existiert, lassen sich wie in einer
kiinstlichen Welt zu jedem Zeitpunkt
die Bedingungen idndern. Nichts an-
deres stellt auch ein naturwissen-
schaftliches Experiment dar. Die
CAMD-Technologie erlaubt also vir-
tuelle Experimente tiber Arzneistoff-
wirkungen, die innerhalb des ge-
wihlten Systems Vorhersagekraft
haben. Sie unterliegen natiirlich den
gleichen Grenzen der Vorhersage-
kraft, die unsere reduktionistische
Beschreibung der Realitiit erzeugt.

Die Experimente erlauben auch
eine Eigenschaftsbeschreibung der
interagierenden Spezies. Der Ligand
(Arzneistoff) kann in seinen chemi-
schen Eigenschaften, wie Struktur,
Ladung etc., charakterisiert werden.
Dies ist nach dem, was oben gesagt
wurde, dann auch fiir den virtuellen
Liganden, ein noch nicht existieren-
des Molekiil, moglich. Damit lassen
sich neue Liganden fiir ein Protein
im Computer entwerfen.

Eigenschaften konnen in sehr
komplexen Oberflichen dargestellt
werden. Es ergibt sich eine neue
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Dimension in der Beschreibung mo-
lekularer Vorgiinge, die sich eher
von der Struktur 16st und die Ande-
rung von Ligenschaften als Maf
benutzt. Dies ist der eigentliche, tiber
die bisherigen Méglichkeiten hinaus-
gechende Lerneffekt bei der Verwen-
dung von CAMD-Techniken.

2 Eigenschaftsbeschreibung von
Molekiilen

Fiir Arzneimittelmolekiile gilt iiber-
wiegend eine Eigenschafts-Wir-
kungsbezichung. Gleiche Eigen-
schaften sollten eigentlich reprodu-
zierbar die gleichen Wirkungen er-
zeugen,

Darauf beruht die Moglichkeit ei-
ner medikamentdsen Therapie. Fiir
die gezielte Entwicklung eines neuen
Wirkstoffs wire es deshalb ideal,
seine Eigenschaften und die daraus
zu erwartenden Wirkungen mog-
lichst genau kennenzulernen. Fiir
eine Modellierung wiirde dieser An-
satz bedeuten, daB eine vollig deter-
ministische Sicht der molekularen
Ablidufe in einer Zelle existiert. Sy-
steme, wie die biochemischen Zy-
klen in einer Zelle, sind aber fast
immer dissipative Systeme. Damit
existieren hochgeordnete Strukturen
fern vom thermodynamischen
Gleichgewicht abgeschlossener Sy-
steme. Da deshalb ein vollig deter-
ministisches Bild eines lebendigen
Organismus kaum erwartet werden
kann, macht es Sinn, in Niiherungen
diejenigen Teile in der Funktionsket-
te zu beschreiben, die einer chemi-
schen, biochemischen, physikali-
schen und pharmakologischen Mes-
sung zuginglich sind. In vielen Fil-
len [46t sich daraus nach Ableitung
allgemeiner GesetzmiiBigkeiten eine
Simulation der wichtigen Vorgiinge
an theoretischen Modellen erzeugen.
Methoden der modernen Molekular-
biologie erlauben den Aufbau ganzer
Signalketten von Rezeptoren in Mi-
kroorganismen, wie z.B. Hefen. In
dicser artifiziellen Rezeptorwelt™
lassen sich Schritt fiir Schritt die
Signaltransduktionsvorgiinge — unter
verschiedenen Bedingungen studie-
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ren. Dies geht von gezielter Mutage-
nese bis hin zur Bereitstellung ganz
anderer Rezeptorproteine.

3 Eigenschaftsheschreibung von
Arzneistoff-Rezeptor/Enzym-
Komplexen

Bei der eigentlichen Wirkung eines
Arzneimittels, also dem Informations-
austausch zwischen Arzneistoff und
biologischer Struktur im Organismus,
kommen viele solcher Eigenschaften
gleichzeitig oder in bestimmter zeitli-
cher Abfolge zum Tragen.

Grundsitzliche Uberlegungen zur
Simulation eines solchen Vorgangs
stammen aus der Ableitung der be-
reits erwihnten Eigenschafts-Wir-
kungsbeziehungen. Wenn ich eine
Reihe von Strukturen, wie oben dar-
gestellt, in ihren Eigenschaften be-
schrieben habe und aus pharmakolo-
gischen Versuchen ihre biologische
Wirkung kenne, bin ich in der Lage,
die fiir die Wirkung wichtigen Ei-
genschaften herauszukristallisieren
und sie jeder einzelnen Struktur zu-
zuordnen.

Die Graphikcomputer erlauben es
nun, diese Eigenschaften in Form
molekularer Felder zu verdeutlichen.
Sie bestehen nicht aus abstrakten
Zahlenreihen, sondern aus farbco-
dierten, dreidimensionalen Gebilden,
die auf den ersten Blick als charakte-
ristisch fiir eine Substanz erkannt
werden. Eigenschaften konnen sein:
Grobe, Chiralitit, Ladung usw.

Das menschliche Fehlererken-
nungssystem, trainiert auf parallelen
Input, ist unmittelbar in der Lage,
aufgrund der graphischen Zuordnung
der Eigenschaften zwischen ,,guten*
und ,,schlechten” Molekiilen zu dif-
ferenzieren. Perfektioniert wird diese
Differenzierung durch die Betrach-
tung eines Wechselwirkungskomple-
xes, bestehend aus Arzneistoff und
biologischer Erkennungsstruktur.
Die Ausbildung dieses Komplexes
und eine funktionierende Informati-
onsiibertragung beruhen nimlich auf
gegenscitiger Erkennung nach dem
oben erwihnten Schliissel-SchloB
Prinzip. Die Eigenschaften beider
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Partner miussen also zueinander
komplementiir sein. Diese Komple-
mentaritit oder | PaBform™ wird aul
3D-Graphiksystemen sehr gut er-
kannt, in der zweidimensionalen Zei-
chenebene ist sie unméglich abzu-
schiitzen.

Eine Modellierung des Protein-
Ligand Komplexes als Basis einer
rationalen Entwicklung eines Wirk-
stoffs (Drug Design Studie) ist dem-
nach auf verschiedenen Wissensebe-
nen moglich.

Im folgenden sollen fiinf Hierar-
chie- oder Wissensebenen diskutiert
werden, von denen aus ein Prozel
der rationalen Arzneistoffentwick-
lung beginnen kann.

Jede Ebene ermdglicht einen Ent-
wurf, aber mit sehr unterschiedlicher
Qualitit beziiglich der Vorhersage-
kraft. Der hierarchische Unterschied
zwischen den Ebenen ist durch die
Integration geeigneter experimentel-
ler Verfahren gekennzeichnet, die
vorzugsweise sehr nahe am moleku-
laren Ereignis lokalisiert sind. Spek-
troskopische und molekularbiologi-
sche Verfahren stehen dabei im Vor-
dergrund.

4 Die fiinf verschiedenen
Hierarchie- oder Wissensebenen

4.1 Substrate, Inhibitoren, (Ant-)
Agonisten und deren Kinetik

Diese Datenbasis ist nach wie vor
fast immer der Ausgangspunkt fiir
die Ableitung von Struktur-Funkti-
onsbeziehungen in der Arzneistoff-
entwicklung. Dies ist darin begriin-
det, dall die eigentliche Arznei-
stoffindung trotz aller Kenntnisse
von  Funktions-Strukturzusammen-
hingen in der Biologie ein Zufalls-
prozel ist.

Kombinatorische Chemie, Struktur-

bibliotheken, systematische Testung

(screening)

Moderne Suchstrategien verlassen
sich verstirkt auf systematisches Ab-
tasten multidimensionaler Struktur-
rdume, die liber Screening zufillig
oder nahezu zufillig entstandener
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eroffer Strukturbibliotheken zuging-
lich sind. Automatisierte Testverfah-
ren, von cinfachen Affinitatsmessun-
gen bis zum funktionellen Rezeptor-
assay parallel in bis zu hundert
verschiedenen Therapieklassen, er-
lauben die biologische Analytik gro-
Ber Zahlen von Strukturvarianten in
relativ kurzer Zeit.

Sehr oft setzt man sich zum Ziel,
die grofte existierende Strukturbi-
bliothek, die Natur, nachzuahmen.
Die Anwendung genetischer Strate-
gien in der Synthese erlaubt die
Neukombination eines beschrinkten
Satzes von Strukturelementen, bzw.
reaktiven Ausgangskomponenten
unter zufillig variierenden Startbe-
dingungen. Die Ausgangskompo-
nenten sind in geeigneter Weise mar-
kiert, sodal eine Riickverfolgung
nach der Reaktion méglich wird. Auf
diese Weise entsteht durch chemi-
sche Synthese oder durch biosynthe-
tische Ansitze eine grofle Zahl (bis
zu mehreren Millionen) neuer Ver-
bindungen. Mit automatisierten in
vitro Testsystemen lassen sich diese
vielen Verbindungen in tiberschau-
barer Zeit auf biologische Effekte
testen. Viele Kriterien konnen schon
vordergriindig zum Ausscheiden von
neuen Substanzen fiihren. Substan-
zen, die als Medikamente dienen,
sollten beispielsweise eine gewisse
Wasserloslichkeit  aufweisen, sie
miissen sich in einem bestimmten
Fenster des Verteilungskoeffizienten
zwischen Fettphase und Wasserpha-
se aufhalten. Hiufig weisen sehr
lipophile Verbindungen starke biolo-
gische Effekte auf. Sie wirken sehr
oft zelltoxisch und es gelingt manch-
mal nicht mehr, sie nachtriglich
beziiglich ihrer Wasserloslichkeit in
einen physiologischen Bereich zu
bringen, ohne daf sie gleichzeitig an
Wirksamkeit einbiiBen.

Vielfach setzt man wieder ver-
stirkt auf ,,natiirliche”™ Ressourcen.
Nahezu zwei Drittel der Pflanzen auf
unserer Erde sind beziiglich ihrer
biologischen Wirkungen noch nicht
charakterisiert. Im Meer wurden
Syntheseleistungen entdeckt, die in
ihrer strukturellen Exotik Chemiker
begeistern.
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Modellierungs-

technik

Substrate, Quantenchemische All ulti

P emeinglltige
Inhibitoren Wechselwirkungs- Me?:hanisng'len .
und deren modelle
Kinetik Erkennung '%{

Pseudorezeptoren maglicherweise
wichtiger

3D-Analyse von
Quantitativen Struktur

-Wirkungs-
beziehungen

Wechselwirkungen

Abfolge demr

Wirkungsstérke

Bisher nur wenige erfolgreiche Fille.

Wegen des multiplen Bindungsmodus, nicht-
linearer Kinetik, mangelnder Einbeziehung des
Wassers, Unkenntnis der Bindungsgeometrie
sind keine Extrapolationen méglich.

Erfolg sehr stark fallabhdngig ( Antagonisten
oder Inhibitoren oder Agonisten, etc..)

Strukturvorschlag

"Design" zu einem
sehr frithen
Zeitpunkt

Abbildung 3: Auf der Wissensebene der Substrat/Inhibitor- und (Ant-)Agonistkinetiken
stehen im wesentlichen drei Modellierungstechniken zur Auswahl, die im Erfolgsfall
ein Design auf sehr friiher Stufe, ohne erhebliche Zusatzinvestitionen moglich
machen. Multiple oder alternative Bindungsmodi strukturanaloger Derivate, Unkennt-
nis von Lésungsmitteleinflissen und nicht zulaBige, lineare Extrapolation reduzieren
oft die Erfolgsquoten. Erfolgspositionen der jeweiligen Modellierungstechniken sind
mit geflllten, Caveats mit offenen Symbolen gekennzeichnet.

Modellierung von Protein-Ligand-Komplexen Il

Modellierungs-

technik
Substrate, Vergleichende Proteinstruktur-  Erkennung *‘tf(
Inhibitoren modellierung méglicherweise
und deren Kinetik wichtiger

und "homology modelling” Wechselwirkungen
Strukturen

isofunktioneller Abfolge der
Proteine Wirkungsstérke

Funktionshomologie bedingt
nicht immer Strukturhomologie
und umgekehrt.

Es resultieren meist nur
Teilmodelle der Proteine.

Strukturvorschlag&ﬁ'

Extrapolation durch
Modellierung einzelner
Wechselwirkungskontakte

*

Abbildung 4: Vergleichende Strukturanalyse und deren Ubertragung auf Struktur-
modelle basieren auf der Kenntnis der Struktur isofunktioneller Proteine. Funktions-
essentielle Elemente innerhalb der Proteinsequenzen wurden in der Evolution
konserviert. Sie lassen sich durch Sequenzvergleiche erkennen und auf das unbe-

kannte Protein Ubertragen.

Ein ., Treffer, der damit eine Leit-
substanz charakterisiert, ist stati-
stisch sehr wahrscheinlich. Ab dieser
Stufe beginnt meist das Nachdenken

tiber rationale Verfahren zur Opti-
mierung der gefundenen Leitstruk-
tur, aus der schlieBlich ein Arznei-
mittel entstehen soll. Hier leistet
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CAMD entscheidende Arbeit, um
die physiologische Anpassung der
Leitsubstanz zu gewihrleisten. Ab-
sorption, Verteilung, Metabolisie-
rung und Ausscheidung sollten im
Tdealfall auf dieser Stufe bereits in
die Strukturplanung einbezogen wer-
den, ein ProzeB, der als ,,pharmaceu-
tical engineering® oder als ,drug
engineering™ zu bezeichnen wire
(Folkers und Merkle, 1995).

Die Problematik der Zukunft wird
eher sein, daB zuviele Leitsubstanzen
aus solchen systematischen Testseri-
en auftauchen. Wie miissen die Ent-
scheidungskriterien aussehen, die
aus den als aktiv erkannten Verbin-
dungen diejenigen heraussortieren,
die als Entwicklungssubstanzen ih-
ren sehr teuren Weg zum Arzneimit-
tel gehen?

Molekularbiologie

Hier versucht man iiber eine moleku-
lare Definition der Erkrankung, bei-
spielsweise iiber gezielte Mutagene-
se und Expression von Rezeptoren,
die biologische Zielstruktur eines
Arzneistoffs zu definieren und dann
gezielt oder in Kombination mit
Strukturbibliotheken einen geeigne-
ten Liganden zu finden. Der letzte
Ansatz ist stark molekular- und zell-
biologisch orientiert, wiihrend der
erstere chemisch ausgerichtet ist.
Vom molekular- und zellbiologi-
schen Ansatz ist zu erwarten, dal}
sich in Zukunft stirker die Elemente
des rationalen Entwicklungsprozes-
ses auf der hochsten Wissensebene,
nidmlich die Abstimmung von Mo-
dellierung und Experiment in jedem
Entwicklungsschritt, verwirklichen
lassen.

Durch die Auswertung zufilliger
oder gezielter Mutationen gelingt
nicht nur die analytische Beschrei-
bung eines Proteins. Die Techniken
des ,,Protein Designs* erlauben auch
den synthetischen Schritt zur kreati-
ven Gestaltung von Proteineigen-
schaften. Dort ist durchaus auch der
Zufall wieder der Mittler. Dennoch
konnten beispielsweise von an G-
Protein gekoppelten Rezeptoren -
nach heutigen Erkenntnissen ist dies
die am hiiufigsten vertretene Rezep-
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torklasse — daueraktivierte Mutanten
in Zellen exprimiert werden. Aus der
Kenntnis der Anderungen in der
Sequenz des Proteins lassen sich
Riickschliisse auf die Gestaltsiinde-
rung zichen. Der synthetische Ansatz
geht noch einen Schritt weiter. Die
Rezeptoren konnen nun mit ihren
natiirlichen oder auch artifiziellen
Assoziaten zusammengruppiert wer-
den. Fiihrt man dies fiir menschliche
Rezeptoren in einer Hefezelle durch,
erhiilt man zwar ein nicht-natiirliches
System, kann aber diese Zusammen-
hidnge mit dem Vorteil des fehlenden
Rauschens der menschlichen Zelle
studieren. Die Situation erinnert
nicht zufillig an die virtuellen Wel-
ten des Computers. Die Konstellati-
on ist sehr dhnlich. Das ist auch der
Grund, warum CADD/CAMD und
Molekularbiologie ein groBes syner-
gistisches Potential aufweisen.

Es stellt sich die Frage nach der
Behandlung der Komplexitit. Die
Tatsache, daB es sich bei alldem um
komplexe Systeme handelt, wurde
bereits mehrfach erwihnt. Die Re-
duktion auf handhabbare Szenarien,
sowohl im Computer als auch in der
Molekularbiologie oder in den auto-
matisierten Reihentestverfahren, ist
der bisherige Ausweg. Die sich
durch den Reduktionismus mogli-
cherweise auftuenden Verfilschun-
gen unserer Weltsicht sind in epi-
scher Breite in der neueren fach- und
populdrwissenschaftlichen Literatur
dargelegt.

Tatsdchlich gewinnt der umge-
kehrte Ansatz nur duflerst langsam
an Boden. Komplexititsforschung ist
bisher kein eingefiihrtes Fach in der
Arzneimittelforschung. Je  weiter
sich diese jedoch in Richtung Gen-
therapie und Verstindnis der Genre-
gulation entwickelt, umso eher be-
darf es der Anwendung der Theorien
komplexer Systeme. Gentherapie
wird theoretisch einen véllig indivi-
duellen Therapieansatz ermdglichen.
Damit entfillt der statistische An-
satz, die .Sicherheit der groBen
Zahl®, die bisher Extrapolationen cr-
laubte. Der Technik des CADD/
CAMD kommen solche individuali-
sierten Ansfitze cher naher. Ein fir
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einen einzelnen Patienten individuell
zugeschnittenes synthetisches Thera-
peutikum wiire zwar der extremste
Ansatz, aber auch der beste. Denn
gerade in der Leitstrukiuroptimie-
rung anhand eines bekannten Prote-
ins postulieren wir, ohne es zu wis-
sen, dall sich der Ligand-Protein
Komplex in jeder Zelle eines jeden

beliebigen Individuums gleich ver-
hiilt.

Leitstrukturoptimierung

Eine Optimierung der Leitstruktur
auf der Basis von enzymatischen
oder Rezeptorgewebedaten ist im
wesentlichen nach drei Verfahren
moglich (Abb. 3).

Klassische oder 3D-QSAR Metho-
den stehen sicher aufgrund ihrer
historischen Erfolge im Vordergrund
(Kubinyi, 1994). Pseudorezeptoren
(Vedani, 1994) oder quantenchemi-
sche Interaktionsmodelle (Héltje und
Kier, 1975) sind aufgrund der wach-
senden Kenntnis iiber die Gesetzmi-
Bigkeiten der Protein-Ligand Wech-
selwirkung eine zukiinftige Alterna-
tive. Die Etablierung eines quanten-
chemischen Interaktionsmodells fiir
die Acetylcholinesterase (Holtje und
Kier, 1975) gibt ein Beispiel fiir die
mogliche Vorhersagekraft. Der Vor-
schlag einer Ammonium-Aromaten
Wechselwirkung wurde in der Ront-
genstruktur (Sussman et al., 1991)
bis in quantitative Details, wie z.B.
die Abstinde der beiden Gruppen,
bestatigt.

Pseudorezeptoren stellen dagegen
keine Einzelinteraktionsmodelle dar,
sondern betten die zu untersuchen-
den Derivate der Leitstruktur in ein
Miniprotein ein. Dieses Miniprotein
dient als Rezeptorsurrogat und wird
aus den bisher bekannten Regeln
einer Protein-Ligand Wechselwir-
kung .abgeleitet. Substituenten am
Wirkmolekiil, die Wasserstoffdona-
toren sind, erhalten eine entspre-
chende, Wasserstoffbriicken akzep-
tierende Aminosiure als Wechsel-
wirkungspartner. Das Abtasten des
gesamten Molekiils erzeugt so cine
Gruppe von Aminosiduren, die den
Wirkstolf umgibt. Uber die Berech-
nung von Solvatationsenergien ge-
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lingt in einigen Fillen die Yorhersa-
ge der Aktivititsreihe innerhalb des
Trainingssatzes (Greenidge et al.,
1095; Vedani, 1994). Alle Verfahren
haben den Vorteil, da3 sie im Er-
tolgsfall bereits in einem schr friihen
Stadium einen Strukturvorschlag fiir
einen neuen Wirkstoff ermoglichen.
Zumindest aber ist auf dieser Stufe
bereits die Identifizierung bindungs-
essentieller Gruppen im Rezeptor-
protein machbar. Diese sehr wichtige
Information kann auf einer nichsten
Wissensebene in Mutageneseexperi-
mente einfliefen.

Die Erfolgsquote der genannten
Verfahren wird durch das Phinomen
des multiplen oder alternativen Bin-
dungsmodus selbst nah verwandter
Strukturen, durch Unkenntnis von
Losungsmitteleinfliissen und durch
nicht-zulidBige lineare Extrapolation,
bzw. mangelhafte Trainingssitze
stark beeintrichtigt. Multipler oder
alternativer Bindungsmodus (Meyer
et al., 1986; Mattos und Ringe, 1993)
bezeichnet das Phinomen, dafi Li-
ganden, obwohl sie sich kompetitiv
verhalten, nicht exakt an die gleiche
Stelle im Protein oder nicht exakt in
der gleichen Geometrie an die Bin-
dungsstelle im Protein binden. Aus
der biochemischen Interpretation der
Kinetik als ,.kompetitiv" darf nach
unseren  heutigen  Erkenntnissen
nicht geschlossen werden, daf die
als kompetitiv erkannten Liganden
auch gleiche geometrische Bin-
dungseigenschaften entwickeln. Fiir
Inhibitoren ist dies unmittelbar ein-
sichtig. Es geht darum, eine Reaktion
im Enzym zu blockieren. Dabei
spielt es kaum eine Rolle, in welcher
Art und Weise das geschieht. Eine
vom natiirlichen Liganden strukturell
vollig  abweichende  Verbindung
kann beispielsweise den Zugang zur
aktiven Stelle im Enzym verstopfen.
Die Reaktion erstirbt und die En-
zymblockade 16st einen bestimmten
Effekt aus, sie unterbricht beispiels-
weise die Vermehrung eines patho-
genen Keimes. Fiir den Inhibitor
besteht keine Notwendigkeit, die
gleichen Bindungspunkte zu verwen-
den wie der natiirliche Ligand. Die
alternierende Bindungsgeometrie des
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Inhibitors ist aber nur in den Fillen
bekannt, in denen ecine Rintgen-
struktur eines Ko-Kristallisats aus
Enzym und Inhibitor vorliegt. Dies
ist zwar zunehmend, aber dennoch
insgesamt duf3erst selten der Fall.
Schr viel komplizierter wird die
Situation an Rezeptoren. Dort LBt
sich zeigen, dall multiple Bindungs-
modi auch fiir natiirliche aktivieren-
de Liganden unterschiedlicher Struk-
tur existieren missen. Der Schluf}
auf einen optimierten Liganden aus
der Kenntnis einiger anderer Ligan-
den und ihrer biochemischen Bin-
dungskonstanten mufl demnach nicht
zu einer eindeutigen Losung fiihren.
Die verschiedenen Verfahren sind
damit automatisch abhéingig vom be-
arbeiteten Problem. Dall kompetiti-
ver Antagonismus, der in einem in
vitro Rezeptorassay gemessen wur-
de, nicht unbedingt bedeutet, daf3 der
Antagonist eine dem Agonisten ver-
wandte Struktur aufweisen muf, zei-
gen beispielsweise die Antagonisten
der Neurokinine am NK-1 Rezeptor
oder anderer G-Protein gekoppelter
Rezeptoren (Fong et al, 1993;
Schwartz, 1994). Die kompetitive
Inhibition eines Enzyms durch einen
Hemmstoff des Ubergangszustands
(transition state inhibitor) erfordert
dagegen eine moglichst identische
Paliform von Substrat und Inhibitor.
Die Uberlagerung der Strukturen und
der Entwurf sterisch identischer,
aber reaktiv unterschiedlicher Sub-
stituenten hat in Studien, die auf der
Kenntnis des molekularen Mechanis-
mus basieren, eine groBe Erfolgs-
chance. Beispiele hierfiir sind Phos-
phonoamidate bei Proteaseinhibito-
ren. Flexible Liganden erschweren
eine Modellierung durch ihre geome-
trischen Freiheitsgrade. Eine Ener-
gieminimierung, selbst unter Lo&-
sungsmitteleinflu} liefert nicht not-
wendigerweise die gewiinschte Geo-
metrie, die die am Rezeptor erforder-
liche, komplementire Palform der
Bindungsstelle einnimmt. Die einzi-
ge Problemlosung stellt die Einfiih-
rung von experimentellen Templaten
dar. Letztere konnen rigide Wirk-
strukturen sein, wie z.B. Morphin,
auf deren Grundgeriist die flexiblen

Liganden angepalit werden konnen.
Diese Strukturanpassung setzt je-
doch voraus, daf3 die starre Struktur
und der flexible Ligand in der glei-
chen Orientierung mit sehr dhnlicher
Geometrie binden. Dies gilt streng
eigentlich nur fiir strukturell kompe-
titive Antagonisten und Hemmsto(fe
des Ubergangszustandes in Enzy-
men.

Kernresonanzspektroskopie (NMR)
Der Nuclear Overhauser Effect
(NOE) bietet eine elegantere Mog-
lichkeit, Bindungsgeometrien flexi-
bler Liganden zu definieren. Das
Experiment wird als transferred nu-
clear overhauser effect bezeichnet.
Es setzt aber ein rekombinantes oder
sehr sauber isoliertes Zielprotein, in
einer dem NMR-Experiment ent-
sprechenden Menge, voraus. Der
NOE basiert auf dem Phinomen
einer nicht bindungsbedingten elek-
tronischen Wechselwirkung, bei-
spielsweise zweier Wasserstoffato-
me, die sich auf einen bestimmten
Abstand einander genihert haben.
Die Empfindlichkeit, mit der sich
zwei Wasserstoffe im Raum ,.se-
hen®, nimmt mit der sechsten Potenz
des Abstands ab und ist deshalb nur
unterhalb von fiinf Angstrom verliB-
lich zu erfassen. Aufgrund der hiufig
vorkommenden Wasserstoffe in Mo-
lekiilen lidBt sich aus der Messung
ihrer rdumlichen Abstiinde ein Mu-
ster fiir die dreidimensionale Gestalt
des beobachteten Molekiils ableiten.
Zuerst erfolgt also die Messung
der internen Wasserstoffabstinde des
Liganden iiber NOEs. Damit wird
die Losungsgeometrie festgelegt. Im
folgenden gibt man das bindende
Protein hinzu und wartet die Einstel-
lung des Gleichgewichts ab. Eine
Inversion der NOE-Signale zeigt an,
dafl der Ligand gebunden hat. Die
Verschiebung entlang der Frequenz-
skala gibt die Information, wie seine
Geometrie im Ubergang zur gebun-
denen Form geiindert wurde (Feng,
1994). Die gemessenen NOE-Di-
stanzen lassen sich als Randbedin-
gungen in eine Molekiildynamiksi-
mulation oder eine Distanzgeome-
trie-Rechnung des Liganden einset-
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zen, aus der dann die gebundene
Geometric bestimmbar ist. Diese ex-
perimentelle  Distanzmatrix  kann
dann flexiblen Analogen tiberlagert
werden.

Fiir komplexere Systeme, wie bei-
spielsweise die Wechselwirkung ei-
nes Peptids oder eines Proteins mit
einem anderen Protein, kommen
heute sogenannte heteronukleare
mehrdimensionale NMR Techniken
zum Einsatz. Dies hat experimentelle
Hintergriinde, da oft einzelne Reso-
nanzen von Wasserstoffkernen bei
den hohen Peakdichten in Proteinen
nicht mehr zugeordnet werden kon-
nen. Die Techniken der multidimen-
sionalen NMR Spektroskopie setzen
allerdings "*C markierte Liganden
und im Normalfall auch “C und/oder
SN markierte Rezeptorproteine vor-
aus. Elegante Anwendungen dieser
Methodik finden sich in den Arbei-
ten zur Strukturaufklirung des Im-
munsuppressivums Cyclosporin und
seiner Wechselwirkung mit seinem
Rezeptorprotein  Cyclophilin, das
Prolinisomerase-Aktivitit  aufweist
(Weber et al., 1991).

Die klassischen QSAR-Verfahren
sind am wenigsten empfindlich ge-
gen Storungen, die aus Bindungs-
geometrieproblemen resultieren.
Alle stark strukturabhiingigen Me-
thoden miussen dagegen sorgfiltig
auf ihre Eignung fiir das jeweilige
Problem iiberpriift werden. Letzteres
ist nur durch Integration weiterer
experimenteller Resultate moglich.

4.2 Strukturen isofunktioneller
Proteine

Informationen iiber die Bindungs-
stelle spielen naturgemil die grofBte
Rolle, um die Kenntnis des Protein-
Ligand Komplexes zu erhdhen und
die rationale Wirkstoffentwicklung
zu vervollkommnen. In den meisten
Fillen wird jedoch die Struktur des
Zielproteins unbekannt sein. Dessen
Mechanismus ist aber hiufig be-
kannt, besonders dann, wenn die
Erkrankung molekularbiologisch
und biochemisch (z.B. Proteinsc-
quenz, Kinetik cte.) definiert wurde.
In solchen Fiillen gelingt es in zuneh-
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mendem Malle, aus der Zahl der
strukturell bekannten Proteine iso-
funktionelle Vertreter des Zielprote-
ins zu finden. Aufgrund evolutioni-
rer Entwicklung ist anzunehmen, dafy
in der Mehrzahl der Fiille isofunktio-
nelle Proteine auch eine sehr ihnli-
che Architektur, zumindest der funk-
tionell bedeutsamen Baueclemente,
besitzen. Vergleichende Strukturana-
lyse und die Ableitung generell giilti-
ger Bauprinzipien fiir bestimmte
Funktionsklassen innerhalb der Pro-
teine (,,homology modeling®, bzw. in
korrekterer Bezeichnung ,.compara-
tive modeling*) konnen in dieser
Situation eingesetzt werden, um aus
den erkannten Ahnlichkeitsbezie-
hungen isofunktionelle Strukturele-
mente in gleicher Geometrie fiir das
unbekannte Zielprotein zu iiberneh-
men und aufl diese Weise eine Bin-
dungsstelle zu modellieren. Anhand
des Modells lassen sich aus der
Kenntnis der Sequenz wiederum es-
senticlle Bindungsaminoséduren iden-
tifizieren. Diese Information fliefit
sowohl in Mutagenesestudien wie
auch in das Modeling der Liganden
ein (Abb. 4).

GPCR Modelle aus vergleichenden
Strukturanalysen

Wihrend das Verfahren, historisch
gesehen, an Serinproteasen entwik-
kelt wurde, ist das wohl populirste
Beispiel fiir diese Strategie die Mo-
dellierung der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) (Hibert et al.,
1991; Baldwin, 1993). Am generel-
len Aufbau des Rezeptors aus sieben,
die Membran durchspannenden Heli-
ces besteht kaum Zweifel. Dagegen
sind Sequenz und relative Anord-
nung der Helices nach wie vor um-
stritten. Das urspriingliche Modell
wurde in Analogie zur Réntgenstruk-
tur des Bakteriorhodopsins erstellt,
das als einzige Isofunktionalitiit zu
den Rezeptoren seine Membranstin-
digkeit aufwies. Neue strukturelle
Erkenntnisse aus dem Rinder-Rho-
dopsin, einem ,.echten” GPCR, ha-
ben zu verbesserten Modellen ge-
fuhrt (Schertler et al., 1993; Bald-
win, 1993), die sich zum Teil dra-
stisch von den Modellen unterschei-

(O

«e""’p

den, die aus dem Bakteriorhodopsin
abgeleitet wurden. Diese Situation
spiegelt die Problematik der verglei-
chenden Proteinstrukturmodellie-
rung wieder. Es ist bis heute nicht
vollstiindig verstanden, wann eine
Aminosidure in einem Protein durch
eine andere ersetzbar ist, ohne zum
Funktionsverlust zu fiihren und ob,
bzw. wie diese Anderung in der 3D
Struktur kompensiert wird.

Eine weitere Schwierigkeit des
LWhomology modeling™ ist die Unvoll-
stiindigkeit der resultierenden Struk-
turen. Isofunktionalitit vorausge-
setzt, existieren bei Proteinen aus
evolutiondr sehr weit voneinander
entfernten  Organismen  dennoch
wahrscheinlich grofie Anpassungen
aullerhalb des Kkatalytischen oder
Bindungszentrums. Eine halbwegs
sichere Geometrie ist deshalb nur fiir
einen relativ kleinen inneren Bereich
des Zielproteins als Modell zu erhal-
ten. Sollen dort mit CAMD-Metho-
den Liganden eingepalit werden, ge-
hen aufgrund der fehlenden dulieren
Protein- und Membranteile wesentli-
che Informationen fiir die Wechsel-
wirkungsmodelle verloren. Operatio-
nen wie Energieminimierung des Li-
ganden in der Bindungsstelle oder
Molekiildynamiksimulation werden
notwendigerweise durch Artefakte
verfillscht, da ein Zerfallen des Pro-
teinteilmodells kiinstlich verhindert
werden muf3. Statt des iiblichen Fi-
xierens der Proteinketten haben wir
ein Verfahren entwickelt, um die
Artefakte moglichst gering zu halten.
Mit Hilfe von im Computer erzeug-
ten Pseudopartikeln gelingt es an
bisher vier verschiedenen Protein-
rontgenstrukturen, die auf ihre Bin-
dungsstellen reduziert wurden, deren
Ligandkomplexe selbst in der Dyna-
miksimulation stabil zu halten (Kern,
1995a) (Abb. 7). Die Idee mit den
Pseudopartikeln erscheint deshalb
als sehr attraktiv, weil sie im Gegen-
satz zu anderen Verfahren der
Selbstorganisation des inneren Be-
reichs der Proleine eine gewisse
Freiheit lit. Dic Kugeln mit einem
Durchmesser von etwa sicben
Angstrom sind gegeneinander be-
weglich, Sie bilden eine sehr dicke
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Schicht, die erst relativ weit auBen
durch eine (simulierte) harte Wand
abgegrenzt und gestiitzt wird. Die
Partikel haben polare Eigenschaften,
es ist ihnen erlaubt, sich zu orientie-
ren. Unsere Computerexperimente
zeigen, dall die Rontgenstrukturen
von vier sehr verschiedenen Protei-
nen, die auf ihre Bindungsstellen
zurlickgeschnitten wurden, in ausge-
zeichneter Ubereinstimmung repro-
duziert werden kénnen. Die Pseudo-
partikel scheinen zu einem Werk-
zeug entwickelbar zu sein, das ein-
mal Homologiemodellierungsstudien
zu einem Routineansatz werden las-
sen konnte.

Der Vorteil solcher Modelle aus
homology modeling™ Studien, selbst
wenn sie aus Partialstrukturen beste-
hen, ist die Moglichkeit zur Extrapo-
lation. Durch explizite Lokalisation
von bindenden Aminosiiuren {iber
die Strukturhomologie lassen sich im
Gegensatz zu den Verfahren, bei
denen ausschlieflich Liganden be-
trachtet wurden, auch solche Verbin-
dungen untersuchen, die nicht mehr
iber den Trainingssatz abgedeckt
sind. Im Sinne einer Optimierungs-
strategie lassen sich fiir noch nicht
synthetisierte Derivate einer Leit-
struktur an dieser Stelle Einpassun-
gen untersuchen. Es wird beispiels-
weise klar, ob ein neu eingefiihrter
Substituent in der Bindungstasche
Platz findet oder, wenn seine Wirk-
samkeit bereits bekannt ist, eine al-
ternative Orientierung des Liganden
in der Bindungstasche moglich ist.

Eine wesentliche Verbesserung
bringt allerdings auch hier die Einbe-
ziehung weiterer experimenteller
Verfahren auf der Seite der Bin-
dungsproteine.

4.3 Gezielte Mutation der
Bindungsproteine

Molekularbiologische Grundtechni-
ken sind heute im Baukastenverfah-
ren verfiighar. Es gelingt in vielen
Fillen, das Zielprotein rekombinant
in die Hinde zu bekommen. Damit
sind auch Mutageneseexperimente
moglich (Abb. 5). Die gezielte Muta-
genese, ausgehend von Strukturen
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Modellierung von Protein-Ligand-Komplexen lli

Modellierungs

-technik
Subsfrate, Vergleichende Proteinstruktur-
Inhibitoren modellierung Erkennung
und deren Kinetik mpaltlpherwels
und "homology modelling" wichtiger
Strukturen isofunktioneller » 0 Wechselwirkungen
Proteine
und Abfolge der
gezielte Mutagenese Wirkungsstirke

*

Funktionshomologie bedingt
nicht immer Strukturhomologie
und umgekehrt.

Es resultieren meist nur
Teilmodelle der Proteine.

Strukturvorschlag

Extrapolation durch
Modellierung einzelner
Wechselwirkungskontakte,
mechanistische
Interpretation

Abbildung 5: Gezielte Mutagenese aus Vorschlagen der Computermodelle tragt
wesentlich zur Entstehung der Strukturhypothese des Protein-Ligand Wechselwir-
kungskomplexes bei. Die analytische Erkenntnis kann mit Hilfe der Molekularbiologie

synthetisch gepriift werden.

Modellierung von Protein-Ligand-Komplexen IV

Modellierungs-
technik

Erkennung *‘#

Substrate, Vergleichende Proteinstruktur-

Inhibitoren modellierung maéglicherweise
und deren Kinetik und wichtiger

und virtuelle Lsungsmittel W Iwi
Strukturen isofunktioneller ‘ Sehpehitkungar
Proteine

und Abfolge der
gezielte Mutagenese Wirkungsstirke
und

spektroskopische Strukturvorschlag
Daten

w

Funktionshomologie bedingt
nicht immer Strukturhomologie
und umgekehrt.

Es resultieren meist nur
Teilmodelle der Proteine.

Extrapolation durch
Modellierung einzelner
Wechselwirkungskontakte,
mechanistische Interpretation
Kenntnis der
Bindungsgeometrie

Abbildung 6: Die Integration experimenteller Kartierungs- (mapping) Verfahren erlaubt
neben der Verbesserung der mechanistischen Interpretation erste Aussagen tber

die Orientierung des Liganden in der Bindungsstelle. Die kombinierten Verfahren
erhdhen die Auflésung der Homologiemodelle durch experimentelle Sekundarstruktur-

information.

oder Strukturmodellen, gehort zu
den elegantesten Verfahren, um ni-
here Aufschliisse iiber die Natur des
Protein-Ligand Komplexes zu be-
kommen. Speziell in der Modellie-
rung der bereits angesprochenen

GPCR konnten Mutagenesestudien
wesentlich zur Verfeinerung der
Struktur beitragen (Schwartz, 1994).
Von groBer Bedeutung war dabei die
Aufdeckung zusitzlicher Bindungs-
stellen sowohl fiir Agonisten als
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auch fiir Antagonisten. Diese Arbei-
ten haben unter anderem dazu beige-
tragen, das Bild des (Ant-)Agonis-
mus zu Korrigieren. Aus dem mole-
kularbiologischen Befund, dal} es
aktive Rezeptoren ohne jede Agoni-
stenbindung gibt und sich aktive
Rezeptoren sogar mutiert konstitutiv
exprimieren lassen, mufite man
schlieBen, daB Agonisten die aktive
Form, Antagonisten die inaktive
Form des Rezeptors stabilisieren.
Damit miissen sie nicht unbedingt
die gleiche Bindungsstelle besetzen,
was an Neurokininrezeptoren de-
monstriert wurde (s.0.). Diese Er-
kenntnis bedingt aber auch, dal} nicht
automatisch bei kompetitivem Ant-
agonismus auf strukturelle Ahnlich-
keit geschlossen werden muB. Sie
kann jedoch vorliegen. Dann gelten
aber fiir beide Antagonisten unter-
schiedliche Modellierungsstrategien.
Wiihrend im letzten Fall eher eine
Blockade, ihnlich wie bei Enzymen,
angestrebt wird, mufl im ersten Fall
quasi ein de novo Design mit Unter-
stiitzung der Mutagenese erfolgen,
da bei unterschiedlicher Bindungs-
stelle die Struktur des Antagonisten
sehr variieren kann. Der Vorteil ist
jedoch die groBle Chance, die Strate-
gie einer exakten Einpassung verfol-
gen zu konnen und beispielsweise
bei Peptidrezeptoren heterozyklische
Antagonisten finden zu kdnnen, die
quasi agonistisch inaktivieren.

De Novo Design

Verfahren nach dem de novo Design
gehen generell zumindest von der
Kenntnis der Bindungsstelle im Ziel-
protein aus. LUDI (Bohm, 1992)
gehort zu den am hiufigsten verwen-
deten Programmen. Durch Anwen-
dung von allgemeinen Regeln zur
Bindungsart und -geometrie von Li-
ganden, die aus der Analyse von
zahlreichen Rontgenstrukturen von
Protein-Ligand Komplexen entnom-
men und auf der Basis von theoreti-
schen Wechselwirkungsmodellen er-
rechnet wurden, lokalisiert das Pro-
gramm  Strukturclemente an den
Punkten der Bindungstasche, die fir
eine Interaktion mit Liganden in
Frage kommen. Die Konstellation
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der plazierten Strukturelemente, dic
ja praktisch einem Pharmakophor
entspricht, erlaubt durch Datenbank-
suche die Identifizierung passender,
im Idealfall kommerziell bereits ver-
fiigharer Liganden. Die de nove De-
sign Verfahren lassen sich durch
einen kombinatorischen Ansatz er-
weitern, wie er von Caflisch und
Mitarbeitern vorgeschlagen wurde
(Caflisch et al., 1993). Die Bin-
dungstasche des Zielproteins wird
durch einen Satz von fiir die Bin-
dungsarten charakteristischen, klei-
nen Liganden — beispielsweise Acet-
amid fiir die Bindung an ein Peptid-
riickgrat oder Methanol fiir Wasser-
stoffbriickenbindungen — innerhalb
einer  Molekiildynamiksimulation
niberschwemmt®, Die verbleiben-
den, gebundenen Fragmente werden
lokalisiert. Sie lassen sich zu einem
ersten Entwurf eines neuen Liganden
zusammensetzen. Die Methode ge-
winnt sehr viel an Attraktivitiit durch
ihre Schnelligkeit und Variations-
breite, nicht nur wegen ihres Anleh-
nens an die kombinatorische Synthe-
se.

Das prinzipielle Problem der de
novo Design Verfahren besteht dar-
in, daB} der Satz an Bindungsregeln
gleichzeitig ihre gesamte erfaBbare
Welt darstellt. Liganden, die auf eine
andere Art binden kénnten, werden
nie vorgeschlagen. Aus grundsiitzli-
chen Uberlegungen gibt es natiirlich
keine Mdoglichkeit, den verfiigbaren
gesamten Bindungsraum zu erfassen.
Ein wesentliches Hindernis ist man-
gelndes Wissen iiber molekulare
Ahnlichkeiten. So sind wir gezwun-
gen, neue Bindungsmodi aus Ront-
genstrukturen abzuwarten, wie bei-
spielsweise die der Acetylcholin-
esterase, die Aromat-Ammonium-
Bindung als eine Wechselwirkungs-
moglichkeit von Liganden und Pro-
teinen zeigte.

Analyse von gezielten Mutationen

Die Kombination der geziclten Mu-
tagenese mil den Verfahren der ver-
gleichenden  Proteinstrukturmodel-
lierung hat cine synergistische Wir-
kung fiir die Strukturvorhersage (Mi-
chael et al., 1994). Es erlaubt zum

einen die Priifung und die Unterstiit-
sung oder die Widerlegung von
Strukturhypothesen.  Andererseits
macht es aber auch die Mutagenese
besser interpretierbar. Die statisti-
sche Mutagenese einzeclner Amino-
sdurereste ist in der Vergangenheit
wesentlich tiberinterpretiert worden.
Beim Ersatz ciner Aminosiure aus
einem konservierten Gebiet nur auf-
grund von Sequenzstudien kann
nicht ausgeschlossen werden, daB
eine Riickfaltung des Proteins eine
entfernt liegende, nichtkonservierte
Aminosdure in die Nihe des Substi-
tutionsortes bringt und sie dort die
Mutation zufillig kompensiert. So
resultiert ein nach wie vor aktives
Protein, obwohl vielleicht eine sehr
empfindliche Position getroffen wur-
de. Ebenso ist es unmdglich auszu-
schlieflen, daf} beispielsweise steri-
sche Effekte die Struktur einer Bin-
dungsstelle nach Mutation zusam-
menbrechen lassen und deshalb eine
inaktive Proteinmutante erhalten
wird. Der Hintergrund dieser
Schwierigkeit liegt in unserer nach
wie vor groBen Unkenntnis iiber die
Ahnlichkeitsbeziehungen von Mole-
kiilen. Daf allein strukturelle Ahn-
lichkeitsbeschreibungen nicht ausrei-
chend sind, gilt inzwischen als trivi-
al.

Fiir die uns interessierende herpes-
virale Thymidinkinase konnten wir
mit der Strategie der gezielten Muta-
genese kiirzlich zeigen, dalb das in
Homologiemodellen lokalisierte
Substrat mit der Position des Co-
Substrats vertauscht werden mul
(Kern, 1995b).

4.4 Peptidsynthese und Circular-
dichroismus als Kartierungstech-
nik (mapping ) fiir das Zielprotein

Parallel zu den molekularbiologi-
schen Arbeitstechniken bieten die
neuen Entwicklungen der automati-
schen Peptidsynthese in Kombinati-
on mit Spektroskopie und immuno-
logischen Verfahren faszinierende
Maglichkeiten zur Verfeinerung der
Strukturhypothesen (Abb. 6).
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CD-Spektroskopische Sekunddir-
strukturvorhersage

Die  Circulardichroismus-Spektro-
skopie kann dazu verwendet werden,
Losungsmittelgeometrien von Pepti-
den und Proteinen zu untersuchen.
Bekanntlich sind die auftretenden
Konformationsfamilien speziell im
Fall der Peptide aber sehr stark
abhingig von der Umgebung. Dieser
Eftekt 1d6t sich ausniitzen. Durch
Messungen in variierenden Losungs-
mitteln, wie beispielsweise der Titra-
tion in Trifluoroethanol/Wasser-Ge-
mischen, kann fiir Peptide mit einer
Kettenldnge zwischen 15 und 20
Aminosiuren eine Tendenz zur Aus-
bildung eines bestimmten Sekundir-
strukturtyps  beobachtet  werden
(Zimmermann et al., 1992). Mit der
automatischen Peptidsynthese 145t
sich in verniinftiger Zeit und guter
Ausbeute ein homologes Protein in
Form von Peptiden der Kettenlinge
I5 bis 20 nachsynthetisieren. Ein
Teil der Peptide wird je nach Synthe-
seproblem auch iiberlappend sein, es
sollten im Schnitt jedoch nicht mehr
als 25 synthetische Peptide fiir ein
cytosolisches Protein resultieren. Im
Fall der Adenylatkinase, deren
Struktur bekannt ist, gelang es auf
diese Weise mit einem Satz von 17
synthetischen Peptiden, die gesamte
Sekundirstruktur des Proteins mit
einer Genauigkeit vom mehr als 90%
vorherzusagen (Beck-Sickinger,
1995) (Abb. 8, Abb. 9). Diese Se-
kundirstrukturinformation kann ver-
wendet werden, um im Homologie-
modell durch Vergleich mit der loka-
len Sekundirstruktur des Templat-
proteins weitere Proteinbereiche zu
modellieren.

Alaninscan

Eine zweite und bereits wesentlich
ausgereiftere Technik der Kartierung
(mapping) ist die systematische Va-
riation von Peptiden, die beispiels-
weise an Hormonrezeptoren binden.
Ersetzt man entlang der Sequenz
jede Position durch Alanin und kor-
reliert mit der Affinitit zum Rezep-
tor, erhilt man eine erste Kartierung
des Rezeptors beziiglich der Sensiti-
vitat gegeniiber dem Verlust der fiir
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Abbildung 7: Die Pseudopartikel (goldfarben), von denen hier der Ubersichtlichkeit
wegen nur ein Teil der innersten Schicht dargestellt ist, umgeben das Proteinkonstrukt
und betten es ein. So sind Molekildynamiksimulationen mit eingepaf3tem Liganden
moglich und erlauben eine Abschatzung lber die Affinitat des Liganden.

1 1 10 20 T30 2 40 3 50
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HHHHHHHHHT RRSSSSSS HHHHHHHHHHHHHHHHHR HHRRHHH
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Abbildung 8: Der Vergleich der CD-spekiroskopischen Vorhersage der Sekundér-
struktur von synthetischen Peptiden der Adenylatkinasesequenz zeigt eine Struktuvor-
hersage von mehr als 90% des Gesamtproteins. Die Sequenz des Proteins ist in der
obersten Zeile dargestellt. Darunter folgt die Réntgenstruktur (H = Helixbereich, S =
Faltblattstruktur, T= Turn oder ungeordnet). In der dritten Zeile ist das Ergebnis der
CD-Messungen aufgetragen. Die Balken markieren jeweils das synthetische Peptid.

die Bindung essentiellen Aminosiu-
ren. Fiir die Bindung des Neuropep-
tidhormons Y (NPY) an seinen Re-
zeptor wies der Alaninscan auf die
Bedeutung zweier C-terminaler Ar-
ginine hin (Beck-Sickinger, 1994).

Parallel durchgefiihrte Mutagenese-
studien am NPY-Rezeptor enthiillten
zwel korrespondierende Asparagin-
sduren, die in idealer Weise als
Wechselwirkungspartner in Frage
kidmen.
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Abbildung 9: Fir die Adenylatkinase sind mittels Peptidsynthese und CD-Spektrosko-
pie die Helices vorhergesagt worden. Die farbmarkierten Bereiche zeigen die hohe
Ubereinstimmung mit der Rontgenstruktur.

Modellierung von Protein-Ligand-Komplexen V

"alles"

Modellierungs-

Vorhersage

technik
; Erkennen wichtiger *
ngan_d en Substituenten und
docking : :
Aminoséduren
de novo Abfolge der
Design Wirkungsstérke

*

nur giiltig fiir die

Phase

pharmakodynamische

Strukturvorschlag Kﬁ'

Extrapolation durch gezielte
Modellierung der
Wechselwirkungen méglich,
Interpretation des
Wirkungsmechanismus’,
erfolgreiches "Design"

Abbildung 10: Der Einbau und die Simulation der Wechselwirkungen von Liganden in
die bekannten Proteinstrukturen gestatten mechanistische Interpretation und Extrapo-
lationen. Der Entwurf neuer, nicht analoger Strukturen (de novo Design) wird Giber die
Kenntnis der fur die Wirkungsausldsung essentiellen Wechselwirkungen méglich.
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Auf dieser Stufe sind Extrapolatio-
nen aus verschiedensten Techniken,
wie z.B. Comparative Molecular
Field Analysis (CoMFA), moglich.
Durch explizite Modellierung von
Interaktionen und deren experimen-
telle Priifbarkeit konnen Arzneistoff-
klassen mit einbezogen werden, die
bisher nicht als potentielle Therapeu-
tika fiir das Untersuchungssystem
angesehen wurden.

4.5 Molekulare Struktur des
Wechselwirkungskomplexes

Mit der Kombination von Moleku-
larbiologie, Rontgenstrukturanalyse
und Kernresonanzspektroskopie ge-
lingt es heute in zunehmendem
Male, die Zielproteine im Komplex
mit dem Wirkstoff bis hin zum
atomaren Detail aufzuldsen. Damit
stehen fiir die Betrachtung der phar-
makodynamischen Phase sehr viele
wichtige Daten zur Verfiigung. Nach
wie vor nicht explizit beschreibbar
ist der Zeitverlauf der Assoziation
bzw. Dissoziation. Aus der komple-
xen Hyperfliche kénnen nur kleine
Ausschnitte  modelliert  werden.
Strukturiibergiinge, wie bespielswei-
se Konformationsinderungen in Re-
zeptorproteinen, sind bisher nicht
genau modellierbar. Allerdings lie-
fert die Zuhilfenahme von spektro-
skopischen und Mutagenesedaten
eine Reihe von stabilen Zwischen-
stufen, iiber die man sich dem me-
chanistischen Ablauf nihern kann
(Abb.10). Der Test ist letztendlich
die gelungene Wirkungsvorhersage
fiir eine vorher noch nicht syntheti-
sierte Substanz aus der theoretischen
Ableitung des Mechanismus.

Ein Beispiel fiir dieses Vorgehen
ist das Design blockierender Peptide,
bzw. deren Mimetika fiir den Haupt-
histokompatibilititskomplex (major
histocompatibility complex, MHC)
der T-Zellantwort in unserem Im-
munsystem. In diesem Schutzmecha-
nismus unserers Korpers prisentiert
eine spezielle Zellart auf ihrer Ober-
fliche mit Hilfe eines eigens dafiir
entwickelten Proteins ein Bruchstiick
eines korperfremden Proteins auf der
Oberfldache. Die Kombination aus
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peptidischem Bruchstiick, prédsentie-
rendem Protein und Oberfliche der
prisentierenden Zelle wird von ei-
nem Rezeptor auf der T-Zelloberfld-
che erkannt. Er bindet und etabliert
auf diese Weise einen terndren Kom-
plex aus Antigen-prisentierendem
Protein, Peptid und T-Zellrezeptor.
Dieser Erkennungsvorgang lost die
physiologische Reaktion der Zersto-
rung der Fremdeiweile oder Fremd-
zellen aus.

Die Studie begann mit der Model-
lierung der Peptidwechselwirkung
eines Teilstiicks aus dem Influenza
Virus Matrixprotein der Kettenldnge
fiinf, gebunden an MHC codiertes
humanes  Leukozyten  Antigen
(HLA) A2 Protein. Ausgehend von
der Rontgenstrukturanalyse des
HLA-A2 wurde nach vergleichender
Proteinstrukturmodellierung das No-
napeptid IMP85-66 Aminosdure fiir
Aminosdure in die Bindungstasche
des HLA Molekiils eingedockt. Dar-
an schlossen sich Molekiildynamik-
simulationen in Wasserumgebung
an, mit deren Hilfe die optimalen
Bindungswechselwirkungen des
Peptides analysiert werden konnten.
Auf diese Weise gelang es, mit
theoretischen Verfahren eine Bin-
dungsgeometrie fiir Peptide dieses
Typs vorzuschlagen. Aminoséuren,
die fiir die Bindung an die antigen-
prisentierende Struktur, das HLA-
Molekiil, und Aminoséuren, die fiir
die T-Zell Interaktion wichtig waren,
konnten so identifiziert werden (Ro-
gnan et al., 1992) (Abb. 11). Der
Beweis fiir die Richtigkeit der Struk-
turvorhersage wurde ein Jahr spiter
iber die Rontgenstrukturanalyse des
identischen Peptidkomplexes gelie-
fert (Madden et al., 1993). Die RMS
Abweichung (root mean square ist
das statistische Maf} der rdumlichen
Abweichung von Strukturen) zwi-
schen theoretisch vorhergesagter und
experimentell im Kristall gefundener
Struktur betrug lediglich 1.2 A.
Sechs der insgesamt neun im Kristall
sichtbaren und fiir die Wechselwir-
kung wichtigen Wasserstoffbriicken
sind auch in der theoretischen Struk-
tur vorhanden (Abb. 12). Die Niitz-
lichkeit theoretischer Simulationen
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Abbildung 11: Das antigene Peptid (grin) IaBt sich eindeutig in einer bestimmten
Geometrie (Schlissel-SchloB-Prinzip) in die Bindungstasche des Antigen prasentie-
renden Proteins (rote Punkteoberflache) einpassen.

RMS:1.25 A

MD structure:
X-Ray structure:

Influenza virus matrix peptide 58-66 bound to the HLA-A2.1 protein.

D. Rognan et al. (1992) Eur. J. Biochem. 208, 101-113
D. Madden et al. (1993) Cell 75, 695-708.

Abbildung 12. Vorhergesagte (rot) und im Kristall gefundene Geometrie (blau) des
HLA-A2 gebundenen IMP 58-66 Nonapeptids.

als komplementires Werkzeug zur
Erkldrung biologischer Daten wird
hierdurch unterstiitzt und ist bereits
mehrfach dokumentiert (van Gunste-
ren und Mark, 1992). Die aus dieser
Analyse entwickelte Designstrategie
hatte zum Ziel, die Bindungsenergie
der Peptide durch Einbau nicht-na-

tiirlicher Reste und Spacer so zu
erhohen, dal} eine kompetitive Blok-
kade als potentielle Therapie fiir eine
Autoimmunerkrankung erreicht
wird. Der Einbau stidrker hydropho-
ber und sterisch anspruchsvollerer
Aminosduren in diejenigen Positio-
nen die an das HLA Molekiil ban-
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den, fiihrte unter maximaler Ausniit-
zung der Bindungstaschen bereits zu
einer wesentlich hoheren Affinitét.
Zusitzlich war darauf zu achten, daf
keine neue oder weiter erhdhte Anti-
genitit entstand. Mit dem Spacer-
konzept, bei dem gezielt einzelne
Reste durch moglichst einfache Koh-
lenwasserstoffe ersetzt wurden, ge-
lang es schlieBlich, ein Molekiil zu
entwerfen, das im biologischen Test
eine um den Faktor 100 erhohte
Affinitit, bei gleichzeitig enorm re-
duzierter Komplexitit aufwies. Der
neue Ligand, ein nicht-natiirliches
Pentapeptid, ist gegeniiber dem na-
tiirlichen Nonapeptid wesentlich ein-
facher gebaut (Rognan, 1995).

5 Zusammenfassung und
Ausblick

Die Anwendungsbreite bzw. Anwen-
dungsmoglichkeit theoretischer Me-
thoden in der Auffindung und Ent-
wicklung von Arzneimitteln wird
stark beeinflufit von der kritischen
Kenntnis des Wissensstandes zum
Zeitpunkt der Anwendung. Alle Ver-
fahren lassen schon mit sehr ungenii-
genden Daten eine Analyse zu und
provozieren Extrapolationen, deren
Giite nur schwer nachzuvollziehen
ist. Eine Datenanalyse wird oft zu
einem Zeitpunkt verlangt oder vor-
genommen, an dem keineswegs die
richtigen Daten, sondern nur sehr
viele Daten vorliegen. Eine theore-
tisch arbeitende Gruppe, deren Auf-
gabe die rationale Entwicklung von
Arzneistoffen ist, muf3 deshalb zum
frithest moglichen Zeitpunkt in die
Entwicklung miteinbezogen werden.
Aus theoretischer Sicht werden sehr
oft stirker abweichende Strukturen
fiir ein ,.fraining set und ein ,test
set** vorgeschlagen, als sie im intuiti-
ven Repertoire des Chemikers vor-
handen sind. Strukturen kénnen vor
allem auch unter dem Aspekt des
.integrierten Ansatzes* paralleler ex-
perimenteller Techniken gewihlt
werden. Nicht jedes Analogon eignet
sich fiir transferred-NOE Exepri-
mente oder ist fiir die crosslinking
Substitution zugénglich.
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Die kritische Auswahl des Daten-
satzes bestimmt Erfolg oder Mifer-
folg der rationalen Entwicklung ei-
nes Wirkstoffes, nicht aber die Inter-
pretation einer ,historischen® Daten-
sammlung. ,.Drug Design Studien“
im Sinne des oben beschriebenen
integrierten Ansatzes sind oft sehr
erfolgreich, werden aber gleichzeitig
aus Schutzgriinden selten publiziert.

Ein wesentliches und immer wie-
derkehrendes Element, das durch
theoretische Ansitze erzeugt wird,
ist dasjenige des gesteuerten Zufalls,
der vielleicht dem im Englischen
hiufig gebrauchten Ausdruck seren-
dipity entspricht. Theoretische An-
sitze erzwingen oft Abweichungen
von der Routine oder der vermeintli-
chen Erfahrung und bestitigen das
Wort Pasteurs: ,,Der Zufall begiin-
stigt stets den vorbereiteten Geist.*

Der vorliegende Aufsatz kann die
Thematik nur anreifien. Thm liegen
personliche Erfahrungen des Autors
in der Modellierung von Proteinen
und im computergestiitzten Entwurf
von Arzneistoffen zugrunde, wobei
alle Arbeiten die Zielsetzung hatten,
die Grenzen der jeweiligen Metho-
den kennen zu lernen. Insofern hat
jede Arbeitsgruppe ihr eigenes Re-
pertoire an validierten Methoden.
Die positiven Erfahrungen mit dem
hier vorgestellten integrierten Ansatz
zeigen, da} es in Zukunft moglich
sein wird, routineméBig theoretische
Verfahren gleichberechtigt in die ge-
samte Entwicklung eines Arzneimit-
tels einzubezichen. Die Modellie-
rung von Ligand Komplexen mit
dem Zielprotein der Arzneistoffwir-
kung ist nur einer der Schritte im
Arzneistoffschicksal. Jeder Metabo-
lisierung liegen solche Wechselwir-
kungskomplexe zugrunde, sie stehen
damit einer rationalen Optimierung
offen. Auch die Membranpassage
wird als Phinomen simulierbar. Die
hier skizzierte Vorgehensweise sollte
damit entlang des gesamten Wegs
einer Entwicklung vom Wirkstoff
zum Arzneimittel Begleitung bieten.

Wie grof3 ist die Tierschutzrele-
vanz der CADD Techniken? Es ist
generell festzustellen, daf in der
letzten Dekade der ,,Verbrauch* von

é?% N

Versuchstieren drastisch abgenom-
men hat. Dies ist auf ein zunehmen-
des BewuBtsein in der Offentlichkeit
und bei den Forschenden, sowie auf
die konsequentere Durchsetzung von
Gesetzen und Verordnungen zurtick-
zufithren. Der prozentuale Anteil,
der einer ,rationalen Arzneistoffent-
wicklung* dabei zuzuordnen wiire,
ist nicht leicht festzustellen und wird
kontrovers diskutiert.

Es steht vollig auBer Zweifel, dal}
ein sorgfiltig entwickeltes Modell
eines Protein-Ligand Komplexes fiir
ein therapeutisch interessantes Ziel-
protein in der Lage sein wird, Leit-
strukturen fiir ihre therapeutische
Anwendung zu optimieren. Das Mo-
dell schlieBt damit eine Reihe von
Analogverbindungen, die im Regel-
fall synthetisiert worden wiren, aus
dem Tierversuch aus. Jede theoreti-
sche Betrachtung von Protein-Li-
gand Wechselwirkungen birgt damit
ein Potential zur Einsparung von
Tierexperimenten.

Der oben beschriebene integrierte
Ansatz mit der engen Verkniipfung
von Biophysik, Biochemie und com-
puterunterstiitzter Modellierung ka-
talysiert noch viel stirker die in vitro
Testung anstelle des Tierexperi-
ments.

Allerdings schriinkt die notwendi-
ge reduktionistische Betrachtung in-
nerhalb des ,rationalen Weges* auch
erheblich seine Erfolgsquote ein. Ex-
trapolationen, wie das Uberspringen
von Therapieklassen und Struktur-
klassen, sind selten, bzw. nie erfolg-
reich gewesen. Alternative Bin-
dungsmodi (s.0.), eng mit diesem
Problem verkniipft, treten auch bei
Agonisten auf und lassen uns eine
neue Substanz nur mit einer gewis-
sen Wabhrscheinlichkeit ausschlie-
Ben, nie mit Sicherheit. Unter wis-
senschaftlichen wie 6konomischen
Aspekten bleibt ein ,Restrisiko®,
eine optimale Substanz verpalit zu
haben. Dem stand oft cine sehr
unkritische ~ Uberbewertung  der
,.bunten Bilder* von Seiten der An-
wender entgegen und hat zum Teil
heftige Ablehnung der Vorgehens-
weise bei den experimentell titigen
Kollegen erzeugt. Hier kommt umso
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stiirker der Grundgedanke des Arti-
kels zum tragen, der fordert, mog-
lichst direkt in vitro Tests mit der
Modellierung zu verkniipfen (Abb.
2). Dies miite nicht nur fiir die
pharmakodynamische Phase, also
die Wirkung des Arzneistoffs am
Zielort, sondern ebenso fiir alle seine
pharmakokinetischen und metaboli-
schen Phasen erfolgen.

Die heute versuchte molekulare
Definition von Erkrankungen fiihrt
zu Tierversuchen. Nach der theoreti-
schen und in vitro experimentellen
Optimierung eines komplexen Sy-
stems, wie z.B. das der T-Zellant-
wort unseres Immunsystems, ist eine
weitere Uberpriifung am gesamten
System erforderlich. Dies ist im Fall
des Immunsystems das (transgene)
Tier. Es ist aber auch durchaus um-
stritten, ob ein synthetischer Ligand
des MHC-Komplexes (s.0.) thera-
peutisch iiberhaupt sinnvoll ist.

Dies zeigt die Schwierigkeit einer
generellen Bewertung der computer-
gestiitzten Arzneimittelentwicklung
in Bezug auf Tierversuche. Die Me-
thode trigt sicher dazu bei, den
Beginn der Experimente moglichst
weit zu verschieben und damit die
Tierzahlen zu reduzieren. Dies gilt
jedoch nur unter der Vorraussetzung,
dall diese Methode gleichberechtigt
in die Entwicklung eines Arzneimit-
tels einbezogen wird und man die
mit ihrer Hilfe abgeleiteten Vor-
schlige auch akzeptiert.

Literatur:

Beck-Sickinger, A. G., Wieland, H. A.,
Wittneben, H., Willim, K.-D., Rudolf, K.
und Jung, G. (1994). Complete L-alanine
scan of neuropeptide Y reveals ligands
binding to Y1 and Y2 receptors with
distinguished conformations. Eur. J.
Biochem. 225, 947-958.

Beck-Sickinger, A., Kiess, M., Kern, P.
und Folkers, G. (1995). Secondary struc-
ture prediction of adenylate kinase by cir-
cular dichroism spectroscopy of synthe-
tic peptides. Pharm. Helv. Acta 70, 33—
43

Baldwin, M. I., (1993). The probable
arran-gement of the helices in G-protein
coupled receptors. EMBO J 12, 1693—
1703.

Blundell, T., Hubbard, R. und Weiss, M.

ALTEX 12, 3/95

A. (1992). Structural biology and diabe-
tes mellitus, molecular pathogenesis and
rational drug design. Diabetologica 35,
69-76.

Bohm, H. J. (1992). The computer program
LUDI: A new method for de novo design
of enzyme inhibitors. J. Comput. Aided
Mol. Design 6, 61-78.

Caflisch, A., Miranker, A. und Karplus, M.
(1993). Multiple copy simultaneous se-
arch and construction of ligands in bin-
ding site: application to inhibitors of
HIV-1 aspartic proteinase. J. Med.
Chem. 36, 2142-2167.

Caflisch, A. (1995). Computer-aided com-
binatorial ligand design: application to
human thrombin (persinliche Mittei-
lung, Publikation in Vorbereitung).

Feng, N. und Scheraga, H. A. (1994). Use
of the transferred nuclear overhauser
effect to determine the conformations of
ligands bound to proteins. Acc. Chem.
Res. 27, 258-265.

Fong, T. M., Cascieri, M. A., Hong, Y.,
Bansal, A. und Swain, C. (1993). Ami-
no-aromatic interaction between histidi-
ne 197 of the neurokinine receptor and
CP 96345. Nature 362, 350-353.

Folkers, G. und Merkle, H. P. (1995).
Technologien fiir die Medikamente der
Zukunft. ETH Bulletin, 36-41.

Greenidge, P. A., Merz, A. und Folkers, G.
(1995). A pseudoreceptor modeling stu-
dy of the Varicella-Zoster Virus and
Human Thymidine Kinase Binding Si-
tes. J. Comput. Aided Mol. Design (sub-
mitted)

Gunsteren, W. F. van und Mark, A. E.
(1992). On the interpretation of bioche-
mical data by molecular dynamics com-
puter simulation. Eur. J. Biochem. 204,
047-961.

Hibert, M., Trumpp-Kallmeyer, S.. Bruin-
vels, A. und Hoflack, J. (1991). Three-
dimensional models of neurotransmitter
G-protein coupled receptors. Mol. Phar-
macol. 40, 8-15.

Holtje, H.-D. und Kier, L. B. (1975).
Nature of the anionic or a-site of choli-
nesterase. J. Pharm. Sci 61, 418-421.

Kern, P., Rognan, D. und Folkers, G.
(1995a). MD simulations in pseudopar-
ticle fluids. J. of QSAR and Molecular
Modeling (im Druck).

Kern, P., Blundell, T., Johnson, M. S.,
Krickl, S., Michael., M. und Folkers. G.
(1995b). Knowledge based structure pre-
diction of HSV-1 Thymidine kinase sub-
structures. Pharm. Helv. Acta (im Druck).

Kubinyi, H. (1993). QSAR: Hansch analy-
sis and related approaches. Weinheim:
VCH.

Madden, D., Garboczi, D. N. und Wiley,
D. C. (1993). The antigenic identity of
peptide-MHC complexes: A comparison
of the conformations of five viral pepti-
des presented by HLA-A2. Cell 75, 695~
708.

Mattos C. und Ringe D. (1993). Multiple

binding modes. In H. Kubinyi (Hrsg.),
3D QSAR in Drug Design, Theory,
Methods and Applications (226-254).
Leiden: Escom.

Meyer, E. F., Radhakrishnan, R., Cole, G.
M. und Presta, L. G. (1986). Structure of
the product complex of acetyl-Ala-Pro-
Ala with porcine elastase at 1.65
resolution. J. Mol. Biol. 189, 533-539,

Michael, M., Fetzer, J. und Folkers, G.
(1994). Site-directed mutagenesis clari-
fies the substrate position within the 3D
model of the active site of HSV-1
Thymidine kinase. Eur. J. Biochem. 226,
219-226.

Rognan, D., Zimmermann, N., Jung, G.
und Folkers, G. (1992). Molecular dyna-
mic study of a complex between the
human histocompatibility antigen HLA-
A2 and the IMP 58-66 nonapeptide from
influenza matrix protein. Eur. J. Bio-
chem. 208, 101-113.

Rognan, D., Scapozza, L., Folkers, G. und
Daser, A. (1995). Rational design of
non-natural peptides as high-affinity li-
gands for the HLA B2705* human
leucocyte antigen. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 92, 753-757.

Schertler, G. F., Villa, C. und Henderson,
R. (1993). Projection structure of rho-
dopsin. Nature 362, 770-772.

Schwartz, T. W. (1994). G-Protein Cou-
pled Receptors. Current Opinion in Bio-
technology 5, 343444,

Sussman, J. L., Harel, M., Frolow, F.,
Oefner, C., Goldman, A., Toker, L. und
Silman, 1. (1991). Atomic structure of
acetylcholinesterase from Torpedo cali-
fornica: a prototypic acetylcholine-bin-
ding protein. Science, 253, 872-879.

Vedani, A. (1994). Das Konzept des Pseu-
dorezeptors fiir das pharmakologische
Screening. ALTEX 11, 11-21.

Vedani, A., Zbinden, P., Snyder, J. P. und
Greenidge, P. A. (1995). Pseudoreceptor
modeling: The construction of three-
dimensional receptor surrogates. J. Am.
Chem. Soc. 117, 4987-4994,

Weber, C., Wider, G., von Freyberg. B.,
Traber, R., Braun, W., Widmer, H. und
Wiithrich, K. (1991). The NMR Struc-
ture of Cyclosporin A bound to cyclo-
philin in aqueous solution. Biochemistry
30, 6563-6574.

Zimmermann, N., Beck-Sickinger, N., Miil-
ler, 1., Folkers, G. und Jung, G. (1992).
Conformational and epitope mapping of
herpes simplex virus type | thymidine
kinase using synthetic peptide segments.
Eur. J. Biochem. 200, 519-528.

Korrespondenzadresse
Gerd Folkers
Departement Pharmazie,
ETH Ziirich
Winterthurerstr. 190
CH-8057 Ziirich

151



	altex_1995_3_l0009.pdf
	altex_1995_3_r0010.pdf
	altex_1995_3_l0010.pdf
	altex_1995_3_r0011.pdf
	altex_1995_3_l0011.pdf
	altex_1995_3_r0012.pdf
	altex_1995_3_l0012.pdf
	altex_1995_3_r0013.pdf
	altex_1995_3_l0013.pdf
	altex_1995_3_r0014.pdf
	altex_1995_3_l0014.pdf
	altex_1995_3_r0015.pdf
	altex_1995_3_l0015.pdf
	altex_1995_3_r0016.pdf

