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COMPUTER ASSISTED MOLECULAR MODELLING

Angelo Vedani
Laboratorium fur Organische Chemie
ETH Zirich

EINLEITUNG

Computer Assisted Molecular Modelling (CAMM), versucht mit
Computerunterstiittzung ein kleines Molekiil (Pharmakophor) zu fin-
den, welches die elektronischen und stereochemischen Voraus-
setzungen erfillt, um in optimaler Weise an die Rezeptorstelle ei-
nes Makromolekiils (z.B.Protein) zu binden. Mit Molecular Mechanics
Methoden (Kraftfeld-Rechnungen) l&sst sich die innere Energie ei-
nes Pharmakophor-Rezeptor-Komplexes als Funktion seiner Konfor-
mation berechnen. Durch Simulation molekularer Bewegungen wie
Translation, Rotation oder Drehung von Molekiilfragmenten um
Einfachbindungen lisst sich eine Konformation minimaler innerer
Energie finden, aus der die Bindungsstdrke des kleinen Molekiils an
den Rezeptor abgeschiatzt werden kann. Dadurch kann CADD/CAMM
Tierexperimente des Drug Screening Prozesses (der versuchstier-
intensiven groben Abklirung der pharmakologischen Wirkung einer
Serie verwandter Substanzen) ersetzen.

Unbedingte Voraussetzung fiir CADD/CAMM ist die exakte Kenntnis
der 3-dimensionalen Struktur der Rezeptorstelle, welche aus-
schliesslich durch Réntgenbeugungs-Experimente an einkristallinen
Proben bestimmbar ist.

Ein wichtiges Anwendungsgebiet fiir CADD/CAMM sind Wechselwirkungen
von Enzymen mit kleinen Molekiilen (Substrate, Inhibitoren), weil
im letzten Jahrzehnt Kristallstrukturbestimmungen an Proteinen
sprunghaft angestiegen sind. 1959/60 wurde erstmals die
Kristallstruktur eines Proteins bestimmt: Fuir ihre bahnbrechenden
Arbeiten am Haemoglobin/Myoglobin erhielten Max Perutz und John
Kendrew im Jahre 1962 den Nobelpreis fir Chemie zugesprochen. Heu-
te, 1984, sind bei der Brookhaven Protein Data Bank die
vollstiandigen raumlichen Koordinaten von 235 Proteinen hinterlegt
[1] : Als Beispiele seien Carboanhydrase, Carboxipeptidase,
Chymotrypsin, Cytochrom C, versch. DNA, Elastase, Ferrodoxin,
Hamoglobin, Immunoglobin, Lysozyme, Myoglobin, Papain, Pepsin,
Ribonuklease, Subtilisin, Transfer RNA und Trypsin genannt.

Zur Bestimmung der Bindungsstdrke eines Pharmakophors mittels CAMM
muss dieses nicht erst synthetisiert und im Tier- oder Zellversuch
getestet werden; es geniigt vielmehr eine Computergenerierung sowie
die optische Darstellung auf geeigneten Bildtragern. Die
strukturelle Information zum Aufbau des Pharmakophors wird aus dem
"Cambridge Cystallographic Data File" (CCDF) bezogen, wo zur Zeit
die raumlichen Koordinaten von iber 41'000 organischen Molekiilen
gespeichert sind [2]. Mit Hilfe des CCDF lasst sich die molekulare
Geometrie eines beliebigen Molekils leicht aus entsprechenden
Fragmenten aufbauen.
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Die Hemmung des menschlichen Enzyms Carboanhydrase durch
Sulfonamide [3-8] ist ein geeignetes biologisches System, um die
Effizienz von CADD/CAMM zu priifen, weil die aus den Molecular
Mechanics Rechnungen erhaltenen Bindungs- Energien an den
experimentell exakt bestimmten Bindungsstdrken von uber 30

Sulfonamid - Carboanhydrase Komplexen [9-11] geeicht werden kon-
nen.

Carboanhydrase, ein monomeres zinkhaltiges Enzym, besteht aus 260
Aminosauren und katalysiert die reversible Hydratation von CO; zu
HCO3~. Das Enzym kommt in den roten Blutkérperchen von Sdugern in
grosseren Mengen vor (Mensch : 1-2 g / Liter Blut). Menschliche
Erythrocyten enthalten zwei wesentliche Formen des Enzyms: Die B-
Form (HCAB), welche zu 84% vorkommt, ist weniger aktiv (durch Cl1~
Ionen gehemmt) als die C-Form  (HCAC, 12%) [12]. Die
Kristallstrukturen der menschlichen Carboanhydrase B und C wurden
von K.K.Kannan und Mitarbeitern in Uppsala, Schweden, bestimmt
[3,12,13]. Die beiden Iscenzyme unterscheiden sich durch 49
Aminosauren (von 259); in der aktiven Stelle durch 10 (von 50),
wovon 5 von entscheidender Bedeutung fir die unterschiedliche
Affinitat von Sulfonamid-Inhibitoren gegeniiber HCAB und HCAC sind.

Aromatische und heterozyklische Sulfonamide sind spezifische
Inhibitoren der Carboanhydrase, was auf der 3- dimensionalen
Strukturanalogie der Sulfonamid-Gruppe und dem natirlichen
Substrat HCO3~ beruht. Die Hemmung der Carboanhydrase durch
Sulfonamide findet medizinische Anwendung in der Behandlung des
Glaucoms, der Epilepsie und zur Vorbeugung akuter Hohenkrankheit.

METHODIK

Das Andocken des Pharmakophors an die Rezeptorstelle wird generell
in zwei Schritten ausgefihrt:

1) Visuelle Vororientierung der Substrat-Molekel
in der Rezeptor-Kavitat mittels 3D - Echtzeit
Computer Graphik

2) Mathematische Optimierung der Konformation

des Protein - Substrat Komplexes mittels

Molecular Mechanics Rechnungen
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Computer Graphics Methoden erlauben es, ein komplexes Molekiil in
dreidimensionaler Stereoprojektion auf einem Bildschirm (Raster
oder Vektor) abzubilden und es in Echtzeit (d.h. "keine" Zeit
verstreicht zwischen Befehlseingabe und Resultatausgabe) um alle
drei méglichen Achsen zu rotieren, sowie den Bildausschnitt zu
verandern. Fir das anzudockende kleine Molekiil eines Pharmakophor-
Rezeptor-Komplexes kommen noch die Freiheitsgrade der Translation
(Bewegung entlang dreier orthogonaler Richtungen sowie deren
Kombinationen), der Rotation (Drehen des Molekils um ein
beliebiges Zentrum beziiglich der drei orthogonalen Achsen) sowie
der Anderung von Torsionswinkeln (Konformationsanderung durch dre-
hen von Molekiilfragmenten um Einfachbindungen) hinzu.

Zur optischen Darstellung auf einem Bildschirm stehen folgende
Varianten zur Verfiigung : ein einfaches Stdbchenmodell, (optimal
zum visuellen Andocken des Pharmakophors weil es eine fast
unbegrenzte Sicht in die Tiefe erlaubt), ein Stdbchen-Kugel Modell
(die Atome werden als Kugeln, die Bindungen als sie verbindende
Stabchen dargestellt), verschiedene raumfiillende Modelle, (z.B.
die Van-der-Waals Oberfldche). Im weiteren erlauben Computer
Graphics Methoden durch Farbcodierung elektrostatische Effekte,
Losungsmittelzugdnglichkeit und Saure-Base Verhalten darzustellen,
sowie hydrophobe und hydrophile Regionen zu unterscheiden.

Molecular Mechanics Rechnungen

Molecular Mechanics Methoden erlauben durch Simulation molekularer
Bewegungen das Auffinden der Konformation minimaler Energie eines
Pharmakophor-Rezeptor-Komplexes, welche dem Bindungszustand des
Pharmakophors an den Rezeptor entspricht. Dazu muss die
Gesamtenergie als Funktion der jeweiligen Konformation berechnet
werden.

Zur Berechnung der Energie wird zwischen gebundenen Wechsel-
wirkungen (1-2 Typ : Bindungen, 1-3 Typ : Bindungswinkel und 1-4
Typ : Torsionswinkel) und nicht-gebundenen Wechselwirkungen (alle
tbrigen) unterschieden. Die Energie gebundener Wechselwirkungen
wird durch harmonische Potentialfunktionen (1-2, 1-3) sowie durch
periodische Funktionen fiir die Torsionswinkel (1-4) berechnet:




Ej-2 = kp ¢ (r - ro)2 r : aktueller Bindungsabstand
ro: optimaler Bindungsabstand

Ej-3 = kg * (8 - 80)2 © : aktueller Bindungswinkel
6,: optimaler Bindungswinkel
Ej-4 = 0.5 ¢ k o [1 + cos (new~- {")]

© : aktueller Torsionswinkel
n : Periodizitdt der Funktion
{ : Phasenverschiebung

Die fiir die Pharmakophor-Rezeptor-Affinitat oft entscheidenden
nicht-gebundenen Wechselwirkungen werden durch drei Potential-
funktion-Typen reprasentiert: Eg] fir die elektrostatische
Wechselwirkung (Coulomb- Term), Eygy fiur die Wechselwirkung der
Elektronenhilllen (Van-der-Waals Term) und Eyg fir Erfassung von

wasserstoffbriicken.
Q; Q;
o = X Aﬂfof(r)rij
. A; o
Bvaw = 2 T2 5
ij i
A ¢ g -
-y — 2/ 2/() 2
Eypor & ( ,m ;N ) £os (Ox~H~~Y) egs (“\H~---Y—YA+(P> cos <WH~-V—YA—YB*‘*))

Tabelle 1 : Potentialfunktionen fir die nicht-gebundenen
Wechselwirkungen

Das elektrostatische Potential (Coulomb) zwischen zwei Atomen i
und j beriicksichtigt neben den Partialladungen Qj, Qj und dem Ab-
stand rj4 auch die Permeabilitat des umgebenden Mediums. Zur
Korrektur von Polarisationseffekten (Abschwachung der
elektrostatischen Wechselwirkung durch zwischen den Atomen i und j
liegenden Teilen des Pharmakophor-Rezeptor-Komplexes oder Solvat-
Molekiilen) kann eine distanzabhangige Dielektrizitatskonstante
gewdahlt werden.

Der Van-der-Waals Term wird insbesondere bei zu kleinen Abstanden
ri; dominant (abstossender A/r712 Term); das energetische Minimum
der Funktion liegt bei der Summe der VdW-Radien der Atome i und j.
Die Konstanten A und C dieses sog. "Lennard-Jones" Potentials wer-
den aus den Atompolarisierbarkeiten, der Anzahl Aussenelektronen
und den Van-der-Waals Radien der Atome i und j berechnet [14].
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Die komplexe Potentialfunktion zur Beschreibung eines Wasserstoff-
brickensystems (Donor X, Wasserstoff H, Akzeptor Y, mit dem
Akzeptor verbundene Atome YA, YB) bericksichtigt die  HeeeY
Distanz, die Winkel X-HeeeY und HeeesY-YA, sowie die relative Lage
des H bezuglich einer Ebene am Akzeptor (Carbonylebene, Ringebene
etc.). Die dabei optimierten Geometrien hangen vom Akzeptortyp ab
und wurden durch statistische Untersuchungen an entsprechenden
Strukturen aus dem CCDF ermittelt [15,16]:

Akzeptor Winkel X-HeeeY Winkel HeeeY-YA  Tors HeeeY-YA-YB
Carbonyl : O 180° 0/180°
Carboxyl : O 180° 0/180°
H30,R-OH : O 180° -120/120°
5-Ring N : N 180° 0/180°
6-Ring N : N 180° 0/180°
Imino-N : N 180° 0/180°
R-SONHy : O 180° keine Abhangigkeit
Diese explizite Wasserstoffbricken-Potentialfunktion wurde

erstmals im Molecular Mechanics Programm 'YETI' implementiert,
welches 1984 an der ETH entwickelt worden ist [17]. 'YETI' wurde
fur schnelles Andocken eines Pharmakophors an eine erweiterte
aktive Stelle konzipiert und ist gegenwartig fir 400 Atome
dimensioniert. 'YETI' sucht die Konformation minimaler Energie
durch Variation der Torsionswinkel aller Aminosduren-Seitenketten
des Proteins sowie durch globale Translation, globale Rotation und
Variation aller freien Torsionswinkel des Pharmakophors, den
Solvatmolekiillen und den Ionen. 'YETI' ist in FORTRAN 77 geschrie-
ben, enthalt ca. 4000 Zeilen an Code und benétigt 0.2 Mbyte
Speicherplatz fir die kompilierten Maschinenbefehle.

Die Gesamt-Energie des Rezeptor-Pharmakophor-Komplexes errechnet
sich aus der Summe aller dieser Teilenergien (bei einem Protein
mit 3000 Atomen Uber 4.5 Mio Terme !). 2Zur Einsparung von
Rechenzeit wird die Berechnung der Teilenergien bei einer
bestimmten Entfernung rcyp der Atome i und j abgebrochen, da sie
jenseits davon kaum mehr zur Energie beitragen. Diese sog. "cutoff
distances" liegen bei ca. 15.0 A fiir elektrostatische
Wechselwirkungen (falls keine Metallionen auftreten bei ca. 10 A),
fir Van-der-Waals Wechselwirkungen bei ca. 10 A und far
Wasserstoffbriicken bei ca. 6 A. Damit beim Durchlaufen dieser
kinstlichen Grenze keine Energieschwankungen auftreten, wird sie
als 1 bis 2 A breites Band gestaltet, innerhalb dem die Energie
sigmoidal abnimmt [18].
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Zum Andocken des kleinen Molekiils an den Rezeptor (nur bei gut
bestimmter oder vorverfeinerter Rezeptorstruktur sinnvoll) missen
die partiellen Ableitungen jedes Freiheitsgrades (Translation und
Rotation des kleinen Molekiiles sowie alle Torsionswinkel von
Rezeptor und kleinem Molekil) beziglich der Energie berechnet wer-
den. Anschliessend werden die durch quadratische Interpolation
optimierten Bewegunqen dem negativen Energiegradienten ("steepest
descent minimizer" : &§x; = - kg ¢ 29xj/ 2E) entlang ausgefihrt.
Diese Prozedur wiederholt sich bis zur gewilinschten Konvergenz,
iblicherweise 0.001 kcal/Mol fur etwa 3000 Atomen.

Ein wichtiger Bestandteil von Molecular Mechanics Rechnungen ist
die Uberprifung der gefundenen 'optimalen' Konformationen an
vergleichbaren Fragmenten aus Kristallstrukturen. Dazu bietet sich
das CCDF mit seinen 41'000 Strukturen in geradezu idealer Weise
an.

RESULTATE

In dieser Arbeit werden die detaillierten Bindungsverhdltnisse in
Komplexen von HCAC mit dem natiirlichen Substrat HCO3~ und mit drei
Sulfoanmid-Inhibitoren diskutiert: Acetazolamid (2-Acetamido-
1,3,4-Thiadiazol-5-Sulfonamid), Metazolamid (2-Acetimido-3-Methyl-
1,3,4-Thiadiazol~-5~-Sulfonamid) und 2-Nitro-Thiophen-5-Sulfonamid.

R~ -SO,NH,
N—N N—N/
JL >\N/H /4 \N /@ 0
R s R e R s N
o
0/\ 0/\
ACETAZOLAMID METAZOLAMID NITRO-THIOPHEN -SA

Tabelle 2 : Heterozyklische Sulfonamid-Inhibitoren
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Die Koordinaten der freien Carboanhydrase C wurden aus der
"Brookhaven Protein Data Bank" bezogen. Die rdumlichen Geometrien
der kleinen Molekiile wurden dem CCDF entnommen (HCO3™,
Acetazolamid) oder aus im CCDF enthaltenen Molekiilfragmenten
aufgebaut (Metazolamid, Nitro-Thiophen-Sulfonamid). Das freie
Enzym wurde unter Verwendung des Molecular Mechanics Programm-Sys-
tems 'AMBER'[19] auf einer VAX 11/780 des Physics Dept. der Texas
AsM University bis zu einer Konvergenz von 0.010 kcal/Mol fir
2522 Atome relaxiert. Das visuelle Andocken der kleinen Molekiile
in der Rezeptor-Kavitat wurde unter Verwendung des Programms 'FIT'
[20] auf einem VECTOR GENERAL VG-3 Bildverarbeitungssystem ausge-
fihrt (siehe [21]). Die Verfeinerung der HCAC/Inhibitor Komplexe
wurde mit dem Molecular Mechanics Programm 'YETI' auf einer DEC-10
Rechenanlage der ETH bis zu einer Konvergenz von 0.005 kcal/Mol
fur ca. 350 Atome einer erweiterten aktiven Stelle ausgefihrt.

Freie Carboanhydrase C (HCAC)

Die aktive Stelle der Carboanhydrase wird durch eine konische Ver-
tiefung von 12 A gebildet. Das katalytisch essentielle 2zn%%' Ion
befindet sich an deren Spitze und ist von drei Histidin
Stickstoffatomen sowie von einem Sauerstoffatom einer
Wassermolekel (bei hoheren pH - Werten von einem OH™ Ion) nahezu
tetraedrisch koodiniert.

Wir haben das freie Enzym HCAC mit einem Hp0-Molekil als 4.
Liganden am 2Zn“* verfeinert. Die Koordination am zn2* ergab ein
leicht verzerrtes Tetraeder mit ZneeeN Abstinden von 1.95 A, 2.00
A und 2.04 A, sowie einem ZneeeO Abstand von 1.89 A. Das Hy0-
Molekiil ist iiber eine Wasserstoff-Briicke an die Hydroxyl-Gruppe
von Thr 199 gebunden (dpeesg = 2.75 A, Winkel O-Heee0 = 171°, Win-
kel Heee0-C = 79°, Torsions- winkel HeeeO-C-H = 121°), Abbildung 1
zeigt eine stereographische Ansicht der verfeinerten aktiven Stel-
le von HCAC.
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DATA NATIVE HUMAN CARBONIC ANHYORASE C (£--219.660 KCAL/MOLI

Abbildung 1 : Stereographische Projektion der verfeinerten aktiven
Stelle von HCAC mit Hp0 als 4. Liganden (Zum drei-
dimensionalen Sehen muss die Abbildung aus 30-50 cm
Enfernung so betrachtet werden, dass die linke Bild-
halfte nur vom linken Auge, die rechte nur vom rech-
ten gesehen wird).

HCAC - HCO3~ Komplex

Wir haben das natiirliche Substrat in einer Orientierung
verfelnert, wo die OH-Gruppe von HCO3~ die 4. Koordinationsstelle
am Zn besetzt und (analog dem Hy0-Molekiil im freien Enzym) iiber
eine H-Briicke an die Hydroxyl-Gruppe von Thr 199 gebunden ist.

Durch dxe Koordination eines weiteren Sauerstoffatoms von HCO3~ an
das zn®*-Ion wird dieses von 5 Liganden verzerrt trigonal-
bipyramidal umgeben: dzneeeoy = 1.95 &, dzneesg = 1.95 A. Die
Wasserstoffbriicke zu Thr 199 ist etwas schwacher als beim HpO-
Molekiil im freien Enzym : (dgeeep = 2.67 A, Winkel O-Heee0Q = 146°,
Winkel Heee0-C = 82°, Torsionswinkel HeeeO-C-H = -122°). Diese
Verfeinerung ist in Abbildung 2 gezeigt.
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| DATA HCAC + HCO3- (E--250.544 KCAL/MOL)

Abbildung 2 : Stereoprojektion der verfeinerten aktiven Stelle von
HCAC mit HCO3~ als Substrat-Molekel.

Acetazolamid

Die Orientierung von Acetazolamid in der Rezeptorkavitadt von HCAC
wurde von Kannan et al. mit rontgenographischen Methoden
untersucht [22]. Die Differenz-Elektronendichte-Karte 18ste die
Positionen der beiden S-Atome des Molekiils deutlich auf, welche
als Startposition fir unsere Berechnungen gewahlt wurde.

Vor der Verfeinerung mit Molecular Mechanics Methoden haben wir
unter Verwendung des CCDF die drei moglichen Orientierungen der
Sulfonamid-Gruppe (durch Rotation um die Cgjpg-S-Bindung)
analysiert: 19 Kristallstrukturen von Sulfonamiden (mit R < 0.08)
sind im CCDF gespeichert. Alle 19 sind beziiglich des R-SOyNHy-
Stickstoffatomes wasserstoffbriickenverknipft, 14 davon zeigen
zusatzlich eine H-Briicke an ein R-SOpNH-Sauerstoffatom, wahrend
bei 6 Strukturen alle drei Heteroatome der Sulfonamidgruppe
wasserstoffbrickenverknipft sind. Die Orientierung von
Acetazolamid in der aktiven Stelle von HCAC mit dem Stickstoffatom
und einem Sauerstoffatom ans 2n?* koordinierend und einer
Wasserstoff-Bricke vom Sulfonamid-Stickstoffatom zur OH-Gruppe von
Thr 199, wie sie urspriinglich von Kannan vorgeschlagen wurde [22],
ist daher in guter Ubereinstimmung mit der Stereochemie von
Sulfonamidgruppen aus Kristallstrukturbestimmungen an kleinen
Molekiilen.
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Unseren Verfeinerungen entsprechend bindet Acetazolamid in der
folgenden Weise an HCAC:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Der Sulfonamid-Stickstoff der Sulfonamid-Gruppe bindet an
die 4. Koordinationsstelle des zn®* (d = 2.14 A) und
verdrangt dabei das Wassermolekill, welches im freien Enzym
ans Metall gebunden ist. Wie dieses Wassermolekiil bildet
der Sulfonamid-Stickstoff eine Wasserstoffbriicke zur
Hydroxyl-Gruppe von Thr 199. (dyeeeg = 2.89 A, Winkel O0-
HeeeO = 167°, Winkel Hees0-C = 86°, Torsionswinkel Heee0-C-
H = 127°9)

Ein Sauerstoffatom der Sulfonamid-Gruppe bindet an eine et-
was schwachere 5. Koordinationsstelle des Metalls (d = 2.93
A).

Das zweite Sauerstoffatom der Sulfonamid-Gruppe ist uber
eine schwache Wasserstoffbriicke an den Amid-Stickstoff wvon
Thr 199 gebunden (dgeesy = 3.40 A, Winkel N-HeeeO = 164°,
Winkel Heee(Q-S = 132°).

Der Thiadiazolring ist im hydrophoben Bereich der Rezeptor-
Kavitat eingebettet und weist einen Kontakt zur iso-Propyl-
Gruppe von Val 121 (d = 3.45 A).

Ein koordiniertes HgO-Molekil verbriickt das Thiadiazol-4-
Atom mit der Carbonyl-Gruppe von Thr 200 (dyeeeg = 2.80 A4,
Winkel O-HeeeN = 173°, Winkel HeeeN-C = 101°, Torsions-
winkel HeeeN-C-N = 146°, bzw. (dgeeeo = 2.72 A, Winkel O-
HeeeO = 164°, Winkel HeeeO-C = 125°, Torsionswinkel Heee0-
€= =109)

Die Acetamido-Seitenkette ist fast koplanar mit dem
Thiadiazol-Ring (13.5°), was zu einer sehr kurzen
intramolekularen Seee0 Wechselwirkung fithrt (d = 2.78 4, in
der Kristallstruktur von molekularem Acetazolamid wurde ein
entsprechender Abstand von 2.75 A gefunden [23]). Die
Seitenkette geht keine signifikanten Wechselwirkungen mit
der Seitenkette von Gln 92 ein, weil das Amid-Proton nahezu
senkrecht zur Carbonyl-Ebene der Inhibitor-Seitenkette
(einer ungiinstigen Lage fiir eine H-Briicke) steht.

Die verfeinerte Konformation des HCAC-Acetazolamid-Komplexes ist
in Abb. 3 dargestellt. Das koordinierte Wassermolekiil, welches die

26 mal

starkere Bindungskonstante von Acetazolamid gegeniiber dem

Thiazol-Analoga (kein N-Atom in der Ring-4-Position) erkldren
kann, passt gut in einen Hohlraum zwischen dem Inhibitor und der
Enzym-Hauptkette von Thr 199 bis Pro 201 (vgl. Abb. 4).
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DATA HCAC +

DIA (E--256.811 KCAL/MOL |
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Abbildung 3 : Stereoprojektion der verfeinerten aktiven Stelle von

HCAC mit Acetazolamid als Inhibitor-Molekel.
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Abbildung 4 : Van-der-Waals Oberflache der verfeinerten aktiven
Stelle wvon HCAC mit Acetazolamid als Inhibitor-
Molekel. Das Koordinierte HyO-Molekil ist durch einen
Pfeil gekennzeichnet.

Metazolamid

Unsere Berechnungen deuten an, dass Metazolamid und Acetazolamid
nahezu exakt an dieselbe Stelle im Enzym binden. Wie schon fir
Acetazolamid gefunden, verbriickt ein koordiniertes HpO-Molekil das
Thiadiazol-4-Stickstoffatom mit der Carbonyl-Gruppe von Thr 200
(ANeesg = 2.77 A, Winkel O-HeesN = 167°, Winkel HeeeN-C = 101°,
Torsionswinkel HeeeN- C-N = 139°, bzw. dgeeso = 2.71 A, Winkel O-
HeeeO = 162°, Winkel Heee0-C = 126°, Torsionswinkel HeeeO- C- C =
- 11°). Metazolamid bindet etwas starker ans 2ink (dzpeeey = 2.12
A, dzneeeg = 2.91 A) als Acetazolamid. Die Acetimido-Seitenkette
ist fast koplanar mit dem Thiadiazolring (13.9°), was zu einer
sehr starken intramolekularen Seee0 Wechselwirkung von 2.59 A
fihrt. Die verfeinerte Konformation ist in Abb. 5 gezeigt.
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DATA HCAC « MTZ (E=-258.377 KCAL/MOL

Abbildung 5 : Stereoprojektion der verfeinerten aktiven Stelle von
HCAC mit Metazolamid als Inhibitor-Molekel.

Nitro-Thiophen-Sulfonamid (NTS)

Nitro-Thiophen-Sulfonamid bindet als Folge der Abwesenheit einer
koordinierten Wassermolekel im  HCAC-NTS Komplex in leicht

verschiedener Orientierung an die Rezeptor-Kavitat. Die
Sulfonamid-Gruppe bindet in analoger Weise ans zn®*, wie es fir
Acetazolamid und Metazolamid gefunden wurde (dzpneeey = 2.11 A,
dzneeeg= 2.89 A). Die H-Briicke vom zweiten Sulfonamid-

Sauerstoffatom zu Thr 199 ist jedoch deutlich stdrker als bei den
anderen beiden Inhibitoren. (dpeeeN = 2.92 A, Winkel N-HseeQ =
173°, Winkel Heee0-S = 150°). Die Nitro-Gruppe ist koplanar mit
dem Thiophen-Ring (5.5°), der in hydrophobem Kontakt mit Leu 198
steht. Dies ist in Abb. 6 illustriert.
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DATA HCAC » NTH (E=-259.963 KCAL/NOL)

Abbildung 6 : Stereoprojektion der verfeinerten aktiven Stelle von
HCAC mit Nitro-Thiophen-Sulfonamid als Inhibitor-
Molekel.

Energien

Die aus den Kraftfeldrechnungen erhaltenen relativen inneren
Bindungsenergien der HCAC-Sulfonamid Komplexe

AL Eint,g) = AEjnt,g(Inh A) - AEjpt,g(Inh B)
wobei

AEjnt,g(Inhi) = Ejpt,g([HCAC-Inh;]) - Ejpt,qg(HCAC) - Ejpt,g(Inhy)

sind in semiquantitativer {bereinstimmung mit den experimentell
bestimmten A(AGaqg):
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Acetazolamid Metazolamid Nitro-Thiophen-SA
[HCAC-Inh(i)] -256.811 -258.377 -259.969 kcal/Mol
freie HCAC -219.660 -219.660 ~219.660 kcal/Mol
Inh(i) - 8.828 - 9.185 - 9.763 kcal/Mol
AEjine, g - 28.323 - 29.532 - 30.546 kcal/Mol
Inhibitor Paar A(ADEjpt,q) A(AGyg)
Acetazolamid - Metazolamid -1.209 -0.19 kcal/Mol
Acetazolamid - NTS =2 223 -0.70 kcal/Mol
Metazolamid - NTS -1.014 -0.52 kcal/Mol

Tabelle 3 : Aus Molecular Mechanics Rechnungen berechnete innere
Bindungsenergien fiur drei HCAC-Sulfonamid Komplexe.

Die Grenze zur Klassifizierung von verschiedenen Pharmakophoren
aufgrund ihrer unterschiedlichen inneren Bindungsenergie dirfte
bei etwa 1 bis 2 kcal/Mol liegen, was zeigt, dass die Potenz wvon
CADD/CAMM in der sicheren Einteilung der untersuchten Molekile in
drei Klassen (schlecht oder kaum an den Rezeptor bindend -
mittlere Affinitat - gute bis sehr gute Bindung) liegt. Da fur die
Zulassung eines Medikamentes Prifung auf Nebeneffekte,
Vertraglichkeit, sowie optimale Dosierung unumganglich sind, ist
diese Klassifizierung in der ersten Abklarungsstufe voll
ausreichend. Doch gerade der frithzeitige Ausschluss unwirksamer
Spezies ermdglicht es, unnétige Tierversuche in grosserer Zahl
einzusparen.
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