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Zusammenfassung

Pseudoreceptor Modeling, ein neues computer-gestutztes Verfahren zum
rationalen Entwurf neuer Wirkstoffe, erlaubt die Rekonstruktion der dreidi-
mensionalen Struktur eines unbekannten biologischen Rezeptors aufgrund
der Strukturen seiner Liganden (bekannte Wirkstoffe). Es verbindet die
bisherigen Techniken auf dem Gebiet, erweitert deren Miiglichkeiten durch
die Generierung eines expliziten Rezeptormodelles aber deutlich. Dieses
Modell kann anschliefJend dazu verwendet werden, die Bindungsstdrke neuer
Wirkstoffe qualitativ vorauszusagen.
Die Bedeutung des Pseudo receptor Modeling for die Reduktion und den
Ersatz von Tierversuchen besteht darin, daj3 die Methode dann eingesetzt
werden kann, wenn keine oder nur wenig Information iiber den biologischen
Rezeptor zur Verfugung steht - eine Situation, in welcher bisher fast aus-
schliej3lich Tierversuche zielfuhrend waren. Pseudoreceptor Modeling
erlaubt es erstmals, potentielle Wirkstoffe eines an sich unbekannten Rezep-
tors ex vivo zu screenen.

Summary: Pseudoreceptor modeling - a tool in the pharmacological scree-
ning process

Pseudo receptor Modeling, a new concept within the field of Computer-Aided
Drug Design, allows the reconstruction of the three-dimensional structure of
an unknown bioregulator based on the structures of its ligands (known
bioactive compounds). It combines the present techniques but significantly
extends their possibilities by the generation of an explicit receptor model.
This model may subsequently be usedfor the qualitative prediction of the
binding strenght of novel drug molecules.
The relevance of pseudo receptor modeling for reducing and replacing
animal models is given by the fact that the technique can be applied under
circumstances where little or no information is available on the true biologi-
cal receptor, a situation where up to date only in vivo techniques were
promising. As a first technique, pseudoreceptor modeling allows the scree-
ning of potential drug molecules of an unknown bioregulator ex vivo.

Einleitung Design, abgekiirzt: CADD) beruhen
auf der 1894 vom Chemiker und
Nobelpreistrager Emil Fischer for-
mulierten Komplementaritat zwi-
schen Wirksubstanz und Rezeptor.

Computer-gestutzre Verfahren zum
rational en Entwurf neuer Wirkstoffe
(englisch: Computer-Aided Drug
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Fischer folgerte dies aus der Beob-
achtung, daB glykolytische Enyme
zwischen stereoisomeren Zuckern zu
unterscheiden vermogen. Die Bedeu-
tung dieser Entdeckung liegt darin,
daB zu jener Zeit vollig unklar war,
wie Enzyme zusammengesetzt und
aufgebaut waren. So stand beispiels-
weise erst 1935 fest, daB Enzyme
Proteine sind; 1963 wurde erstmals
die Aminosauresequenz eines En-
zyms vollstandig aufgeklart, und die
erste dreidimensionale Struktur eines
Enzyms lag erst 1965 vor - 71 Jahre
nach Fischers Hypothese!
Diese, unter dem Namen Schloj3-

Schlussel-Prinzip bekannt geworde-
ne Hypothese besagt, daB die Spezi-
fitat eines Enzyms fur sein Substrat
auf ihrer geometrischen Komple-
mentaritat beruht. In die Pharmako-
logie ubertragen bedeutet dies, daB
ein Wirkstoff (Pharmakon) in seinen
biologischen Rezeptor passen muB
wie ein mechanischer Schliissel ins
SchloB. Auf diesem Prinzip basie-
rend versucht CADD, Zusammenset-
zung und Struktur pharmakologi-
scher Wirkstoffe zu ermitteln, wel-
che optimal an einen vorgegebenen
Rezeptor passen.
Das Schlofl-Schlussel-Prinrip ist

allerdings ein zu vereinfachtes Mo-
dell fur die Beschreibung der Wech-
selwirkungen zwischen Wirkstoff
und Rezeptor, denn diese unterschei-
den sich in zwei wesentlichen
Aspekten von einem mechanischen
System:

Wirkstoff und Rezeptor sind viel
komplexere Gebilde als ihre mecha-
nischen Analoga: Nicht nur ihre drei-
dimensionale Struktur (Topologie),
sondern auch ihre Polaritat (elektri-
sche Ladungsverteilung) und hydro-
phoben bzw. hydrophilen Eigen-
schaften (Wasser- bzw. Fettloslich-
keit) beeinflussen ihre Wirkungs-
weise.
• Wirkstoff und Rezeptor sind
nochst flexible Gcbildc und vcrmo-
gen sich gegenseitig anzupassen.
Dies hat zur Folge, daB ein Wirkstoff
nicht ausschlieBlich an seinen Re-
zeptor bindet, sondern (wenngleich
in unterschiedlicher Starke) auch an
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andere Rezeptoren, was sich bei-
spielsweise in Nebenwirkungen von
Medikamenten auBern kann.

Die aus der Komplexitat und Flexibi-
litat von Wirkstoff und Rezeptor
resultierende Vielfalt an (Schloli-
Schliissel-) Kombinationsmoglich-
keiten erklart, warum CADD den
Einsatz leistungsfahiger Rechner be-
dingt.
Computer-gestutzte Verfahren

stellen aber auch eine Alternative
zum langwierigen, kostspieligen und
letztendlich durch Tierversuche ab-
gesicherten pharmakologischen
Screening dar. Mit CADD konnen
schwach oder unwirksame Substan-
zen sicher und friihzeitig erkannt und
aus dem Evaluationsverfahren aus-
geschieden werden, bevor Tierversu-
che notwendig werden (Reduktion
von Tierversuchen). Beim screening
"in computo" werden nur wenige,
dafur potentiell wirksame Substan-
zen fur weitere praklinische Untersu-
chungen (einschlieBlich pharmakolo-
gischltoxikologisch-orientierter Tier-
versuche) selektioniert.
Der Ersatz yon Tierversuchen im

screening- Verfahren selbst hangt da-
von ab, ob iiberhaupt Tiere fur das
betreffende screening eingesetzt
werden. Stehen in vitro Methoden
zur Verfiigung, werden diese sicher
(und das nicht nur aus okonomischen
Griinden) dem Tierversuch vorgezo-
gen. In Fallen, in denen der biologi-
sche Rezeptor nicht oder nur in
ungeniigender Menge bzw. Reinheit
isolierbar ist (und sich in vivo Me-
thoden aufdrangen), konnen CADD-
Methoden auch Tierversuche direkt
ersetzen.

Methodik

Klassisches CADD beruht auf der
expliziten Kenntnis der dreidimen-
sionalen Struktur des Rezeptors.
Diese erlaubt das computergestutzte
Einpassen eines Wirkstoffmolekiils
in den Rezeptor, und, aus der Quali-
tat dieses .Passens" (englisch: fit)
dessen Bindungsstarke (Wirkung)
abzuschatzen. Im englischen Sprach-
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raum wird diese Technik daher Re-
ceptor Fitting genannt. Im letzten
Jahrzehnt haben sich aber auch
CADD-Methoden entwickelt, die es
erlauben, bei unbekannter Rezeptor-
struktur Informationen iiber Wirk-
stoff -Rezeptor- Wechsel wirkungen
zu erhalten. Diese Methoden gehen
von bekannten Wirkstoffen (des un-
bekannten Rezeptors) aus und erlau-
ben es, daraus gewisse Eigenschaf-
ten des Rezeptors abzuleiten. Im
englischen Sprachraum werden diese
Methoden unter dem Begriff Recep-
tor Mapping (Kartographieren des
Rezeptors) zusammengefaBt. Im fol-
genden sollen nun Receptor Fitting
und Receptor Mapping vorgestellt
und auf ihre Bedeutung fur den
Ersatz bzw. die Reduktion von Tier-
versuchen untersucht werdbn.

1. Receptor Fitting

Voraussetzung fiir das Receptor Fit-
ting ist die Kenntnis ~er dreidimen-
sionalen Struktur des Rezeptors.
Strukturen von biologischen Rezep-
toren (z.B. Enzyme, Antikorper,
membran-gebundene Proteine, 10-
nen-Kanale, verschiedene Formen
von RNS und DNS) konnen mittels
Rontgenstrukturanalyse oder Kernre-
sonanzmethoden (NMR) bestimmt
werden. Die Strukturbestimmung
setzt wiederum voraus, daB der Re-
zeptor in genugender Menge und
Reinheit isolierbar ist und (fur Ront-
genstrukturanalysen) auch in kristal-
liner Form vorliegt. Diese sehr ein-
schneidende Bedingung hat zur Fol-
ge, daB auch in Zukunft nur ein
kleiner Anteil (vieIleicht 10% bis
20%) an Strukturen biomedizinisch
relevanter Rezeptoren mit hinrei-
chender Genauigkeit bestimmt wer-
den kann. Auch in jenen Fallen ist
pro Strukturbestimmung mit bis zu
10 Personenjahren an Forschungs-
einsatz zu rechnen.
Receptor Fitting beinhaltet im all-

gemeinen folgende Einzelschritte:

• Beschaffung der Struktur des bio-
logischen Rezeptors: Entsprechende
Atornkoordinaten (1993: ca. 600

Proteine und DNS-Sequenzen) sind
in der Brookhaven Protein Data
Bank gespeichert.

Beschaffung oder Generierung
der Struktur van Wirkstoffmolekii-
len: Entsprechende Atornkoordina-
ten sind beispielsweise in der Cam-
bridge Structural Database (1993:
ca. 110.000 organische Molekiile,
darunter viele von biomedizinischer
Relevanz). Fiir CADD sind aber oft
(bekannte und hypothetische) Wirk-
stoffmolekiile von Interesse, fur die
keine experimenteIle Struktur zur
Verfiigung steht. Diese laBt sich (im
Computer) jedoch leicht aus moleku-
laren Fragmenten (Ketten, Ringe,
funktionelle Gruppen) zusammenset-
zen (englisch: Model Building) und
anschliellend mit Kraftfeldmethoden
(vgl. unten) optimieren.
• Identifikation der bioaktiven
Konformation: Da die meisten Wirk-
stoffmolekiile flexibel sind, ist es
notwendig, die bioaktive Konforma-
tion (jene .Faltung" des Wirkstoff-
molekiils, die an den Rezeptor zu
binden vermag) zu bestimmen. Dazu
werden im Computer aIle moglichen
Konformationen ("Faltungen") gene-
riert und deren Energie via Kraftfeld-
rechnung bestimmt. AnschlieBend
werden sie nach ansteigender Ener-
gie sortiert und alle energetisch gun-
stigen Konformere ("Faltungsfor-
men") - meist zwei bis funf pro
Wirkstoff - als mogliche bioaktive
Konformere in Betracht gezogen.

Bevor das (vergleichsweise klei-
ne) Wirkstoffmolekiil in den (ver-
gleichsweise groBen) Rezeptor ein-
gepaBt werden kann, muB dessen
Bindungsstelle (oder "aktive Stelle",
englisch: active site) lokalisiert wer-
den. Oft ist diese als klar ersichtliche
Bindungstasche (englisch: binding
pocket) ausgebildet oder kann mit
biochemischen Methoden identifi-
ziert werden. Die aktive Stelle ist
meist ein relativ kleiner Teil des
Rezeptors (im Falle von Enzymen
vieIleicht 10% bis 20% der Arnino-
sauren); alle anderen Teile dienen
dazu, diese in der raurnlich korrekten
Faltung zu stabilisieren, so daf eine
auf geometrischer Komplementaritat
beruhende Erkennung zwischen
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Wirkstoffmolekiil und Rezeptor er-
folgen kann.
• Das Andocken des Wirkstoffmo-
lekiils an den Rezeptor wird zunachst
visuell und interaktiv ausgeflihrt.
Moderne CADD-Software erlaubt
neben der dreidimensionalen Abbil-
dung von Wirkstoff und Rezeptor
auch die ftir das Andocken unent-
behrlichen Funktionen wie Translati-
on und Rotation des Wirkstoffmole-
kiils relativ zum Rezeptor, sowie
Veranderungen von dessen Konfor-
mation. Dieses visuelle Andocken ist
beziiglich seiner Prazision jedoch
limitiert. Deshalb ist es zwingend,
die so erhaltene raumliche Anord-
nung des Wirkstoff-Rezeptor-Korn-
plexes mit Kraftfeldmethoden zu
verfeinern. Kraftfeldmethoden lie-
fern auch ein MaB fur die Starke der
Wechselwirkungen zwischen Wirk-
stoffmolekiil und Rezeptor und da-
mit (indirekt) einen Hinweis auf die
Affinitat des Wirkstoffmolekiils fur
den vorgegebenen Rezeptor.

Die Bedeutung des Receptor Fitting
fur die Reduktion von Tierversuchen
besteht vor allem darin, daB es dem
Chemiker erlaubt, die Qualitat seiner
Ideen beziiglich der Synthese von
neuen Wirkstoffmolekiilen in der
dreidimensionalen Welt des Rezep-
tors quantitativ zu analysieren. Ein
hypothetisches Wirkstoffmolekiil muB
also nicht vorgangig synthetisiert
und in vitro (oder in vivo) analysiert
werden; vielmehr genugen die Gene-
rierung seiner Struktur im Computer
und die Analyse mit dem gewunsch-
ten Rezeptor. Die Starke des Recep-
tor Fitting (genauer: der gutebestim-
menden Kraftfeldmethode) beruht
darin, schwach oder unwirksame
Substanzen sicher und fruhzeitig zu
erkennen und aus dem Evaluations-
verfahren auszuscheiden, bevor Tier-
versuche notwendig werden. Tier-
versuche selbst werden mit Receptor
Fitting kaum ersetzt, da bei bekann-
ter Rezeptorstruktur der Rezeptor
selbst oft leicht und in geniigender
Menge isolierbar ist, so daB in vitro
Methoden zielflihrender (und gegen-
iiber in vivo Methoden auch kosten-
sparender) eingesetzt werden konnen.
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2. Kraftfeldrechnungen

Kraftfeldrechnungen bilden das
.Herz" von Receptor Fitting-Metho-
den; sie steuern aber auch den Opti-
mierungsprozeB im Pseudo receptor
Modeling (vgI. untcn) und sollen
daher an dieser Stelle eingeschoben
behandelt werden.
Das visuelle Einpassen eines

Wirkstoffmolekiils in die Bindungs-
tasche eines Rezeptors ist aus phy-
siologischen Grunden (optische Auf-
losung des Auges, Kapazitat des
Hirns) limitiert. Zur Bestimmung der
Affinitat eines Wirkstoffmolekiils
bezuglich des analysierten Rezeptors
bedarf es daher zusatzlicher Metho-
den, welche die Feinanpassung von
Wirkstoffmolekiil und Rezeptor vor-
nehmen konnen. Im CADD beniitzt
man dazu sog. Kraftfeldmethoden
(englisch: molecular mechanics cal-
culations). Diese vermogen eine sehr
groBe Anzahl (typischerweise einige
hunderttausend!) von molekularen
Wechselwirkungen gleichzeitig und
mit hoher Prazision zu optimieren.
Mathematisch wird die einer be-

stimmten Geometrie eines Molekiils
entsprechende Gesamtenergie durch
eine Anzahl von (Energie-) Termen
besehrieben, die geometrische Gro-
Ben wie Bindungslangen, Bindungs-
winkel, Torsionswinkel (Winkel
zwischen Ebenen), elektrostatische
Wechselwirkungen oder Wasser-
stoffbrucken reprasentieren. Die Ge-
samtenergie eines Molekiils (oder
Molekiilkomplexes wie z.B. eines
Wirkstoff-Rezeptor-Komplexes) wird
durch Summation aller dieser Terme
erreehnet. Ein kleines Molekiil (20-
50 Atome) wird typischerweise
durch einige hundert solcher Terme
beschrieben; ein Protein (2.000-
5.000 Atome) durch einige Millio-
nen! Die Gleichung, welche Struktur
und Energie verknupft, wird Kraft-
feld genannt (vgI. Abbildung 1).
Durch die mathematische Minimie-
rung (vgl. z.B. Walsh, 1975) der
Gesamtenergie eines Molekiils (oder
eines Molekiilkomplexes) wird des-
sen Struktur optimiert.
Die Qualitat des Kraftfeldes (Ter-

me, Parametrisierung, Validierung)

ist daher fiir die Gute der optimierten
Struktur ausschlaggebend. Fur An-
wendungen innerhalb des CADD
stehen heute verschiedenste Kraftfel-
der zur Verfugung, so beispielsweise
das AMBER© (Weiner et aI., 1984),
CHARMM?© (Brooks et al., 1983)
oder OPLS©-Kraftfeld (Jorgensen
und Tirado-Rives, 1990) sowie das
fur unsere Arbeiten verwendete
Yeti©-Kraftfeld (Vedani und Huhta,
1990).
Das Yeti-Kraftfeld wurde zur Si-

mulation von Protein-Komplexen
entwickelt. Im Unterschied zu ande-
ren Kraftfeldern enthalt es direktio-
nale Terme zur Behandlung von
Wasserstoffbrucken und Metall-Li-
gand-Wechselwirkungen (Vedani
und Huhta, 1990; Vedani und
Dunitz, 1985). Diese speziellen Ter-
me spielen fur das Pseudoreceptor
Modeling eine besonders wichtige
Rolle (vgl. unten).

3. Receptor Mapping und Pseudo-
receptor Modeling

Receptor Fitting basiert auf der ex-
pliziten Kenntnis der dreidimensio-
nalen Struktur des Rezeptors oder
zumindest dessen aktiver Stelle. Im
Gegensatz dazu beruht Receptor
Mapping auf der Annahme, daB die
lokale Struktur der aktiven Stelle
eines Rezeptors durch die Topologie
der Liganden (Wirkstoffe) widerge-
spiegelt wird, die an diesen zu bin-
den vermogen. In der Sprache des
Fischer'schen Schlofi-Schlussel-
Prinzipes gesprochen, versucht Re-
ceptor Mapping aufgrund bekannter
Schliissel, Eigenschaften des Schlos-
ses abzuleiten. Pseudo receptor Mo-
deling geht noch einen Schritt weiter
und versucht, die aktive Stelle des
Rezeptors (des Schlosses) aus eben
diesen Daten zu rekonstruieren.
Philosophie und Anwendungen

yon Receptor Mapping sind bei-
spielsweise yon Ramsden (Hrsg.,
1990) oder Perun und Probst (Hrsg.,
1989) im Detail beschrieben. Das
Grundprinzip der verschiedenen Re-
ceptor Mapping-Ansatze ist jedoch
dasselbe: Die Eigensehaften eines
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Abbildung 1: Der Yeti -Kraftfeldausdruck (Vedani und Huhta, 1990).

Ensembles yon Wirkstoffen des un-
bekannten Rezeptors werden urn ihr
tiberlagertes molekulares Gerust
(Schlofi-Schlussel-Prinzip: raumlich
iiberlagerte Sehliissel) auf dessen
Oberflache (Schloll-Schlussel-Prin-
zip: auf eine urn die iiberlagerten
Sehliissel gespannte Haut) projiziert.
Die resultierende "Karte" (daher
aueh der Name Receptor Mapping)
liefert raumliche und elektrostatisehe
.Negativabdrucke" des Rezeptors.
In neuester Zeit sind Anstrengun-

gen unternommen worden, eine
Brucke zwischen strukturreiehem
Receptor Fitting und strukturarmem
Receptor Mapping zu bilden. Ad
hoc-Rezeptoren versehiedenster Art
sind urn singulare oder tiberlagerte
Liganden konstruiert worden. Die
entspreehenden Rezeptoren, Pseudo-
rezeptoren genannt, erlauben die Re-
sultate des Receptor Mapping in
einem Receptor Fitting-Kontext aus-
zuwerten: Statt einer Karte des Re-
zeptors erhalt man ein realistisches
dreidimensionales Modell.
Momamy und Mitarbeiter waren

unter den ersten, die dieses Prinzip
auf einen unbekannten Bioregulator
(Rezeptor) anwendeten (Momamy et
al., 1989). Still und Mitarbeiter ha-
ben computer-gestutztes Modeling
und ehemisehe Synthese kombiniert
und synthetische enantioselektive
peptidische Pseudorezeptoren er-
zeugt (Hong et al., 1991). Snyder
und Rao benutzten hoehaktive Cy-
clopropyl- Glutaminsauren, urn ei-
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nen Pseudorezeptor fur das NMDA-
System (N-Methyl-D-Aspartate) zu
finden. Mittels free-energy perturba-
tion, einer extrem rechenintensiven
(zwei Monate Rechenzeit auf einer
Cray YIMP!), dafur hochprazisen
Methode zur Bereehnung von relati-
yen Bindungsenergien, konnte ge-
zeigt werden, daB der Pseudorezep-
tor imstande war, die experimentell
bestimmten Bindungsenergien fur ei-
nen Satz yon Agonisten innerhalb
0.3 bis 0.8 kcallMol zu reproduzie-
ren (Snyder et al., 1992). Dieses
Resultat hat die Weiterentwieklung
und Verallgemeinerung des Pseudore-
zeptor-Konzeptes enorm stimuliert.
Das Pseudorezeptor -Konzept

(Snyder et al., im Druck; Snyder et
al., 1992) besteht darin, die gebunde-
ne Spezies (Wirkstoffe) in geniigend,
spezifisch nicht-kovalente Wechsel-
wirkungen mit dem Pseudorezeptor
einzubinden, urn so die wichtigsten
Ligand- Rezeptor- Wechselwirkungen
am wahren Rezeptor zu simulieren.
Obsehon sieh im allgemeinen Pseu-
dorezeptor und biologiseher Rezep-
tor "nur" beziiglieh der aktiven Stelle
ahnlich sind, sollte der Pseudorezep-
tor imstande sein, die relative Bin-
dungsstarke einer Serie yon Wirk-
stoffen qualitativ zu reproduzieren.
Stellt diese Serie von Wirkstoffen
(der sog. Trainingssatz) eine repra-
sentative Auswahl dar, so kann der
Pseudorezeptor dazu verwendet wer-
den, die Bindungsstarke (und damit
indirekt die Wirkung) yon Wirkstof-

fen auBerhalb des Trainingssatzes
vorauszusagen. Der Pseudorezeptor
kann (anstelle des unbekannten bio-
logischen Rezeptors) dazu verwen-
det werden, neue oder hypothetische
Wirkstoffmolekiile auf ihre biologi-
sehe Aktivitat hin zu analysieren. Im
englisehen Sprachraum wird im Zu-
sammenhang mit Pseudorezeptoren
denn auch yon receptor surrogate
gesproehen.
Weitere Ansatze zur Charakterisie-

rung der dreidimensionalen Struktur
eines unbekannten Rezeptors schlie-
Ben Modeling by Homology sowie
die Simulation der Auffaltung des
Proteins (englisch: Protein Folding)
ein. Ersteres versueht, die Struktur
eines unbekannten Proteins aus der-
jenigen eines funktionell Homologen
(Protein mit vergleiehbarer bioche-
miseher Funktion) herzuleiten. Au-
Ber einer relativ hohen Homologie
(bevorzugterweise iiber 60%) in der
Aminosauresequenz der beiden Pro-
teine, muB die dreidimensionale
Struktur des homolog en Proteins
vorliegen (vgl. z.B. Sali et al., 1990).
Eine signifikante Einschrankung die-
ser Methode ist die Voraussage der
Struktur in Regionen niedriger Ho-
mologie. Da soIche Regionen jedoch
oft auBerhalb der aktiven Stelle (z.B.
an der Rezeptor-Oberflache) liegen,
ist Modeling by Homology eine po-
tente und im CADD aueh haufig
eingesetzte Methode.
Die Simulation der dreidimensio-

nalen Struktur eines Proteins aus
seiner Aminosauresequenz (Protein
Folding, vgl. z.B. Nemethy und
Scheraga, 1990) ist derzeit auf rela-
tiv kleine Proteine mit maximal
100-150 Aminosauren beschrankt.
Die Komplexitat dieser Simulationen
impliziert, daB die Voraussage der
Struktur von grofieren Systemen
(300 und mehr Aminosauren) in
naher Zukunft nieht zur Verfiigung
stehen wird (Scheraga, 1991). Pepti-
disehe Rezeptoren von biomedizini-
scher Relevanz sind jedoch meist
von dieser Grolse; Protein Folding
ist daher (noeh) nieht auf diese
anwendbar.
Die Bedeutung des Receptor Map-

ping und insbesondere des Pseudore-
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ceptor Modeling fur die Reduktion
und den Ersatz von Tierversuchen
besteht darin, daB diese Methoden
eingesetzt werden konnen, wenn kei-
ne oder nur wenig Information iiber
den biologischen Rezeptor zur Ver-
fugung steht. Das sind aber genau
die Bedingungen, bei welchen bisher
in vitro und in computo (Alternativ-)
Methoden nur wenig greifen konnten
und auch mit Tierversuchen nur sehr
unsystematisch vorgegangen werden
konnte. Pseudoreceptor Modeling
erlaubt es erstmals, potentielle Wirk-
stoffe eines an sich unbekannten
Rezeptors ex vivo zu screenen.
Im Gegensatz zu Receptor Fitting

lliBt sich mit Pseudoreceptor Mode-
ling auch Information iiber allfallige
Nebenwirkungen erhalten: Wenn als
Trainingssatz eine Serie von Sub-
stanzen mit vergleichbaren Neben-
wirkungen verwendet wird, kann der
entsprechende Pseudorezeptor dazu
verwendet werden, eben diese Ne-
benwirkungen an potentiellen Wirk-
stoffen des screening set zu erkennen
und im anschlieBenden drug design
selektiv auszuschlieBen.

4. Das Yak" -Pseudorezeptor
Konzept

Forschungsschwerpunkt der letzten
beiden Jahre am SlAT Biografik-
Labor war die Entwicklung und Va-
lidierung eines Pseudoreceptor Mo-
deling-Konzeptes. Das entsprechen-
de Computerprogramm Yak, nach
dem im Himalaya beheimateten
Wildrind benannt, erlaubt die inter-
aktive Konstruktion eines peptidi-
schen Pseudorezeptors (Protein) urn
ein beliebiges molekulares Geriist.
Das Konzept wurde in Zusammenar-
beit mit James P. Snyder, Departe-
mentsvorsteher am Istituto di Ricer-
che di Biologia Moleculare (IRBM,
PomeziaiRoma, Italien) entwickelt.
Das Yak-Pseudorezeptor Konzept

erlaubt die Konstruktion eines pepti-
dischen Pseudorezeptors urn singula-
re oder iiberlagerte Liganden, bevor-
zugterweise urn ein reprasentatives
Ensemble raumlich iiberlagerter
Wirkstoffmolektile (Pharmakophor).
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Der Algorithmus in Yak macht sich
die Direktionalitat molekularer
Wechselwirkungen zu Nutze, da die
Krafte, welche die Wirkstoff-Rezep-
tor-Interaktionen dominieren (Ionen-
Paare, Wasserstoffbriicken, Metall-
Ligand-Bindungen, hydrophobes
clustering), ebenfalls raumlich ge-
richtet (d.h. direktional) sind. Direk-
tionalitat wird 1. zur Identifikation
von .Ankerpunkten" (funktionelle
Gruppen der Wirkstoffe), die fur die
Bindung an den Rezeptor relevant
sind, 2. zur Positionierung und Ori-
entierung von Rezeptorfragmenten
im kartesischen Raum und 3. zur
Kraftfeld-Optimierung des Wirk-
stoff-Rezeptor-Kornplexes benutzt.
Direktionalitat molekularer Wech-

selwirkungen wurde anhand einer
groBen Anzahl von Molekulverbin-
dungen aus Struktur-Datenbanken
nachgewiesen. Fiir Wasserstoffbriik-
kensysteme konnte beispielsweise
gezeigt werden, daB sich Wasser-
stoffbrucken-Donoren bevorzugt
entlang der Richtung der einsamen
Elektronenpaare am Wasserstoff-
brucken-Akzeptor ausrichten (Mur-
ray-Rust und Glusker, 1984; Taylor
und Kennard, 1984; Baker und Hub-
bard, 1984; Vedani und Dunitz,
1985; Alexander et al., 1990). In der
Folge haben wir eine erweiterte Po-
tentialfunktion (Teil des Kraftfeldes,
Abbildung 1) zur Beschreibung yon
Wasserstoffbriicken vorgeschlagen:
Diese enthalt einen zusatzlichen
Term fur die Abweichung der Was-
serstoffbriicke von der Richtung des
nachstgelegenen einsamen Elektro-
nenpaars am Akzeptoratom (Vedani
und Huhta, 1990; Vedani und
Dunitz, 1985).
In vergleichbarer Weise haben wir

anhand von Strukturen aus der Cam-
bridge Structural Database Faktoren
analysiert, welche die Starke von
Metall- Ligand- Wechsel wirkungen
bestimmen ("Ligand" wird hier im
Sinne von "ans Metall bindende
funktionelle Gruppe" verwendet).
Neben dem Typ des Metalles und
seiner Liganden wurden der Metall-
Ligand-Abstand, die Symmetrie am
Metallzentrum, die Direktionalitat
der Metall-Ligand-Bindungen sowie

die Ligandfeldstabilisierung als do-
minante Faktoren identifiziert. Der
fur die Simulation von Metall-Li-
gand-Komplexen wichtigste Faktor
ist aber der Betrag der Ladungsiiber-
tragung (englisch: charge transfer)
von den Ligandenatomen auf das
zentrale Metallion. Als Konsequenz
haben wir eine neue Potentialfunk-
tion zur Behandlung von Metall-
Ligand-Wechselwirkungen vorge-
schlagen (Abbildung 1 bzw. Vedani
und Huhta, 1990): Diese enthalt Ter-
me fur den kovalenten Charakter
einer Metall-Ligand-Bindung, Me-
tall-Ligand-Abstand, Symmetrie am
Metallzentrum, Direktionalitat der
Metall-Ligand-Bindungen sowie
eine Funktion fur dynamische La-
dungsubertragung zwischen dem
Metall und seinen Ligandatomen.
Andrews und Tintelnot haben an-

hand von Strukturen aus der Brook-
haven Protein Data Bank die Direk-
tionalitat von hydrophoben Wechsel-
wirkungen untersucht (Tintelnot und
Andrews, 1989). Nicht uberraschend
kamen sie zum SchluB, daB diese
weniger ausgepragt ist als beispiels-
weise die Direktionalitat yon Was-
serstoffbriicken. Daher war es auch
nicht zwingend, einen zusatzlichen
Term ins Kraftfeld einzufiihren. Die
Direktionalitat hydrophober Krafte
ist aber zur Positionierung hydropho-
ber Rezeptorfragmente wahrend des
Mapping-Prozesses auferst niitzlich.
1m nachsten Abschnitt werden die

wesentlichen Schritte des Yak-AIgo-
rithmus vorgestellt, einschlieBlich
der Einbettung yon molekularer Di-
rektionalitat sowie dem Zusammen-
spiel von Datenbanken, der systema-
tischen Absuche des konformationel-
len Raumes und der Energiemini-
mierung. AnschlieBend werden ge-
genwartige Schwachen des Ansatzes
aufgezeigt und Wege fur entspre-
chende Verbesserungen skizziert.

Vorgangig zum Pseudo receptor
Modeling mufs das Pharmakophor
definiert werden. Unter .Pharmako-
phor" versteht man in diesem Zu-
sammenhang ein Ensemble iiberla-
gerter Wirkstoffmolekiile, die fur
den zu rekonstruierenden Rezeptor
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reprasentativ sind, d.h. alle wesentli-
chen funktionellen Gruppen in einer
raumlich korrekten Anordnung ent-
halten. Das Erstellen eines Pharma-
kophors schlieBt die folgenden
Schritte ein: Auswahl einer Serie von
Wirkstoffmolekiilen mit vergleich-
barer biologischer Wirkung; Be-
schaffung (aus Datenbanken) oder
Generierung ihrer dreidimensionalen
Struktur (englisch: model building);
Identifikation der bioaktiven Konfor-
mation (englisch: conformational
search), Uberlagerung der Wirk-
stoffmolekiile zum Pharmakophor.
• Direktionalitat molekularer
Wechselwirkungen wird durch
.Vektoren" eingefuhrt, die den Mit-
telpunkt der jeweiligen experimen-
tellen Verteilung urn eine gegebene
funktionelle Gruppe (vgI. z.B. Veda-
ni und Dunitz, 1985) reprasentieren.
Solche Vektoren sind mit Wasser-
stoffbrucken- Donoren (H -extension
vectors, HEVs), Wasserstoffbruk-
ken-Akzeptoren (lone-pair vectors,
LPVs) und hydrophoben Gruppen
(hydrophobicity vectors, HPVs) as-
soziiert. Die Spitze eines HEV s zeigt
die optimale Position eines Wass-
stoffbrucken-Akzeptors an; die Spit-
ze eines LPVs die optimale Position
eines Wasserstoffbrucken-Donors

(oder eines Metallions) und diejenige
eines HPVs die optimale Position
einer hydrophoben Funktionalitat.
• Ein wichtiger Schritt ist die Iden-
tifikation funktioneller Gruppen des
Pharmakophors, welche fur die Bin-
dung an den Rezeptor relevant sind.
Zu dies em Zweck wird die Haufung
(englisch: clustering) von HEVs,
LPV s und HPV s im kartesischen
Raum analysiert. Die der Clusterana-
lyse zugrunde liegende Idee ist, daB
diese Vektoren (im Gegensatz zu
Atomen!) molekulare Wechselwir-
kungen reprasentieren und damit In-
formation iiber das Rezeptor-Gegen-
stuck enthalten. Das Gewicht eines
Clusters wird aus Anzahl, Art und
Orientierung aller Vektoren inner-
halb des Clusters errechnet. Regio-
nen im kartesischen Raum mit hoher
Vektordichte weisen auf .moglicher-
weise wichtige Wechselwirkungs-
stellen" am Rezeptor hin; Stellen mit
geringerer Vektordichte sind fiir die
Bindung des (vorgegebenen) Ligan-
densatzes wahrscheinlich .weniger
selektiv". Abbildung 2 zeigt das
Ergebnis einer solchen Vektorclu-
ster-Analyse fur einen Satz von Sul-
fonamid- Inhibitoren.
• Ein zweiter, kritischer Schritt be-
inhaltet die Auswahl geeigneter Bin-

Abbildung 2: Haurnlich uberlaqerte Sulfonamid-Inhibitoren (weif3) mit ihren HEVs
(blau), LPVs (rot) und HPVs (qrun).
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dungspartner (Arninosauren, Metall-
ionen, Wassermolekiile), urn alle
funktionellen Gruppen des Pharma-
kophors abzusattigen. Diese Aus-
wahl wird durch eine .Praferenz-
Datenbank" unterstutzt, die wahr-
scheinliche Ligand-Rezeptor-Frag-
mentpaare enthalt. Die Datenbank
wurde basierend auf Analysen von
Strukturdatenbanken (Narayana und
Argos, 1984; Baker und Hubbard,
1984) erstellt. 1m weiteren wird das
molecular lipophilicity potential
(Furet et aI., 1990) an der Position
des Rezeptorfragmentes errechnet.
Diese Information erlaubt es im all-
gemeinen, euuge wenige wahr-
scheinliche Rezeptorfragmente fur
einen gegebenen Ankerpunkt zu
identifizieren. Diese milssen dann im
Mapping-ProzeB in einem trail-and-
error-Verfahren durchgetestet wer-
den. Zur Auswahl der Aminosaure-
Seitenkettenkonformation benutzt
Yak die Ponder-Richards side-chain
rotamer library (Ponder und Ri-
chards, 1987). Fur die Simulation
von Metalloproteinen enthalt die
Yak-Templat-Datenbank zusatzlich
Zn(II)-, Ca(lI)- und Mg(II)-Tem-
plate.

Gewunschte Rezeptorfragmente
werden aus der Templat-Datenbank
eingelesen, automatisch angedockt
und orientiert, und der wachsende
Pharmakophor- Pseudorezeptor -Kom-
plex wird mittels conformational
search und Energieminimierung op-
timiert. Kraftfeld (Abbildung 1) und
Minimierungs- Algorithmus wurden
von der Yeti-Software adaptiert (Ve-
dani und Huhta, 1990). Diese Proze-
dur wird solange fortgesetzt, bis
entweder alle Ankerpunkte abgesat-
tigt sind oder die raumlichen Ver-
haltnisse eine weitere Anlagerung
von Rezeptorfragmenten ausschlie-
Ben.
• Der Pseudorezeptor kann aber
auch unabhangig vom Ligandensatz
erweitert werden. Dies erlaubt es,
Schleifen, a-Helices oder ausge-
dehnte fJ-Faltblattstrukturen einzu-
fuhren.

SchlieBlich kann der Pharmako-
phor-Pseudorezeptorkomplex solva-
tisiert (mit Wassermolekiilen umge-
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ben) werden. Dies dient der Erken-
nung yon Wasserstoffbrucken-Netz-
werken, Losungsmittelkanalen und
der Analyse eines eventuellen Lo-
sungsmittel-Zutrittes (englisch: sol-
vent accessibility) zur aktiven Stelle.
Der entsprechende Algorithmus be-
ruht auf dem Yeti-Modul "AUTO-
SOL" (Vedani und Huhta, 1991) und
wurde durch die Moglichkeit, hydro-
phobe Regionen zu solvatisieren, er-
weitert.
• Nach Abschluf des Mapping-
Prozesses ist es aufserst wichtig, den
so generierten Pseudorezeptor auf
seine biophysikalische Relevanz hin
zu untersuchen. Im allgemeinen
schlieBt dies die folgenden Kriterien
ein: Reproduktion der relativen Bin-
dungsenergien des verwendeten Li-
gandensatzes (Trainingssatz), Se-
kundarstruktur des Pseudorezeptors
("Faltungsmuster"), Verteilung yon
hydrophilen und hydrophoben Ami-
nosauren, Losungsmittelzuganglich-
keit sowie Stabilitat des Pseudore-
zeptors in Molekiildynamik-Simula-
tionen.
Die Software Yak ist interaktiv,

menu-gesteuert und schlieBt eine
Grafikoberflache ein, welche die Vi-
sualisierung des Mapping-Prozesses
in Echtzeit und 3D erlaubt. Das
Programm ist fur VAXNMS und
ausgewahlte UnixlRISC worksta-
tions erhaltlich.

Resultate und Diskussion

1. Validierung

Zum Test unseres Pseudorezeptor-
Konzeptes haben wir eine Serie yon
Simulationen vorgenommen, welche
versuchten, die aktive Stelle bekann-
ter Enzyme (Biokatalisatoren; Pro-
teine) aus den Strukturen ihrer Li-
ganden zu rekonstruieren. Die so
erhaltenen Pseudorezeptoren wurden
anschlieBend mit der experimentel-
len Struktur verglichen.
Eine erste Studie hatte die Repro-

duktion der aktiven Stelle des En-
zyms Carboanhydrase zum Ziel und
basierte auf den raumlichen Struktu-
ren yon vier Sulfonamid-Inhibitoren.
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Diese Strukturen wurden entweder
der Cambridge Structural Database
entnommen oder aus molekularen
Fragmenten derselben aufgebaut und
anschlieBend mit Kraftfeldmethoden
optimiert. Fur die raumliche Uberla-
gerung wurden die Sulfonamidgrup-
pe und das aromatische Ringsystem
besonders gewichtet. Das entspre-
chende Pharmakophor ist (zusam-
men mit HEVs, LPVs und HPVs) in
Abbildung 2 gezeigt. Das clustering
der Vektoren weist auf einen bipola-
ren Charakter (hydrophill hydro-
phob) der aktiven Stelle hin.
Zur Evaluation des durch Yak ge-

nerierten Pseudorezeptors wurden
neun Aminoauren der aktiven Stelle
von Carboanhydrase herangezogen:
Das katalytisch aktive Zink-Ion, die
drei ans Zink gebundenen Amino-
sauren His 94, His 96 und His 119;
Leu 198 und Thr 199 als Teil der
hydrophilen Halfte der aktiven Stelle
sowie Phe 91, GIn 92 und Leu 131
als Teil der hydrophoben Halfte.
Von diesen wurden ftinf (Zink, His
94, His 96, His 119 und Thr 199) in
einer korrekten Orientierung inner-
halb 0.572 A der experimentellen
Position reproduziert. Die mittlere
Abweichung fiir alle neun Amino-

sauren betragt 1.471 A (Vedani et
al., 1993). Pseudorezeptor und expe-
rimentelle Struktur (Kannan et al.,
1984) sind in Abbildung 3 miteinan-
der verglichen.
Die Ubereinstimmung yon Yak-

Modell und experimenteller Struktur
ist beachtlich: Dieser Pseudorezeptor
ware ein taugliches Modell fur Re-
ceptor .Fitting-Studien, stande die
experimentelle Struktur nicht zur
Verfugung.
Unsere zweite Studie war auf des

Enzym Thermolysin ausgerichtet.
Als Trainingssatz fur den Mapping-
Prozef dienten die Strukturen dreier
Phosphoramidat -Inhibitoren. Fur je-
den dieser Inhibitoren liegt eine
Rontgenstrukturanalyse des entspre-
chenden Inhibitor-Enzymkomplexes
vor (Holmes und Matthews, 1982).
Zur Evaluation des durch Yak ge-

nerierten Pseudorezeptors wurden
zwolf Aminosauren der aktiven Stel-
le yon Thermolysin herangezogen.
Von diesen wurden die Seitenketten
yon sechs (das katalytische Zink, die
zink-gebundenen Aminosauren His
142 und Glu 143; Asn 112, Arg 203
sowie His 231) in einer vergleichba-
ren Orientierung innerhalb 0.774 A
der experimentellen Position repro-

Abbildung 3: Vergleich des mit Yak generierten Rezeptormodelies fur das Enzym
Carboanhydrase mit der experimentelien Struktur (Kannan, et al., 1984). Das Rezep-
tormodeli ist nach Atomtypen einqetarbt (Kohlenstoff: grau; Sauerstoff: rot; Stickstoff:
blau; Wasserstoff: weiB; Zink: cyan), die experimentelie Struktur ist in rot gehalten.
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Abbildung 4: Vergleich des mit Yak generierten Rezeptormodelles fur das Enzym
Thermolysin mit der experimentellen Struktur (Holmes und Matthews, 1984). Rezep-
torfragmente, die mit den Inhibitoren wichtige Wechselwirkungen eingehen, sind gelb
(Rezeptormodell) bzw. rot (experimentelle Struktur) hervorgehoben. Aile ubriqen Teile
sind in blau gehalten.

duziert. Die mittlere Abweichung fur
alle zwolf Aminosauren betragt
1.289 A (Vedani et al., in Vorberei-
tung). Pseudorezeptor und experi-
mentelle Struktur (Holmes und
Matthews, 1982) sind in Abbildung
4 miteinander verglichen.
Die Ubereinstimmung zwischen

Yak-Modell und experimenteller
Struktur ist als malsig einzustufen:
Dieser Pseudorezeptor ware nur be-
dingt fur Receptor Fitting-Studien
einsetzbar. Unterschiede zwischen
Pseudorezeptor und experimenteller
Struktur sind hauptsachlich in der
Sekundarstruktur ("Faltung" der
Haupkette) erkennbar. Auch muBte
(im Gegensatz zum Modell fur Car-
boanhydrase) fur die Auswahl der
Rezeptorfragmente die Aminosaure-
sequenz yon Thermolysin zu Hilfe
genommen werden - eine Informati-
on, die im allgemeinen Fall nicht zur
Verfugung steht.

2. Anwendung

In Zusammenarbeit mit dem Phar-
ma-Unternehmen G.D.Searle & Co.
in Chicago haben wir versucht, mit-
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tels Pseudo receptor Modeling ein
Modell fur den NMDA-Rezeptor (N-
Methyl-D-Aspartate) zu erstellen.
Wirkstoffe, die an diesen Rezeptor
binden, werden als Therapeutika in
der Behandlung der Alzheimer-
Krankheit, yon Schizophrenie, Hirn-

schlag, epileptischen Krampfen oder
Hirnschadigungen eingesetzt. Zur
Generierung der antagonistischen
Bindungsstelle (Antagonisten sind
Substanzen, die einen agonistischen
Effekt verringern, selbst aber keine
sog. intrinsic activity zeigen) wurden
vier bekannte Wirkstoffe verwendet.
Diese Liganden sind durch eine Car-
boxyl-, Ammonium- und Phosphat-
Gruppe an einem alicyclischen Ring-
system charakterisiert. Ihre Struktu-
ren wurden aus molekularen Frag-
menten aufgebaut und mit Kraftfeld-
methoden optimiert. Die bioaktive
Konformation wurde durch eine
vollstandige konformationelle Ana-
lyse bestimmt; fur die raumliche
Uberlagerung wurden neben allen
Atomen auch die LPVs mitbenick-
sichtigt (Snyder et al., 1992).
Der Mapping-ProzeB lieferte zwei

grundsatzlich verschiedene Modelle
fur den verwendeten Trainingssatz:
Im ersten bindet ein Ca(II)-Ion an die
Carboxyl-Gruppe, im zweiten bindet
es an die Phosphatgruppe. Vom bio-
physikalischen Standpunkt aus gese-
hen (Sekundar- und Tertiarstruktur,
Verteilung yon hydrophoben und hy-
drophilen Aminosauren, solvent ac-
cessibility) ist das erste Modell vor-
zuziehen (Tabelle 1 und Abbildung

Abbildung 5: Modell I der antagonistischen Bindungsstelle fur den NMDA- Rezeptor.
Die l.iqandmolekule (Trainingssatz) sind gelb wiedergegeben, der Pseudorezeptor in
rot (Arninosauren) bzw. blau (Calzium-Ion).
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Tabelle 1: Vergleich der relativen Bindungsenergien eines Satzes von NMDA-
Antagonisten bezOglich des Yak-Pseudorezeptors mit den experimentellen
Werten (Modell I).

Ligand Relative
Bindungsenergie
(Yak -Rezeptor)

P1
P2
P3
P4
Durchschnitt

1,000
0,791
0,667
0,757

Relative
Bindungsenergie
(experimentell)

Abweichung
(Modell-
Experiment) in %

0,961
1,000
0,922
0,875

+ 4,1
-20,9
-27,7
-13,5
16,6

Tabelle 2: Vergleich der relativen Bindungsenergien eines Satzes von NMDA-
Antagonisten bezOglich des Yak-Pseudorezeptors mit den experimentellen
Werten (Modell II).

Ligand Relative
Bindungsenergie
(Yak -Rezeptor)

Relative
Bindungsenergie
(experimentell)

Abweichung
(Modell-
Experiment) in %

P1
P2
P3
P4
Durchschnitt

1,000
0,807
0,821
0,788

0,961
1,000
0,922
0,875

+ 4,1
-19,3
-11,0
- 9,9
11,1

5). Gewichtet man die Reproduktion
der Bindungsenergien hoher, er-
scheint das zweite Modell etwas
wahrscheinlicher (Tabelle 2).
Die Ubereinstimmung zwischen

vorausgesagter und experimenteller
Bindungsenergie ist fur beide Mo-
delle zufriedenstellend; diese darf
jedoeh nieht uberbewertet werden,
da der Trainingssatz nur aus vier
Liganden bestand. AuBerdem muB
fur einen vollstandigen NMDA-Re-
zeptor zusatzlich noch die agonisti-
sche Bindungsstelle beriicksichtigt
werden, d.h. in einer zweiten Simu-
lation m~B von einem Satz bekannter
Agonisten (Substanzen mit sog. in-
trinsic activity) ausgegangen wer-
den. AnschlieBend miissen die ago-
nistische und antagonistische Bin-
dungs stelle zur gesamten aktiven
Stelle des NMDA-Rezeptors verei-
nigt werden. Dies wurde von Snyder
und Mitarbeitem erfolgreich durch-
gefiihrt; die Resultate werden dem-
nachst im Druek erseheinen (Snyder
et al., im Druck).
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3. Geplante Erweiterungen

Ein Schwachpunkt des gegenwarti-
gen Algorithmus ist die Identifika-
tion des jeweilig wahrseheinlichsten
Rezeptorfragmentes, das mit einer
bestimmten funktionellen Gruppe
("Ankerpunkt") des Pharmakophors
in Wechselwirkung treten solI. Der-
zeit wird diese Entscheidung durch
eine Praferenzdatenbank sowie
durch die Abschatzung des molecu-
lar lipophilicity potential (MLP) un-
terstiitzt. Das MLP ist eine sehr
sensitive GroBe, urn Hinweise iiber
den hydrophobenfhydrophilen Cha-
rakter einer bestimmten molekularen
Umgebung zu erhalten. Wahrend des
Aufbaus eines Pseudorezeptors ist
diese Umgebung jedoch noch un-
vollstandig (in statu nascendi); daher
ist auch das MLP nur von begrenzter
Signifikanz. Die Praferenzdatenbank
ist insbeondere bei der Voraussage
hydrophober Aminosauren nieht sehr
spezifisch; hier kann die Wahr-
scheinlichkeit "des wahrscheinlich-
sten Fragmentes" unter 20% liegen.
Die Praferenzdatenbank muB da-

hingehend erweitert werden, Daten

uber Mehrfach-Aminosauresequen-
zen, Sekundarstrukturpraferenzen
("Faltungsmuster") und physikali-
sche Umstande, bei welchen die
weniger wahrscheinlichen Rezeptor-
fragmente beobachtet wurden, einzu-
schlie/3en. Fur diesen Zweck planen
wir, mit Daten aus der Brookhaven
Protein Data Bank haufig beobach-
tete Aminosauresequenzen, die mit
bestimmten funktionellen Gruppen
des Pharmakophors in Wechselwir-
kung stehen, zu identifizieren. Fur
die Berucksichtigung von Sekundar-
strukturpraferenzen werden wir von
den Chou-Fasman propensities
(Chou und Fasman, 1978) ausgehen
und diese mit experimentell beob-
achteten Sekundarstrukturen aus der
Brookhaven Protein Data Bank ko-
reHieren.
Der kritische Schritt vor dem ei-

gentlichen Pseudoreceptor Modeling
ist die Identifikation der bioaktiven
Konformation der einzelnen Ligand-
molekiile (des Trainingssatzes). Die
Konstruktion eines Pseudorezeptors
urn einen "inaktiven" Ligandensatz
fuhrt zwangslaufig zu einem fal-
schen RezeptormodelI. Im allgemei-
nen gibt die Vektorcluster-Analyse
Hinweise auf das Vorliegen inaktiver
Konformere innerhalb des Pharma-
kophors. Derzeit ist aber noch nicht
moglich, diese wahrend des Map-
ping-Prozesses zu modifizieren oder
auszutauschen. Andererseits kann
(vom Programm-Algorithmus her)
ein Ligandmolekiil mit mehreren
Konformationen im Trainingssatz
eingeschlossen werden, sollte seine
bioaktive Konformation unbekannt
oder nicht eindeutig bestimmbar
sein.
Kiirzlich wurden einige Algorith-

men fur konformationell flexibles
Suchen (englisch: conformationally
flexible searching) publiziert (vgl.
z.B. Clark et al., 1993). Es ist daher
vorgesehen, einen solchen Algorith-
mus fur Yak so zu modifizieren, urn
"konformationell flexibles Mapping"
zu erlauben, d.h. fiir jeden Liganden
eine Anzahl moglicher Konformere
einzulesen, welche dann wahrend
des Mapping-Prozesses selektiv aus-
geschieden werden konnen. Eine sol-
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che Erweiterung des Programms
soUte die Abhangigkeit der Qualitat
des Rezeptormodelles yon der Kon-
formation der Liganden innerhalb
des Trainingssatzes reduzieren, da es
moglich wird, inaktive Konformere
wahrend des Mapping-Prozesses zu
modifizieren.

4. Signifikanz

Die Bedeutung des Pseudo receptor
Modeling besteht darin, daB es Re-
ceptor Fitting und Receptor Map-
ping verbindet, die Moglichkeiten
des letzeren aber deutlich erweitert.
Im Gegensatz zum Receptor Map-
ping generiert Pseudoreceptor Mo-
deling ein explizites, dreidimensio-
nales Modell des Wirkstoff-Rezep-
tor-Komplexes, das dazu verwendet
werden kann, wichtige Wirkstoff-
Rezeptor-Wechselwirkungen zu er-
kennen, die molekulare Dynamik zu
simulieren und die Bindungsstarke
der Ligandmolekule innerhalb des
Trainingssatzes qualitativ vorauszu-
sagen. Stellt dieser eine .reprasenta-
tive Auswahl" dar, so kann der
Pseudorezeptor dazu verwendet wer-
den, die Starke von Wirkstoffen au-
Berhalb des Trainingssatzes voraus-
zusagen (drug design).
Die Bedeutung des Pseudorecep-

tor Modeling fur die Reduktion und
den Ersatz yon Tierversuchen be-
steht darin, daB die Methode einge-
setzt werden kann, wenn keine oder
nur wenig Information iiber den bio-
logischen Rezeptor zur Verfiigung
steht - einer Situation, in welcher
bisher fast ausschlieBlich Tierversu-
che (in einem trial-and-error- Ver-
fahren) zielfiihrend waren. Pseudo-
receptor Modeling erlaubt es erst-
mals, potentielle Wirkstoffe eines an
sich unbekannten Rezeptors ex vivo
zu screenen.
Im Gegensatz zu Receptor Fitting

laBt sich mit Pseudoreceptor Mode-
ling auch Information uber Neben-
wirkungen einer Wirkstoffklasse er-
halten; entsprechende Substanzen
konnen im anschlieBenden drug de-
sign selektiv ausgeschlossen wer-
den.
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