Think Combinatorial

Computergestiitztes Wirkstoffdesign mit chemischen Fragmentraumen

Screening — das systematische Durchmustern groBer
Molekiilmengen - ist in verschiedenen Auspragungsfor-
men die Standardtechnologie zur Suche nach neuen bio-
aktiven Verbindungen in der pharmazeutischen Forschung.
Eine Alternative zum Screening groBer Molekiilbibliothe-
ken stellen fragmentbasierte Ansétze dar: Zunachst wer-
den kleine, bioaktive Molekiilfragmente gesucht, die dann
durch Kombination mit weiteren Fragmenten zu potenten

kann. Mit einem Computer, bestehend
aus 10.000 aktuellen Prozessoren und
einem virtuellen Screening-Verfahren,
das nur einen einzigen CPU-Zyklus pro
Molekiil verwenden wiirde, konnten pro
Jahr lediglich ca. 102° Molekiile betrach-
tet werden. Da héufig schon kleine Ver-

Inhibitoren ausgebaut werden.

Sowohl beim experimentellen Screening
(High-Throughput Screening) als auch
beim  computergestiitzten  virtuellen
Screening wurden im letzten Jahrzehnt
beachtliche Fortschritte bzgl. der Genau-
igkeit und des Durchsatzes erzielt.

Es stellt sich aber zunehmend die
Frage, wie viele verschiedene Molekiile
betrachtet werden miissen, um mit die-
ser Strategie erfolgreich zu sein: Im Ver-
héltnis zum chemischen Raum mit 10°0-
1019 Verbindungen ist es jedenfalls
zweifelhaft, ob eine Auswahl von 107
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oder sogar 10'° Molekiilen ausreichend
ist.

Der fiir die pharmazeutische For-
schung relevante chemische Raum, also
die Menge kleiner wirkstoffihnlicher or-
ganischer Verbindungen, umfasst 100
bzw. 10'% unterschiedliche Molekiile, so
zwei Schitzungen aus den vergangenen
Jahren [1]. Egal ob es nun 109, 10100
oder nur 10% sind, es ist offensichtlich,
dass ein Raum dieser Grofe niemals mit
Screeningverfahren, weder experimen-
tell noch virtuell, erschlossen werden

dnderungen in Molekiilen groBen Ein-
fluss auf die Bioaktivitit haben, ist das
Konzept, moglichst diverse Molekiile
auszuwdhlen, nur von begrenztem Nut-
zen. Lediglich die Tatsache, dass es im
chemischen Raum wahrscheinlich auch
sehr viele bioaktive Verbindungen fiir ein
Zielprotein gibt, erdffnet Screening-Ver-
fahren eine Erfolgschance.

Eine alternative Herangehensweise
zum Screening ist die fragmentbasierte
Wirkstoffsuche [2]. Experimentell ldsst
sich mit NMR- und rontgenkristallogra-
phischen Verfahren die Bindung kleiner
Molekiile oder Molekiilfragmente nach-
weisen. Auf der Basis so gefundener ak-
tiver Fragmente konnen dann durch Er-
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Abb. 1: Chemischer Fragmentraum

Abb. 2: Fragview: Navigation durch chemische Fragmentraume

Schematische Darstellung eines chemischen Fragmentraums. Auf dem
auBeren Kreis sind 12 verschiedene Link-Typen L;-L;, mit ihrem charakteris-
tischen Fragment dargestellt, R steht fiir den Rest eines Molekiilfragments.
Die griinen Linien verbinden zueinander kompatible Link-Typen. So lassen
sich z.B. Fragmente mit Link-Typen L, und L,, unter Bildung eines Sulfona-
mids miteinander verkniipfen.

FragView ermaglicht die Darstellung von und Navigation durch chemische
Fragmentrdaume. Links ist eine Menge von Fragmenten dargestellt, die tiber
chemische Kriterien ausgewahlt werden konnen. Eine detaillierte Auflistung
von Fragmenten und ihren chemischen Eigenschaften ist mit einem
Spreadsheet mdglich (unten rechts). FragView ermdéglicht die gezielte
Konstruktion von Molekiilen des Fragmentraums (oben rechts).

BlOforum 10/2005, S. 56-59, GIT Verlag GmbH & Co. KG, Darmstadt, www.gitverlag.com, www.pro-4-pro.com




weiterung und Modifikation Molekiile mit
hoher Bindungsaffinitit konstruiert wer-
den. In Bezug auf computerbasiertes
Wirkstoffdesign stellt sich die Frage, wie
ein chemischer Fragmentraum, also die
Menge alle Molekiile, die mit einer vor-
gegebenen Menge von Fragmenten und
entsprechenden Regeln zur Verkniipfung
von Fragmenten gebildet werden kon-
nen, verarbeitet werden kann. Ein sol-
cher Fragmentraum deckt im Vergleich
zu einer Screening-Bibliothek einen er-
heblich groferen Teil des chemischen
Raums ab und bietet somit neue Mdog-
lichkeiten fiir die Suche nach Leitstruk-
turen. Eine Aufzdhlung aller Molekiile in
einem chemischen Fragmentraum ver-
bietet die Komplexitét; zur effektiven Su-
che in Fragmentrdumen sind daher kom-
binatorische Ansétze gefordert.

Das Management chemischer
Fragmentrdaume

In 1998 entwickelten Lewell et al. das
RECAP-Verfahren zur Identifikation von
niitzlichen Molekiilfragmenten [3]. Ba-
sierend auf einem einfachen Regelsatz
werden Molekiile in Fragmente zerlegt.
Mit dem gleichen Regelsatz lassen sich
die Fragmente wiederum in sinnvoller
Weise zu Molekiilen kombinieren. Mit
dem RECAP-Verfahren lassen sich che-
mische Fragmentriume mit zwei we-
sentlichen Eigenschaften erzeugen: Zum
einen sind Molekiile aus einem solchen
Raum mit hoher Wahrscheinlichkeit syn-
thetisch zugénglich, zum anderen sind
Molekiile nur aus fiir den Anwendungs-
bereich typischen Fragmenten zusam-
mengesetzt. So enthélt z. B. ein Fragmen-
traum keine Fragmente, die fiir ihre
Toxizitdt bekannt sind, wenn der Raum
durch das Zerlegen von bekannten Wirk-
stoffen entstanden ist. Fragmentrdume,
die durch RECAP entstehen, konnen viele
Zehntausende von Fragmenten enthal-
ten und konnen problemlos einen Raum
mit 1020 und mehr Molekiilen aufspan-
nen. Abbildung 1 zeigt beispielhaft ein
Regelwerk fiir einen chemischen Frag-
mentraum. Fiir das Management solcher
Fragmentrdume sind effiziente Werk-
zeuge notwendig, die Visualisierung,
Auswahl und Verkniipfung von Fragmen-
ten ermdéglichen. Abbildung 2 zeigt Frag-
View, eine Software, die zu diesem Zweck
am ZBH in Hamburg entwickelt wird.

Ahnlichkeitsbasierte Suche in chemi-
schen Fragmentraumen

Die Suche nach &#hnlichen Molekiilen
spielt eine zentrale Rolle im Wirkstoff-
entwurf. Auf der Basis z.B. eines Subst-

rats lassen sich ohne Information iiber
die dreidimensionale Struktur des Ziel-
proteins Molekiile identifizieren, die ein
zum Substrat &dhnliches Wechselwir-
kungsmuster realisieren konnen. Damit
haben diese Molekiile eine hohere Wahr-
scheinlichkeit, gegeniiber dem Protein
bioaktiv zu sein.

Generische  Optimierungsverfahren
wie zum Beispiel Genetische Algorith-
men oder Simulated Annealing ermogli-
chen eine gezielte Suche nach dhnlichen
Molekiilen aus einem Fragmentraum.
Dazu wird eine Menge von Molekiilen ge-
neriert, iterativ verdndert und kombi-
niert und anschlieBend beziiglich ihrer
Ahnlichkeit zu einem gegebenen Anfra-
gemolekiil bewertet. Wahrend eine sol-
che Suche heuristisch vorgeht und nur
einen kleinen Teil des Fragmentraums
tatsdchlich betrachtet, ldsst sich eine
vollstindige Durchsuchung durch gezielt
ausgewihlte additive Deskriptoren und
kombinatorische Algorithmen realisie-
ren. Der Feature-Tree Deskriptor eignet
sich im besonderen MaBe fiir eine solche
Suche. Aufgrund seiner Struktur lasst
sich mit einem speziell entwickelten
kombinatorischen Algorithmus ein che-
mischer Fragmentraum mit mehr als
10'8 Molekiilen in wenigen Minuten voll-
stindig durchsuchen [4].

Strukturbasierte Suche in chemischen
Fragmentrdaumen

Steht die dreidimensionale Struktur ei-
nes Zielproteins zur Verfiigung, kénnen
Docking-Verfahren zur Vorhersage von
Aktivitidt eingesetzt werden. Im Gegen-
satz zur dhnlichkeitsbasierten Suche ist
aufgrund der Komplexitdt des Docking-
Problems kein algorithmisches Verfah-
ren zur vollstdndigen Suche in Fragmen-
triumen bekannt. Heuristische Verfahren
werden jedoch bereits seit vielen Jahren
zur Konstruktion von Molekiilen in Pro-
tein-Bindetaschen angewandt (de novo
Design, siehe [5] fiir einen aktuellen
Uberblick). Durch die Verwendung che-
mischer Fragmentrdume in de novo De-
sign Verfahren kann die synthetische Zu-
ginglichkeit der generierten Molekiile
signifikant verbessert werden. FlexNovo
ist ein Verfahren, welches chemische
Fragmentrdume auf der Basis einer Pro-
teinstruktur nach aktiven Molekiilen
durchsucht. Der Suchprozess wird durch
Randvorgaben wie notwendige Wechsel-
wirkungsmuster (Pharmakophor-Rand-
bedingungen) und den zugrunde liegen-
den Fragmentraum steuerbar. Der
Basisalgorithmus von FlexNovo ist ein
inkrementeller Aufbauprozess, in dem
energetisch gut platzierte Fragmente



sukzessive ausgewdhlt und um Frag-
mente erweitert werden. Abbildung 3
zeigt eine Beispielrechnung von Flex-
Novo.

Think Combinatorial!

Als vor mehr als 20 Jahren die ersten pa-
rallelen Computersysteme entstanden,
etablierte sich in der Informatik der
Spruch ,Think Parallel!“. Damit sollte
zum Ausdruck gebracht werden, dass
Computerverfahren fiir parallele Sys-
teme anderer Algorithmen bediirfen.
Kombinatorische Chemie und Parallel-
synthese haben zu einer Systematik
gefiihrt, durch die viele Molekiile prinzi-
piell synthetisierbar werden. Im comput-
ergestiitzten Wirkstoffentwurf herrschen
jedoch sequentielle Verfahren, die auf ei-
ner Enumerierung von Molekiilen basie-
ren, vor. Neue, kombinatorisch operie-
rende Verfahren wie die hier aufgezeigten
Beispiele ermoglichen hingegen eine um
GroBenordnungen umfassendere Suche
nach neuen bioaktiven Verbindungen.
Chemische Fragmentriaume erlauben be-
reits eine recht gute, wenn auch noch
nicht perfekte, Modellierung von synthe-
tisch zugénglichen Molekiilen. Gelingt
eine enge Verzahnung experimenteller
und computergestiitzter Verfahren sowie
die Entwicklung effizienter Methoden fiir
den Umgang mit Fragmentrdumen, so
konnte sich der fragmentbasierte Wirk-
stoffentwurf als eine bedeutende Tech-
nologie in der pharmazeutischen For-
schung etablieren.
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Abb. 3: FlexNovo: Strukturbasierte Suche in
Fragmentrdumen

a) zeigt den Bindungsmodus eines bekannten
Inhibitors im Komplex mit dem Zielprotein CDK2
(Cyclin-Dependent Kinase 2). Auf der Basis der
Proteinstruktur und einer Auswahl von Schliissel-
wechselwirkungen (Pfeile) berechnet FlexNovo
Molekiile, die eine rdumliche und chemische
Komplementaritat zu CDK2 aufweisen und sich
somit als Leitstrukturen fiir den Wirkstoffentwurf
eignen.

b) zeigt beispielhaft eine Losung im Komplex mit
CDK2. Der bekannte Inhibitor ist in orange
dargestellt.

In ¢) sind alternative Molekiilvorschlage der
FlexNovo-Rechnung abgebildet.
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