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Abstract

Virtual de novo design is employed in pharmaceutical research to help in the pursuit of
new ligands for a chosen target by creating (partially) novel molecular scaffolds. The
methods which are applied in this field recently shifted from atom-based to fragment-
based approaches, where so-called chemical fragment spaces are used to generate molecu-
lar structures. In this work, a new method for de novo design is presented under the name
,Qsearch”. It makes use of stochastic methods to navigate chemical fragment spaces under
the constraints of three-dimensional pharmacophores, and augments the fragment space
approach by modifying the input such that the fragment space is adapted intelligently
for a specific pharmacophore.

Pharmacophores are an established method in medicinal chemistry which allow to char-
acterize key interactions, which are essential for molecular recognition of small molecules
by their biological target in an intuitive way. A particular strength of them is that they
represent chemical information independently from specific molecular motifs. This is es-
pecially useful for de novo design methods, since one of their key goals is to incorporate
as much novelty into the generated molecules as possible.

The input for Qsearch consists of a pharmacophore and a fragment space. The frag-
ment space is navigated with a Simulated Annealing procedure, which iteratively creates
molecules by changing their constituting fragments. Every created molecule is subjected
to a three-dimensional alignment to the input pharmacophore. In a following undeco-
ration step, the complexity of the generated molecules is reduced by clipping terminal
functional groups and removing hetero atoms in aromatic heterocycles—provided that
the pharmacophore allows for these changes. This step allows the algorithm to access
molecules which do not result directly from connecting the input fragments, and to ex-
tend the number of accessible molecules in a meaningful way. Furthermore, slight mod-
ifications to the workflow of QQsearch enable it to grow complete molecules from anchor
fragments, which is a common task in medicinal chemistry.

Qsearch has been tested in several scenarios and has been shown to be able to generate

relevant ideas for novel molecular scaffolds.






Zusammenfassung

de novo Design wird in der Wirkstoffforschung dazu eingesetzt, um neuartige molekulare
Grundgeriiste fiir eine bestimmte Zielstruktur zu erzeugen. Dabei hat sich die Methodik
zur Generierung der Grundgeriiste in den letzten Jahre von einem atombasierten zu einem
fragmentbasierten Ansatz verschoben. In dieser Arbeit wird unter dem Namen ,Qsearch*
eine neu entwickelte de novo Methode vorgestellt, die den fragmentbasierten Ansatz
erweitert und die Eingabe intelligent so modifiziert, dass der zugéngliche chemische Raum
flir die jeweilige Fragestellung dynamisch angepasst wird. Dabei wird die Suche in den
Fragmentrdumen mithilfe von stochastischen Methoden vorangetrieben.

Die Suchanfragen, die in Qsearch verwendet werden, um die Anforderungen an die
zu generierenden Grundgeriiste zu formulieren, sind dreidimensionale Pharmakophore.
Pharmakophore sind eine etablierte Methode in der medizinischen Chemie, die es er-
lauben, die Schliisselinteraktionen, die fiir die molekulare Erkennung von kleinen Wirk-
stoffmolekiilen durch biologische Makromolekiile essentiell sind, auf eine intuitive Art
und Weise zu charakterisieren. Eine ihrer besonderen Stérken ist, dass sie die relevanten
chemischen Eigenschaften unabhéngig von konkreten molekularen Strukturmotiven dar-
stellen, was fiir die Verwendung in de novo Methoden vorteilhaft ist, da dort moglichst
neuartige Molekiile als Ergebnis gewiinscht sind.

Die Eingabe fiir Qsearch besteht aus einem Pharmakophor und einem Fragmentraum.
Der Fragmentraum wird mit einer Simulated Annealing Optimierungsprozedur durch-
sucht, wobei iterativ Molekiile durch Verdanderung auf Fragmentebene generiert und
danach dreidimensional an dem Pharmakophor ausgerichtet werden. In einem darauf
folgenden Entdekorierungsschritt wird die Komplexitat der Molekiile dadurch reduziert,
dass endsténdige funktionelle Gruppen eliminiert werden, und die Anzahl von Heteroa-
tomen in Heteroaromaten verringert wird, wenn dies der Erfiillung des Pharmakophors
nicht entgegensteht. Dieser Schritt erlaubt es, Zugang zu einem erweiterten Suchraum
zu erlangen, der fiir die Erfilllung des Eingabepharmakophors relevant ist. Zusétzlich
besteht die Moglichkeit, mit einer leichten Abwandlung der Methode Ankerfragmente zu
kompletten Molekiilen zu erweitern, was ein weit verbreitetes Anwendungsszenario in der
medizinischen Chemie ist.

Qsearch wurde in verschiedenen Szenarien getestet und hat sich als Generator relevan-

ter Ideen fiir neue molekulare Grundgeriiste bewiesen.
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1. Einleitung

1.1. Einfihrung

Als Wirkstoffe werden alle Substanzen bezeichnet, die einen biologischen Effekt in Or-
ganismen hervorrufen.[1] Von besonderem Interesse sind hierbei diejenigen Wirkstoffe,
deren biologischer Effekt FEinfluss auf den Verlauf einer Krankheit hat, und die daher als
Arzneistoffe eingesetzt werden kénnen.

Seit dem Entstehen der rationellen Wirkstoffforschung im frithen 20. Jahrhundert hat
sich die pharmazeutische Forschung hauptséchlich auf experimentelle Methoden zur Iden-
tifikation von neuen Wirkstoffen konzentriert. In den letzten Jahrzehnten wurden parallel
dazu computergestiitzte Verfahren entwickelt, um die medizinischen Chemiker, die auf
diesem Feld tétig sind, zu unterstiitzen.|2] Dabei zeichnen sich die experimentellen und
die computergestiitzten Methoden durch individuelle Stérken und Schwéchen aus, weswe-
gen sie in der pharmazeutischen Forschung komplementér verwendet werden.[3] Wéhrend
experimentelle Methoden im Allgemeinen teurer sind und mehr Zeit benétigen als die vir-
tuellen Methoden, sind diese wegen den Néherungen in den Modellen, die sie verwenden,
um die chemischen Gegebenheiten zu beschreiben, weniger exakt.

Die Wirkstoffforschung ist ein iterativer Prozess, der in verschiedene Stufen aufgeteilt
ist, wobei auf jeder einzelnen Stufe computergestiitzte Methoden unterstiitzend zum Ein-
satz kommen kénnen. In dem Prozess zeichnen sich die frithen Phasen — in die auch der
Gegenstand dieser Forschungsarbeit féllt — unter anderem dadurch aus, dass noch wenig
Informationen zu einem konkreten Problemfall vorliegen. Dabei kann es sich zum Beispiel
um Strukturformeln von bekannten aktiven Molekiilen handeln oder auch um Hinweise,
die von vergleichbaren Zielstrukturen stammen. Das Ziel in dieser Phase ist, auf Grund-
lage der zusammengetragenen Informationen weiteres Wissen, zum Beispiel in Form von
biologisch aktiven Molekiilen zu gewinnen.

Die computergestiitzten Verfahren, die in dieser Phase eingesetzt werden, machen sich
zunutze, dass ihre Berechnungen nicht mit physikalisch vorliegen Molekiilen durchge-
flihrt werden miissen, sondern rein virtuell vorgenommen werden. Dieser Vorteil 1dsst

sich auf zweierlei Weisen ausspielen: Zum einen lassen sich so sehr grofie Substanzbiblio-
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1.2. Forschungsrahmen

theken kostengiinstig auf aktive Eintrége iiberpriifen, und zum anderen ist es so méglich,
Vorhersagen iiber neuartige Molekiile treffen, ohne sie vorher synthetisiert zu haben. Das
Generieren neuartiger chemischer Strukturen im virtuellen Wirkstoffentwurf wird de novo

Design genannt und ist das Kerngebiet der in dieser Dissertation behandelten Thematik,

1.2. Forschungsrahmen

Im Rahmen dieser Dissertation wurden stochastische Verfahren zum Entwurf neuartiger
Grundgeriiste aus chemischen Fragmentrdumen entwickelt. Folgende Punkte waren dabei

von herausragendem Interesse und erfuhren eine besondere Beachtung.

e Die Vorteile von Pharmakophoren im Feld des de novo Designs sollten ausgenutzt
werden. Sie haben sich in der medizinischen Chemie als Standardmethode etabliert,
um die chemischen Eigenschaften zu formulieren, die fiir die molekulare Erkennung
von kleinen Molekiilen durch biologische Strukturen essentiell sind. Sie zeigen be-
sondere Stéarken bei de novo Designansétzen, da sie von konkreten molekularen
Strukturen abstrahieren, und dadurch die generierten Lésungen nicht von vornher-

ein beeinflussen.

e Genauso sollten die vielen Vorteile, die Fragmentrdume in der Formulierung von
chemischen Unterrdumen bieten, genutzt werden. Sie erlauben es, durch einen rela-
tiv kleinen Satz an Fragmenten und Verkniipfungsregeln, einen grofen chemischen
Unterraum zu definieren, der implizit viele Eigenschaften, wie zum Beispiel die der
Wirkstoffahnlichkeit, besitzt. Bestehendes Wissen, das auf diesem Feld gesammelt

wurde, sollte in die Methode integriert und erweitert werden.

e Fiir die durchzufiihrenden Berechnungen boten sich stochastische Verfahren an, da
die zu erwartende Energielandschaft sehr rau und steil war, und diese Verfahren

sich in vergleichbaren Forschungsarbeiten als erfolgreich bewiesen haben.

e Um eine reibungslose Kommunikation mit den Anwendern bei dem Kooperations-
partner zu gewahrleisten, sollte das Programm sowohl intuitiv zu bedienen sein als

auch Ergebnisse liefern, die sich mit dem Erfahrungswissen der Anwender decken.

1.3. Aufbau der Dissertation

In den folgenden Kapiteln wird die unter dem Namen Qsearch implementierte Methode

zum pharmakophorbasierten Durchsuchen von chemischen Fragmentrdumen mithilfe von

11



1. FEinleitung

stochastischen Verfahren présentiert. Die Ausfiihrungen sind in mehrere Kapitel geglie-

dert, die aufeinander aufbauen und die durchgefiihrten Arbeiten erlautern:

Kapitel 2 liefert eine generelle Einfithrung in die Problemstellung des rationalen Wirk-
stoffdesigns und stellt die Konzepte aus dem Feld vor, die fiir das weitere Versténd-
nis dieser Arbeit vonnoten sind. Hierzu gehort insbesondere das Pharmakophor-

und das Fragmentraumkonzept.

Kapitel 3 beinhaltet eine Ubersicht iiber das de novo Design im Allgemeinen, und eine
Vorstellung von Konzepten aus der Literatur, die sich mit dhnlichen Problemstel-

lungen beschéftigt haben.

Kapitel 4 erlautert die Modelle der medizinischen Chemie, die als Grundlage fiir die
durchgefiihrten Berechnungen verwendet wurden. Dazu gehéren vor allen Dingen
die Art und Weise mit der die Fragmentraume und die Pharmakophore beschrieben

werden.

Kapitel 5 fiihrt eine genaue Beschreibung der verwendeten Methoden auf, mit denen die
in Kapitel 4 vorgestellten Konzepte umgesetzt worden sind. Dies beinhaltet eine

ausfiihrliche Beschreibung der zum Einsatz gekommenen Algorithmen.

Kapitel 6 zeigt exemplarisch Ergebnisse, die in vier Beispielszenarien erzeugt wurden,
und diskutiert ihre Relevanz fiir die Wirkstoffforschung. Darauf folgt eine Diskus-
sion mit einem besonderen Schwerpunkt auf den Einschriankungen die sich fiir die
Methode ergeben.

Kapitel 7 schlieft die Arbeit mit einer Zusammenfassung und einem Ausblick ab.
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2. Grundlagen

In diesem Kapitel wird die Rolle von Qsearch im Kontext der Wirkstoffforschung erlau-
tert, sowie verschiedene Schliisselkonzepte aus der medizinischen Chemie vorgestellt, die
fiir das Versténdnis der implementieren Methoden wichtig sind. Im ersten Teil werden im
Rahmen einer kurzen Einfiihrung die Interaktionen préasentiert, die zwischen Wirkstoff
und Zielstruktur ausgebildet werden, und darauthin das Pharmakophorkonzept darge-
stellt, das die Grundlage fiir die Bewertung von Molekiilen durch Qsearch liefert. An-
schliefsend wird das Prinzip der molekularen Grundgeriiste eingefithrt und der bioisos-
tere Wechsel zwischen ihnen erlautert. Diese Konzepte sind wichtig, um die Ergebnisse
in Kapitel 6 einordnen zu konnen. Letztendlich wird die Technik der Fragmentraume

vorgestellt, die als Quelle von neuartigen Grundgeriisten verwendet wird.

2.1. Arbeitsablauf im Wirkstoffdesign

Die Entwicklung von neuen Wirkstoffen ist ein komplexer mehrstufiger Prozess, der oft
mit dem Bild einer Pipeline beschrieben wird. Auf der einen Seite der Pipeline stehen als
Eingabe diverse Quellen fiir biochemisches Wissen, und auf der anderen Seite Wirkstof-
fe als Ausgabe, die nach aufwendigen klinischen Studien als Medikamente Anwendung
finden. Der gesamte Prozess ist in Abbildung 2.1.1 aufgezeichnet. Fiir diese Arbeit ist
vor allem der erste Abschnitt relevant, der sich mit der Entwicklung von Vorschldgen
flir neue Wirkstoffen beschéftigt, und wird daher im folgenden erldutert. Die einzelnen

Teiliiberschriften beziehen sich dabei auf die o.g. Abbildung.

Identifikation von Zielstrukturen In dieser Phase werden biologische Strukturen iden-
tifiziert, die fiir die Verédnderung eines Krankheitsverlaufs relevant sind, und die in den
darauf folgenden Schritten durch Wirkstoffe beeinflusst werden sollen. Computergestiitz-
te Methoden kénnen unter anderem in Druggability-Studien oder auch in der Analyse von
systembiologischen Netzwerken eingesetzt werden, um Voraussagen {iber das Potential

einer Zielstruktur zu treffen.
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2. Grundlagen

Friihstadium (/[ Praklinische [// Phase I Phase II Phase III Zulassung Phase IV

Forschung, Studien in Vertraglichkeit || Wirksamkei Wirksamkei Langzeit-
Aufbau von Tiermodelle Sicherheit Dosierung Dosierung neben-
Wissen (Wirkungs- (statistisch wirkungen

nachweis) signifikant)

Identifikation Generierung von Weiterentwicklung Vorbereitung fiir
der Zielstruktur Treffern ("hits") zu Leitstrukturen die Klinik
NS NS

Abbildung 2.1.1.: Pipeline in der Wirkstoffentwicklung. Oben ist die gesamte Pipeline
inklusive der klinischen Studien abgebildet, unten ist das Friihstadi-
um der Forschung, in dem neue Substanzen als Wirkstoffkandidaten
generiert werden, detailliert dargestellt. Der Arbeitsablauf ist aus [1]
iibernommen und graphisch aufbereitet worden.

Generierung von Treffern Nachdem eine Zielstruktur identifiziert worden ist, werden
in sogenannten Screening-Kampagnen systematisch grofe Mengen an Substanzen expe-
rimentell auf eine biologische Aktivitéat hin iberpriift. Eine Substanz, die in dieser Phase
gefunden wird, wird als Treffer oder als hit bezeichnet. In diesem Feld werden Methoden
des virtuellen Screenings eingesetzt, um die experimentellen Methoden zu ergédnzen. Sie
kénnen zum Beispiel dabei helfen, Voraussagen iiber die potentielle Aktivitéit eines Mo-
lekiils zu treffen. Dariiber hinaus spielen computergestiitzte Methoden eine grofe Rolle
in der Erstellung der chemischen Bibliotheken, die in den Screening-Experimenten ein-

gesetzt werden.

Weiterentwicklung zu Leitstrukturen Sobald hits gefunden wurden, wird der chemi-
sche Raum, der sie umgibt, extensiv nach Molekiilen abgesucht, die sowohl eine gute
Aktivitat als auch gute pharmakokinetische Eigenschaften besitzen, und die im weiteren
Verlauf der Pipeline klinisch untersucht werden. In diesem Feld werden computerge-
stiitzte Verfahren eingesetzt, um die Natur der chemischen Wechselwirkungen, die der
Wirkstoff mit der Zielstruktur eingeht, zu analysieren und zu optimieren. Dabei werden
insbesondere bildgebende Verfahren verwendet, die Riickschliisse auf die ausgebildeten

Interaktionen zulassen. Des weiteren finden auch sogenannte QSAR-Ansétze (,quantita-

14



2.2. Molekulare Interaktionen

tive structure-activity relationship“) Anwendung, die die chemische Struktur der Treffer

mit ihrer Aktivitat korrelieren und diesbeziigliche Vorhersagen erméglichen.

Positionierung von Qsearch Die in dieser Arbeit vorgestellten Methode zum de novo
Design ist in dem Arbeitsablauf ungefihr am Ende der Phase ,Generieren von Treffern“
bis zum Anfang der Phase ,Weiterentwicklung zur Leitstruktur” anzusiedeln. Sie kann
entweder dafiir verwendet werden, um auf Grundlage von existierendem Wissen zu einer
Zielstruktur neuartige Grundgeriiste zu erstellen, die zu Leitstrukturen weiterentwickelt
werden, oder sie kann dazu eingesetzt werden, Wechsel in bereits bekannten Grundge-

riisten vorzunehmen, um sie mit Hinblick auf bestimmte Parameter zu optimieren.

2.2. Molekulare Interaktionen

Damit ein Wirkstoff seine biologische Wirkung entfalten kann, muss er mit kdrpereigenen
Molekiilen interagieren. In der Regel sind dies Makromolekiile, die in Signalkaskaden in-
tegriert sind und dadurch grofse Auswirkungen auf physiologische Prozesse haben. Dabei
spielt das Konzept der molekularen Erkennung eine herausragende Rolle. Es beschreibt
die ,Erkennung“ eines Wirkstoffs durch ein Makromolekiil, was die Grundlage fiir eine
Einflussnahme ist.

Mafgeblich fiir die molekulare Erkennung in biologischen Systemen sind intermole-
kulare Interaktionen, wie sie im Feld der supramolekularen Chemie untersucht werden.
Dabei stehen nicht die kovalenten (also chemischen) Bindungen im Mittelpunkt der Be-
trachtung, sondern vor allem schwéchere Kréfte wie Wasserstoffbriickenbindungen, die
Komplexierung von Metallionen und die Hydrophobizitat. Allerdings sind bisher noch
nicht alle an der Erkennung beteiligten Effekte aufgeklart und definiert worden.[4]

Im folgenden werden die verschiedenen Arten von polaren Interaktionen, die bisher
Einzug in das Standardrepertoire der medizinischen Chemie gefunden haben, aufgezahlt.
Da die Hydrophobizitét in Abschnitt 6.5.1 explizit besprochen wird, bleibt sie in dieser

Aufzdhlung aufen vor.

Wasserstoffbriickenbindungen Eine der am besten charakterisierten Bindungen in die-
sem Feld sind die Wasserstoffbriickenbindungen. Sie werden als mafigeblich fiir grofe
Teile der molekularen Erkennung sowie der Stabilitdt von biologischen Makrokomplexen
angesehen. [5]

Die ITUPAC definiert sie folgendermafen:
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2. Grundlagen

Die Wasserstoffbriickenbindung ist eine anziehende Interaktion zwischen
einem Wasserstoffatom eines Molekiils oder eines Molekiilfragments X-H in
dem X elektronegativer als H ist, und einem Atom oder einer Gruppe von
Atomen in dem gleichen oder einem anderen Molekiil, in der es Hinweise auf

eine Bindungsausbildung gibt. (iibersetzt aus [6])

Wenn die an einer Wasserstoffbriickenbindung beteiligten Atome in der Form X-H---Y-Z
dargestellt werden, wird die X-H Komponente als Donor und die Y-Z Komponente als
Akzeptor bezeichnet. In der Regel betriagt der Winkel zwischen den Bindungen von X-H
und Y 180° und je ndher der Winkel an dieser Idealgeometrie liegt, desto stirker ausge-

prégt ist die Interaktion.|7]

Salzbriicken Eine dhnlich gut untersuchte Art von Interaktionen sind die Salzbriicken,
die zwischen geladenen funktionellen Gruppen ausgebildet werden.[8] Dabei spielen die
elektrostatischen Anziehungskrifte zwischen positiven und negativen Ladungen eine ent-
scheidende Rolle. Prinzipiell gelten fiir Salzbriicken die gleichen Voraussetzungen wie fiir
Wasserstoffbriickenbindungen, denn auch ihre Ausbildung héngt stark von der geometri-
schen Ausrichtung der Atome ab. Fiir die Ausbildung von Salzbriicken werden allerdings

noch gegensétzliche Formalladungen an den beteiligten Gruppen benétigt.

Metallkomplexierung Metalle spielen in der strukturellen Stabilitdt vieler Proteine so-
wie bei der Vermittlung von Reaktionen in deren aktiven Zentren eine Schliisselrolle.[9]
Hierbei werden Metall-Ionen durch funktionelle Gruppen mit freien Elektronenpaaren
innerhalb eines Proteins — und teilweise unter Miteinbeziehung von weiteren Molekii-
len — koordiniert. Wie bei den Wasserstoftbriickenbindungen ist die Geometrie bei Me-
tallkomplexierungen ebenfalls starken Restriktionen unterworfen, was die Position und

Orientierung der interagierenden Gruppen angeht.

m — Stacking Das m — Stacking ist ein Spezialfall der London-Kréfte, die die anziehende
Kraft zwischen benachbarten, nicht polaren Gruppen durch gegenseitig induzierte Dipole
beschrieben. Es ist eine der essentiellen Grundlagen fiir die Ausbildung von dreidimen-
sionale Struktur von Biomakromolekiilen wie DNA.[10] Besonders ausgeprigt sind diese

Interaktionen zwischen m—Systemen, die in bestimmten Winkeln zueinander stehen.|[11]
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2.3. Pharmakophore

Abbildung 2.3.1.: ACE-2 Pharmakophor nach Rella et al.[12| In griin sind hydrophobe
Merkmale dargestellt und in cyan links oben die Richtung eines Akzep-
tormerkmals und in der Mitte das Zentrum von zwei Akzeptormerk-
malen. Die sterischen Eigenschaften sind als Wolke um das Molekiil
angedeutet.

2.3. Pharmakophore

Pharmakophore sind eine Methode aus der medizinischen Chemie, um Schliisselinterak-
tionen zu formulieren, die fiir die biologische Aktivitdt von Wirkstoffen relevant sind.
Historisch wurde das Konzept 1967 das erste Mal von Lemont B. Kier [13]| beschrieben
und 1971 als Begriff geprégt|14].[15] Der grofe Erfolg und die weite Verbreitung des
Konzeptes hat die [IUPAC dazu bewegt, einige Jahrzehnte spéter eine Definition fiir den

Begriff zu veroffentlichen:

Ein Pharmakophor ist die Gesamtheit aller sterischen und elektronischen
FEigenschaften die gegeben sein miissen, um eine optimale supramolekulare
Interaktion mit einer biologischen Zielstruktur zu ermoglichen und ihre bio-

logische Reaktion auszuldsen oder zu blockieren. (iibersetzt aus [16])

Begleitend zu dieser Definition wird in einer Ergénzung ausdriicklich auf die korrekte
Verwendung hingewiesen, um der hdufigen falschen Benutzung des Begriffs in der medi-

zinischen Chemie entgegenzuwirken:

Ein Pharmakophor reprasentiert kein konkretes Molekiil und keine explizite

Anordnung von funktionellen Gruppen, sondern ist eine rein abstraktes Kon-
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2. Grundlagen

zept, das die Féahigkeit verschiedener Stoffklassen beschreibt, Interaktionen
mit ihrer Zielstruktur auszubilden. Der Pharmakophor kann als der grofs-
te gemeinsame Nenner, auf den eine Menge an aktiven Molekiilen gebracht
werden kann, betrachtet werden. Diese Definition ersetzt die weit verbreitete
falsche Benutzung des Begriffes in der Literatur der medizinischen Chemie,
die den Begriff fiir einfache chemische Funktionalitdten wie Guanidine, Sul-
fonamide oder Dihydroimidazole, oder fiir typische strukturelle Skelette wie
Flavone, Phenothiazine, Prostaglandine oder Steroide verwendet. (iibersetzt
aus [16])

Wie aus der Definition ersichtlich, lassen sich die Eigenschaften in sterische Eigenschaf-
ten und elektronische Merkmale aufteilen. Die sterischen Eigenschaften beschreiben den
Raum, den ein ein Molekiil innerhalb der Zielstruktur einnehmen kann, ohne mit ihr zu
kollidieren.! Dieser Ort innerhalb der Zielstruktur entspricht in der Regel dem aktiven
Zentrum eines Enzyms, kann aber auch an anderen Stellen, wie zum Beispiel den Erken-
nungsstellen fiir Protein-Protein Interaktionen liegen. Um diesen Raum fiir eine konkrete
Zielstruktur zu bestimmen, gibt es zwei verschiedene Mdoglichkeiten. Wenn dreidimensio-
nale Informationen iiber die Zielstruktur vorliegen, so kann das aktive Zentrum direkt
als Matrize verwendet werden, um das zur Verfiigung stehende Volumen zu definieren.
Liegen keine solche Informationen vor, so wird dieser Raum von Molekiilen abgeleitet,
die bekanntermaften an dieser Stelle binden. Dazu werden ihre dreidimensionalen Struk-
turen entweder manuell oder algorithmisch iiberlagert und als Basis fiir eine Hypothese

der Form des aktiven Zentrums verwendet.

Die elektronischen Merkmale beschreiben die chemischen Eigenschaften das Molekiils,
die idealerweise komplementér zu denen der Zielstruktur sind. Um diese zu erfiillen,
miissen sie dergestalt sein, dass Schliisselinteraktionen zwischen dem Wirkstoff und der
Zielstruktur ermoglicht werden. Diese Informationen konnen hierbei analog zu den steri-
schen Eigenschaften entweder iiber die dreidimensionale Struktur des aktiven Zentrums
oder durch die Uberlagerung von bekannten aktiven Molekiilen abgeleitet werden. In
der Regel werden die in Abschnitt 2.2 aufgefithrten Interaktionen in verwendet, um ein

Pharmakophormodell zu beschreiben.|18]

'Der Term ,kollidieren“ ist eine bildliche Beschreibung der tatséchlichen quantenmechanischen Prozesse.
Nach dem Pauli-Prinzip[17] ist es zwei Elektronen mit gleicher Energie nicht moglich, am gleichen
Ort mit dem gleichen Spin zu existieren. Dies resultiert in einer Abstoffung der Elektronen, und somit
ihrer dazugehorigen Atome.
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2.4. Molekulare Grundgeriiste und Grundgertistwechsel

2.4. Molekulare Grundgeriiste und Grundgeriistwechsel

2.4.1. Molekulare Grundgeriiste

Wirkstoffe lassen sich aufgrund ihrer chemischen Struktur in Klassen mit gleichen Grund-
geriisten einordnen, wobei sich fiir diese Einordnung noch kein fester Satz an Regeln eta-
bliert hat. Teilweise wird sie iiber die zentralen Strukturelemente durchgefiihrt, teilweise
iiber spezifische funktionelle Gruppen in den Molekiilen und teilweise iiber eine Kombi-
nation der beiden Ansétze.[19] Die Komplexitit des Themas zeigt sich unter anderem
darin, dass von der IUPAC bisher keine allgemein verbindliche Definition des Begriffs
veroffentlicht wurde.

Das Konzept der Grundgeriiste selbst ist in der Chemie schon lange bekannt, wurde
aber vor 1969 nicht explizit formuliert. (vgl. ebd.) In diesem Jahr fanden Reich und

Cram|20] folgende Formulierung:

Das Ringsystem [in diesen Molekiilen| ist hochgradig starr, und kann als
Grundgeriist dienen, um die funktionellen Gruppen geometrisch gegenein-
ander so auszurichten, dass systematische Untersuchungen des Einflusses von
Ringschliissen und funktionellen Gruppen auf die physikalischen und chemi-

schen Eigenschaften moglich werden. (iibersetzt aus [20])

Diese einfache Definition beschreibt das Konzept des Grundgeriists: ein iiber verschiedene
Molekiile invarianter Teil, der funktionelle Gruppen geometrisch zueinander positioniert.
Allerdings lésst sie eine formale Definition der Elemente, die zu einem Grundgeriist ge-
zahlt werden miissen und welche nicht, vermissen. Eine solche Definition wurde erst in
den spéten neunziger Jahren von Bemis und Murcko|21]| angegangen. Sie basiert auf der
Reduktion der Komplexitat von Molekiilen durch Nichtbeachtung von Element- und Bin-
dungsinformationen sowie dem Verwerfen von Seitenketten. In dieser Definition werden

Atome in Klassen eingeteilt, aus denen sich das Grundgeriist erstellen lasst:

Ringsysteme Die Zweifach-Zusammenhangskomponenten eines Molekiils, wenn es als

molekularer Graph betrachtet wird.

Verbindungsatome Die Atome, die auf einem Pfad zwischen zwei Ringsystemen liegen

und zu keinem Ringsystem gehoren.
Seitenketten Die Atome, die weder in Ringsystemen noch Verbindungsatome sind.

Grundgeriist Die Vereinigung aller Atome in einem Molekiil, die entweder einem Ring-

system angehdren oder als Verbindungsatom fungieren.
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2. Grundlagen
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Abbildung 2.4.1.: Der HSP90 Inhibitor NVP-AUY922 (a), und das molekulare (b), graph-
basierte (c), und reduzierte Grundgeriist (d). (nach Langdon et al.[19])

Diese Definition kommt der intuitiven Definition von Grundgeriisten in der medizini-
schen Chemie nahe, ist allerdings nicht vollsténdig. Als Beispiele seien die Benzodiazepine
und die Chinolone in den Abbildungen 2.4.2 beziehungsweise 2.4.3 aufgefiihrt, die im fol-
genden erldutert werden:

Bei den Benzodiazepinen? iiberschneidet sich das graphbasierte Grundgeriist mit dem
in der medizinischen Chemie iiblichen Geriist. Allerdings beinhaltet dieses zusétzlich noch
Informationen iiber die Art der Bindungen, die Elemente der Atome, und die Aroma-
tizitdt der Ringe. Aufierdem wird deutlich, dass die graphbasierte Definition nicht den
Fall beachtet, in dem ein Grundgeriist als Substruktur in einem anderen enthalten ist.
Dies wird in der in Abbildung 2.4.2(e) abgebildeten Struktur klar. Sie z&hlt nach der
klassischen Definition mit zu den Benzodiazepinen, wiirde allerdings Bemis und Murcko
in eine eigene Klasse fallen, da der anellierte Ring zu dem Grundgeriist hinzugerechnet
wird.

Um die Schwierigkeiten bei der Definition von Grundgeriisten weiter zu erldutern,
seien die Chinolone aufgefiihrt, die als Antibiotika breite Anwendung finden. Das in
der medizinischen Chemie verwendete Grundgeriist ist in Abbildung 2.4.3 aufgefiihrt
und besteht aus einem Chinolin-Doppelring mit einer Carbonséure in 3-Position und

einem Carbonyl in 4-Position. Das Grundgeriist nach Bemis und Murcko wiirde diese

?Benzodiazepine sind eine Klasse von kompetitiven GABA-Rezeptorinhibitoren, die das gleiche Grund-
geriist teilen und je nach Dekoration angstlosend, muskelrelaxierend, sedierend und/oder hypnotisch
wirken.
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(a) Grundgertist (b) Diazepam (c) Oxazepam (d) Flurazepam (e) Midazolam

Abbildung 2.4.2.: Verschiedene Benzodiazepine und das Grundgeriist (a), das fast alle
Mitglieder der Klasse teilen. Die unter (f) aufgefiithrte Struktur hat
das Grundgeriist als Substruktur, wiirde allerdings nach der Definition
von Bemis und Murcko[21]| nicht zu der gleichen Klasse gehoren, da
der Siebenring eine Bindung mit einem weiteren Fiinfring teilt.
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a) Grundgeriist nach [21] ) Klassisches Grundge- (c) Norfloxacin
rist
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(d) Ciprofloxacin (e) Lomefloxacin (f) Cinoxacin

Abbildung 2.4.3.: Verschiedene Chinolone (c-e) und zwei Grundgeriiste (a,b). Mit (f) ist
ein Chinolon aufgefiihrt, das der Grundstruktur in (a) nicht entspricht.
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2. Grundlagen

Information nicht korrekt widerspiegeln und stattdessen in dem in Abbildung 2.4.3(a)
gezeigten resultieren. Die Information iiber funktionellen Gruppen, die fiir diese Klasse
charakteristisch sind, wéire demnach genauso wenig wie die Aromatizitdt enthalten.

Da eine abschliefende Klarung des Grundgeriistbegriffs noch ungeklart ist, wird in
dieser Arbeit je nach Anwendung sowohl auf die graphbasierte als auch auf die tradierte

Grundgeriistdefinitionen zuriickgegriffen, um die Ergebnisse von Qsearch zu analysieren.

2.4.2. Grundgeriistwechsel

Unter einem Grundgeriistwechsel versteht man in der pharmazeutischen Forschung die
Verdnderung des chemischen Grundgeriists® eines Wirkstoffs unter Beibehaltung der bio-
logischen Aktivitdt. Grundgeriistwechsel sind haufig das Ziel von pharmazeutischen For-
schungskampagnen, und die Arbeiten an Qsearch wurden unter anderem dafiir durch-
gefithrt, medizinische Chemiker hierbei zu unterstiitzen. Ein Grundgeriistwechsel kann
durch eine Reihe von Griinden notwendig werden. Dazu gehort vor allem die Verbesserung
von pharmakologischen Eigenschaften wie die Wasserloslichkeit, Potenz oder Toxizitét.
Dariiber hinaus lassen sich mit Grundgeriistwechseln auch Patente von Mitbewerbern
umgehen und neues geistiges Eigentum schaffen. Eine Reihe von verdffentlichten Artikeln
([22, 23, 24]) bietet eine gute Ubersicht iiber die aktuellen Methoden und Anwendungen
auf diesem Feld.

Die Unsicherheiten bei der Definition eines chemischen Grundgeriists ziehen sich weiter
durch bis zum Grundgeriistwechsel. Da fiir ersteres keine schliissige Definition existiert,
kann letzteres offensichtlich auch nicht befriedigend beschrieben werden. Der Ubergang
von einfachen Modifikationen eines Grundgeriists zu ,,Spriingen ist flieffend und nicht
ausreichend definiert. Um Mehrdeutigkeiten vorzubeugen werden in diesem Kontext nur
Verénderungen im Grundgeriist als Grundgeriistwechsel angesehen, durch die die Topo-

logie des Grundgeriistes sich verdndert (vgl. Abbildung 2.4.4).

2.5. Chemische Fragmentraume

Chemische Fragmentraume werden in der computergestiitzten medizinischen Chemie da-
zu verwendet, (zum Teil sehr grofie) Mengen von Molekiilen in einer kompakten Art und
Weise zu beschreiben. Dabei finden Fragmentrdume nicht nur im de novo Design Anwen-

dung, sondern auch bei der Erstellung von kombinatorischen Bibliotheken, wobei sich je-

3Wie im vorherigen Abschnitt erklért, ist die Definition der Grundgeriiste im Allgemeinen noch nicht
geklart. Nichtsdestotrotz gibt es fiir praktisch alle Wirkstoftklassen in der medizinischen Chemie
tradierte Grundgeriistkonzepte, die den jeweiligen Ausfithrungen zugrunde gelegt werden.
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Abbildung 2.4.4.: Beispiel eines Grundgeriistwechsel aus [22]. Ausgehend von Diazepam
((a), Benzodiazepine) wurde das Grundgeriist iiber Zopiclon ((b), Zy-
klopyrrole), und Zolpidem ((c), Imidazopyridine), zu Zaleplon ((d),
Pyrazolpyrimidine) gewechselt.

weils die Zusammenstellung der Fragmentraume wegen der verschiedenen Zielsetzungen
unterscheidet. Fragmentraume, die fiir die Abbildung von kombinatorischen Bibliotheken
erzeugt worden sind, modellieren in der Regel die Dekoration von zentralen Kernfragmen-
ten mit einem Satz an R-Gruppen.|25| Fragmentraume hingegen, die fiir die Verwendung
im de novo Design erstellt worden sind, sind in der Regel in ihrer Zusammenstellung
weitaus diverser, da sie darauf optimiert sind, mdéglichst verschiedenartige Strukturen
zu erzeugen, die dariiber hinaus wirkstoffdhnliche Eigenschaften besitzen. [26] Eine aus-
fithrlichere Ubersicht iiber die verschiedenen Fragmentraumtypen und ihre Unterschiede
findet sich in Abschnitt 6.6. In den folgenden Ausfiihrungen werden ausdriicklich nur
Fragmentrdume besprochen, die fiir das de novo Design Anwendung entworfen worden
sind.

Fragmentrdume wurden urspriinglich von Lewell et al. entwickelt, um klassische Syn-
theseprotokolle der kombinatorischen Chemie in Computermodellen abzubilden.|27] Dazu
wurde unter dem Namen RECAP ein Satz an Regeln entwickelt, nach dem Molekiile an
definierten Punkten in molekulare Fragmente aufgetrennt und wieder zusammengefiigt
werden kénnen, um neue Molekiile zu erzeugen. Das Konzept der chemischen Fragmen-
traumen wurde in vielen de novo Computerprogrammen verwendet (vgl.[28, 29, 30, 31])

und von verschiedenen Gruppen weitergefiithrt und verfeinert ([26, 32]).

Ein chemischer Fragmentraum besteht aus einer Menge von chemischen Fragmenten
mit definierten Verkniipfungspunkten und einem Satz an Regeln, nach denen diese zu-
sammengefiigt werden kénnen. Implizit wird so in einer kompakten Form eine Menge an

moglichen Molekiilstrukturen definiert, die durch das Verkniipfen der Fragmente nach
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2. Grundlagen

den dazugehorigen Regeln entstehen konnen. Eine entsprechende Auswahl der Verkniip-
fungsregeln kann im Vergleich zu atombasierten Verfahren die Synthetisierbarkeit der
erzeugten Molekiile erhdhen und die Zusammenstellung der Fragmente die Wirkstof-
fahnlichkeit verbessern.[32] Die meisten Methoden verwenden Fragmentrdume nur als
kompakte Beschreibung von chemischen Réumen, die sie in der Regel enumerieren oder
mithilfe von stochastischen Algorithmen durchsuchen. Algorithmisch zieht nur FTrees-
F'S|29] Vorteile aus der kombinatorischen Natur der Fragmentraume.

Die Niitzlichkeit von chemischen Fragmentrdumen in der computergestiitzten Wirk-
stoffforschung wurde in vielen Studien gezeigt. Sie werden héufig im de novo Design
eingesetzt und haben den atombasierten Ansatz praktisch abgelost.[33] Eine aktuelle
Ubersicht iiber aktuelle Anwendungsbeispiele von Fragmentraumen kann zum Beispiel in

[34] gefunden werden.
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3. de novo Design

In diesem Kapitel wird das Feld des de novo Designs in der virtuellen Wirkstoffforschung
behandelt. Nach einer Einfithrung in die Thematik und einer Ubersicht wird ein Einblick
in den aktuellen Stand der Forschung gegeben. Dabei werden sowohl rezeptor- als auch

ligandbasierte Ansétze prasentiert, da Qsearch Konzepte aus beiden Feldern verwendet.

3.1. Einfithrung und Uberblick

de novo Design ist die Disziplin der virtuellen Wirkstoffentwicklung in der computerge-
steuert neuartige Strukturen von Molekiilen nach gewiinschten Kriterien erzeugt werden.
Die eingesetzten Techniken lassen sich grob zwei Anwendungsfeldern zuordnen. Zum
einen konnen sie zum Generieren von géanzlich neuartigen Grundgeriisten verwendet wer-
den, die dann von Hits zu sogenannten Leads weiterentwickelt werden, und zum anderen
koénnen sie dazu eingesetzt werden, Strukturdnderungen an bereits bekannten Grundge-
riisten vorzunehmen. Dabei wird in der Regel versucht, strukturelle Motive zu ersetzen,
die unerwiinscht sind, weil sie entweder negative physiologische Eigenschaften haben, oder
bereits als geistiges Eigentum geschiitzt sind. Die IUPAC definiert das de novo Design

folgendermafsen:

de novo Design ist das Design von bioaktiven Verbindungen durch das
inkrementelle Aufbauen innerhalb eines Rezeptormodells oder eines aktiven
Zentrums eines Enzyms, dessen Struktur durch Rontgenstrukturanalyse oder

Kernspinresonanzspektroskopie aufgeklart wurde. (iibersetzt aus [16])

Die Festlegung auf den inkrementellen Aufbau ist dabei klar den zu Zeiten der Defini-
tionserstellung (1998) bekannten Methoden geschuldet, die sich aller dieser Technik be-
dient haben. Die methodische Pionierarbeit wurde dabei von Programmen wie LUDI|35],
SPROUT|[36] und PRO-LIGAND|37] geleistet. Inzwischen haben weitere Methoden wie
die erschopfende Analyse aller Molekiile eines Fragmentraums|38| oder die Rekombination
von bekannten aktiven Substanzen|39] Einzug in das Repertoire der Methoden gehalten.

Hervorzuheben ist dariiber hinaus die Fragmentersetzung, bei der zentrale Komponenten
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3. de novo Design

von Molekiilen automatisiert ersetzt werden (z.B. in Recore[40]), und die ebenfalls dem

Feld des de novo Designs zuzuordnen ist.

3.2. Der chemische Raum

Die Anzahl an theoretisch moglichen Molekiilen ist enorm. Selbst wenn nur Molekiile be-
trachtet werden, die aus den organischen Elementen bestehen! und chemisch stabil sind,
bringt deren Aufzéhlung moderne computergestiitzte Methoden an ihre Grenzen. Das
zur Zeit anspruchsvollste Projekt, die GDB-13, z&hlt genau diese Molekiile bis zu einer
Grofe von 13 Atomen auf und kam nach knapp 40.000 Stunden Rechenzeit auf knapp
unter 10? Verbindungen.|[41] Die Anzahl der mdglichen Molekiile mit einer GroRe bis 30
Atomen — in diesem Fall ohne die Beriicksichtigung von Chlor — steigert sich aufgrund
der kombinatorischen Explosion auf geschitzte 10%0.[42] Erschopfende Berechnungen auf
diesen Bibliotheken verbieten sich allein schon durch den zeitlichen Aufwand, den sie
verursachen wiirden. Daher werden verschiedene Techniken eingesetzt um den Raum auf

relevante Bereiche zu beschranken.

Als vorteilhaft hat sich hierbei die Verwendung von chemischen Fragmentraumen (vgl.
Abschnitt 2.5) erwiesen.[34] Sie beschrénken den Suchraum auf Molekiile, die sich durch
die Verkniipfung von vorgegebenen Fragmenten erstellen lassen. Bei einer intelligenten
Fragmentauswahl ldsst sich so der Raum auf einen Teilbereich reduzieren, dessen Mo-
lekiile durchschnittlich wirkstoffahnlicher und leichter synthetisierbar sind, als bei einer

rein zufélligen Auswahl.[32, 43]

Alternativ zur Reduktion des Suchraums kann auch die Fragestellung eingeschrankt
werden. Anstatt komplette Molekiile zu konstruieren, wird so zum Beispiel nur ein zen-
trales Strukturelement nach bestimmten Kriterien ausgetauscht, wobei die Seitenketten
fixiert bleiben.[24| Bis vor kurzem wurde dieser Ansatz vor allen Dingen durch die manuel-
len Kombination und Interpretation verschiedener Methoden umgesetzt|23|, bekam aber
durch den Einsatz von geometrisch indizierten Fragmentdatenbanken|40] einen neuen
Schub. Genauso kann der umgekehrte Ansatz verfolgt werden, und ein zentrales Grund-
gerilist so mit Seitenketten dekoriert werden, dass moglichst gute Interaktionen mit der
Zielstruktur ausgebildet werden.[44] Dieser Ansatz findet insbesondere in Verbindung mit

den Methoden der kombinatorischen Chemie im Bibliotheksdesign Anwendung.[45]

! Als organisch werden in der GDB-13 alle Molekiile betrachtet, die aus Kohlenstoff, Stickstoff, Sauer-
stoff, Schwefel und Chlor bestehen.
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3.3. Rezeptorbasierte de novo Methoden

Die ersten publizierten Methoden auf dem Feld des de novo Designs basieren auf ei-
ner dreidimensionalen Aufklirung der Zielstruktur? und konstruieren neue Molekiile,
indem sie diese in der Zielstruktur entweder atom- oder fragmentbasiert inkrementell
aufbauen.[46] Qsearch teilt mit diesen Programmen vor allem das Problem, chemisch
valide Strukturen zu generieren. Daher sind hier exemplarisch mehrere Programme auf-
gefiihrt, um verschiedene Ansétze darzustellen, die zur Losung des Problems verdffent-
licht worden sind. Dabei erfahren die Aspekte, die Teile der in Qsearch behandelten
Problemstellung betreffen, besondere Beachtung. Ein weitergehende Darstellung aktuel-
ler de novo Designmethoden lisst sich in einer Reihe von Ubersichtsartikeln der letzten
Jahre[24, 34, 46, 47, 48| gewinnen.

3.3.1. LUDI

Eines der ersten de novo Programme wurde von Bohm 1992 unter dem Namen LUDI[35]
verdffentlicht. Das Programm lduft nach dem sogenannten place-and-link Verfahren ab.
In einem ersten Schritt werden Stellen im aktiven Zentrum identifiziert, die fiir bestimm-
te Schliisselinteraktionen verantwortlich sind. Dort werden Startfragmente platziert, die
zu diesen Interaktionen kompatibel sind, und in einem weiteren Schritt zu vollstandi-
gen Molekiilen verbunden. LUDI verwendet sowohl fiir die Startfragmente als auch fiir
die Verbindungsfragmente eine fest definierte Bibliothek, die durch Benutzer erweitert
werden kann. Allerdings basiert die Verkniipfung der Fragmente nicht auf einem retro-
synthetischen Regelwerk wie den RECAP Regeln|27], sondern auf einer Verbindung an
freien Wasserstoffatomen.

Abgesehen von der historischen Bedeutung von LUDI werden viele Elemente des In-
teraktionsmodells, das in dem Programm zum Einsatz gekommen ist, in Qsearch aufge-

griffen.

3.3.2. FlexNovo

Das Programm FlexNovo[31] basiert auf dem inkrementellen Aufbau von Molekiilen des
FlexX-Algorithmus[49]. Als Eingabe dient hier ebenso wie bei LUDI die dreidimensionale
Struktur des aktiven Zentrums. Dafiir wird ein k-greedy Verfahren, das als Tiefensuche

gestaltet ist, verwendet um die Liganden im aktiven Zentrum inkrementell aufzubauen.

2Der Name der rezeptorbasierten Methoden leitet sich daher, dass die Zielstruktur hiufig (aber nicht
immer) ein biologischer Rezeptor ist.
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Der Algorithmus startet mit der automatisierten Platzierung von Fragmenten in dem
aktiven Zentrum|50]|, wobei versucht wird, moglichst gute Interaktionen zwischen dem
Fragment und der Zielstruktur auszubilden. Von allen platzierten Fragmenten werden
die k besten fiir die weiteren Berechnungen beriicksichtigt. In den folgenden Schritten
werden diese Fragmente zu vollstandigen Molekiilen ausgebaut, indem an jedes ihrer
Linkatom alle kompatiblen Fragmente des Fragmentraums angebaut werden. Von die-
sen Teillosungen werden nun erneut die k besten ausgesucht und fiir die néchste Stufe
des inkrementellen Aufbaus beriicksichtigt. Sobald ein Molekiil bestimmte vorgegebene
Kriterien erfiillt, so wird es als Losung ausgegeben.

Qsearch bedient sich des Fragmentraumkonzepts, das FlexNovo verwendet um den
Suchraum zu beschreiben, wobei die konkreten Unterschiede und Gemeinsamkeiten in

Abschnitt 4.1 eingehend besprochen werden.

3.3.3. SkelGen

Unter dem Namen SkelGen wurde von der Firma De Novo Pharmaceuticals eine Reihe
von Methoden veroffentlicht, die sich mit der Problemstellung des de novo Designs be-
schiftigen. Fine genaue Aufschliisselung der einzelnen verwendeten Methoden gestaltet
sich schwierig, da aufgrund der kommerziellen Verwertbarkeit der Forschungsergebnisse
nur wenige Details veroffentlicht wurden. Stattdessen finden sich in der wissenschaftlichen
Literatur Veroffentlichungen, in denen von der erfolgreiche Anwendung des Programms
berichtet wird, und die teilweise Details zu den zum FEinsatz gekommenen Methoden
beinhalten. Im folgenden ist auf Grundlage dieser publizierten Artikel eine Ubersicht
iiber die zur Anwendung gekommenen Methoden zusammengestellt.3

Die Grundlage fiir SkelGen liefern zwei Algorithmen, die Ende der neunziger Jahre
veroffentlicht wurden. In den dazugehorigen Artikeln wird beschrieben, wie neuartige
Kohlenstoffgrundgeriiste in dem aktiven Zentrum eines Proteins konstruiert[30] und an-
schliefend dekoriert[51] werden. Die Grundgeriiste werden durch das Verkniipfen von
undekorierten Kohlenstofffragmenten generiert, wobei sie an allen terminalen Atomen
verkniipft werden konnen. Jedes Grundgerist, das so konstruiert wurde, wird nachtraglich
so mit Heteroatomen dekoriert, dass es optimale Interaktionen in dem aktiven Zentrum
ausbildet.

Den Kern des Algorithmus zur Erstellung neuer Grundgeriiste in SkelGen stellt eine
Monte-Carlo-basierte Methode. Dabei setzt sich der Suchraum aus allen moglichen Koh-

lenstoffgeriisten und den moglichen Orientierungen und Konformationen dieser Geriiste

3Die Firma De Novo Pharmaceuticals hat inzwischen ihre Geschéftstatigkeit eingestellt. Daher lassen
sich weder die publizierten Ergebnisse noch die Methode exakt rekonstruieren.
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3.4. Ligandbasierte de novo Methoden

zusammen. Ein neuer Zustand in der Optimierung wird in einem fest vorgegebenen Ver-
héltnis entweder durch die Verdnderung der dreidimensionalen Koordinaten des aktuellen
Grundgeriists oder eine Verdanderung des Grundgeriists selbst erzeugt. Die Bewertung der
einzelnen Molekiile geschieht durch eine komplexe Bewertungsfunktion, die nicht nur die
mit dem Protein ausgebildeten Interaktionen beriicksichtigt, sondern auch molekulare
Deskriptoren wie das Molekulargewicht, die Hydrophobizitdt, Pharmakophormerkma-
le, und die Anzahl an Ringsysteme miteinbezieht.* Die Bewertungsfunktion kann auch
dahingehend erweitert werden, dass sie in ligandbasierten Szenarien eingesetzt werden
kann[52|, und Terme fiir die Rezeptorflexibilitét mit berticksichtigt|53].

Die generelle Anwendbarkeit von SkelGen wird in einer Reihe von Publikationen be-
schrieben. Hierbei ist eine Validierungsstudie von Stahl et al.[54] herauszuheben, in der
die Ergebnisse von SkelGen retrospektiv mit bekannten Liganden verglichen werden. In
ihr wird gezeigt, wie SkelGen fiir eine Reihe von Zielstrukturen (Estrogen Rezeptor,
COX-2, Stromelysin, und CDK-2) eine Anzahl an bekannten Grundgeriisten reproduzie-
ren konnte, und neuartige Strukturen generiert hat, die von medizinischen Chemikern
als relevant angesehen wurden. Unter den Lésungen fanden sich auch Molekiile mit neu-
artigen Grundgeriisten, die den Estrogen-Rezeptor inhibieren, was durch Experimente

bestétigt werden konnte.|55]

3.4. Ligandbasierte de novo Methoden

Qsearch gehort zu der Klasse der ligandbasierten de novo Methoden. Methoden dieser
Klasse basieren auf dem active analog Prinzip, das die biologischen Aktivitdt von Mole-
kiilen auf einen Satz an Schliisselinteraktionen zuriickfiihrt.|56] Auf Basis dieses Prinzips
wurden verschiedene Methoden entwickelt, die die Ahnlichkeit von Molekiilen in Bezug
auf die (Schliissel-)Interaktionen die sie ausbilden, bewerten. Dabei werden die ausge-
bildeten Interaktionen nicht direkt miteinander verglichen, sondern nur indirekt iiber
verschiedene molekulare Deskriptoren.

Die Deskriptoren, die dabei zum Einsatz kommen, konnen entweder auf zwei- oder
dreidimensionalen Beschreibungen der Molekiile basieren. Erstere verwenden zum Bei-
spiel die Topologie der Molekiile[57] oder sogenannte Fingerprint-Methoden[58], um Aus-
sagen iiber die Ahnlichkeit zu bekannten aktiven Molekiilen zu machen. Letztere verglei-
chen Molekiile {iber ihre rdumliche Ausdehnung und die Anordnung ihrer elektronischen
Eigenschaften.[59] Da beide Ahnlichkeitsmafe auf dem Vergleich zu bekannten Liganden

basieren, werden sie ligandbasiert genannt. Im folgenden werden verschiedene ligandba-

*Eine ausfiihrliche Liste ist in [30] zu finden.

29



3. de novo Design

sierte de novo Ansétze prisentiert.

3.4.1. Flux

Das Programm Flux|60] verwendet einen populationsbasierten evolutiondren Algorith-
mus um durch den chemischen Raum zu navigieren. Dafiir werden evolutiondre Mecha-
nismen auf virtuelle ,Molekiilpopulationen“ angewendet, und ein ,,Selektionsdruck® fiir ei-
ne moglichst hohe Ahnlichkeit zu einer Referenzstruktur aufgebaut. Die Fitnessfunktion,
die dabei zum Einsatz kommt, setzt sich aus zwei molekularen Fingerprints zusammen.
Einerseits einem, der auf den Ghose-Crippen Atomtypen|61] basiert|62|, und anderer-
seits auf dem Daylight Fingerprint®. Um neue Molekiile zu erzeugen, verkniipft das Pro-
gramm Fragmente der COBRA-Bibliothek[43]. Eine Besonderheit ist hierbei, dass nicht
nur einfache Mutationen der einzelnen Molekiile moglich sind, sondern auch sogenannte
Crossover Operationen, bei denen zwischen den Individuen innerhalb einer Population
Informationen ausgetauscht werden.|63]

Mithilfe von Flux wurden unter anderem neuartige Molekiile mit Aktivitidt gegen HI-
Viren vorhergesagt, die auch experimentell validiert wurde.[64] Des weiteren konnte mit
dem Programm auch eine neue Leitstruktur fiir das Blockieren von Kalium-Kanélen

vorhergesagt werden, die ebenfalls in vitro bestitigt wurde.|28§]

3.4.2. NovoFLAP

In Kooperation mit der Firma Tripos hat die Firma AstraZeneca das Programm NovoFLAP
entwickelt. Es liefert offenbar gute Ergebnisse|[65], befindet sich aber nur im internen Ein-
satz, weswegen die verwendete Methodik nicht im Detail beschrieben wurde. NovoFLAP
kombiniert die Anwendung eines evolutionédren Algorithmus um Fragmentraume zu durch-
suchen mit einer flexiblen Ligandausrichtung um die Fitness der einzelnen Teillésungen zu
bestimmen. Die Suche in dem Fragmentraum wird mithilfe des Programms EA-Inventor®
durchgefiihrt, und die Bewertung der Teillésungen mithilfe des Programms FLAP?.

Um ein Molekiil zu bewerten, das im Verlauf der Optimierung erzeugt wurde, verwen-
det FLAP einen zweiphasigen Algorithmus. In der ersten Phase kommen die externen

Programme Omega® und ROCS? zum Einsatz. Fiir jedes erzeugte Molekiil wird durch

®Daylight Chemical Information Systems Inc.: Irvine, CA (USA). www.daylight.com

SEA-Inventor; Tripos L.P.: St. Louis, MO (USA).www.tripos.com

"FLAP ( flexible ligand alignment protocol“); AstraZeneca Pharmaceuticals: Wilmington, DE (USA).
Nicht veroffentlicht.

80mega; OpenEye Scientific Software Inc.: Santa Fe, NM (USA). www.eyesopen.com/omega

ROCS; OpenEye Scientific Software Inc.: Santa Fe, NM (USA), wuw.eyesopen.com/rocs
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3.4. Ligandbasierte de novo Methoden

Omega ein Konformationsensemble erstellt, dessen Mitglieder durch ROCS mit dem Re-
ferenzliganden iiberlagert werden. Die Uberlagerung, die den besten Volumeniiberlapp
liefert, wird in der néchsten Phase dazu verwendet, den endgiiltigen Fitnesswert zu be-
stimmen. Er berechnet sich aus dem normalisierten Volumentiberlapp|66] zum Referenz-
liganden und der chemischen Ahnlichkeit, die iiber das Programm Triphic'® bestimmt
wird. Diese beiden Werte ergeben zusammen eine Zahl zwischen 0,0 und 2,0, die der
EA-Inventor als Fitnesswert verwendet.

Der in dem EA-Inventor verwendete genetische Algorithmus ist ein regulédrer popu-
lationsbasierter stochastische Algorithmus mit der Besonderheit, dass er eine einfach
zugdngliche Schnittstelle fiir benutzerdefinierte Bewertungsfunktionen wie in diesem Fall
FLAP bietet. Die Grundlage fiir den chemischen Raum, den der Algorithmus durchsucht,
liefert — wie auch bei Qsearch — ein chemischer Fragmentraum. Der Fragmentraum, der
in der Publikation verwendet wurde, besteht aus {iber 1300 Fragmenten, die aus dem
MDDR! Datensatz generiert wurden, und die iiber 32 Regeln neu verkniipft werden
konnen. 2

NovoFLAP wurde erfolgreich innerhalb von AstraZeneca im Rahmen einer Forschungs-
kampagne fiir den 5HT - Rezeptor!® verwendet, wobei neue Molekiile auf Basis eines
fixen Startfragments entworfen wurden. Die Molekiile, die von dem Programm vorge-
schlagen wurden, sind nachtréglich von medizinischen Chemikern leicht modifiziert wor-
den und dienten als Grundlage einer neuen Strukturklasse von nanomolaren Inhibitoren
des 5HT - Rezeptors.|70]

3.4.3. BlBuilder

Das Programm BIBuilder[38] wurde 2011 von der Firma Bohringer Ingelheim vorgestellt.
Es ist eine der wenigen Anwendungen, in denen das Problem des de novo Designs mit
Beriicksichtigung dreidimensionaler Informationen durch eine erschopfende Suche gelost
wird. Abgesehen von FlexNovo|31]| wird die erschopfende Suche ansonsten hauptséachlich
fiir die Rekombination von bekannten aktiven Molekiilen (also in sehr kleinen Fragmen-

traumen) verwendet.[46] BIBuilder durchsucht den Fragmentraum im Rahmen einer Tie-

1°Triphic; AstraZeneca Pharmaceuticals: Wilmington, DE (USA). Nicht verdffentlicht. Die Arbeitsweise
von Triphic wird als analog zur CLIP[67] beschrieben, das Ahnlichkeitwerte auf Basis von Subgraphen
bestimmt.

"'MDL Drug Data Report; Symyx Technologies, Inc.: Sunnyvale, CA (USA). www.accelrys.com

2Der Datensatz wurde von Tripos und AstraZeneca entwickelt, aber nicht veréffentlicht.

Der 5-Hydroxytryptamin 1B Rezeptor ist im zentralen Nervensystem lokalisiert. Seine Inhibition er-
hoht (indirekt) die Produktion von Osteoblasten, die in der Knochenproduktion involviert sind[68].
Eine erhohte Aktivitdt hingegen wird mit Depressionen und dem Hang zum Drogenmissbrauch in
Verbindung gebracht[69].
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fensuche, wobei die generierten Molekiile aus maximal drei Fragmenten bestehen. Um
mit der kombinatorischen Explosion umzugehen, werden zwei Strategien angewendet:
die Reduktion der Berechnungskomplexitéit einerseits und eine frithe Einschrankung des
Suchraums durch das Verwerfen von Teillosungen, die bestimmte Kriterien nicht erfiillen,
andererseits.

Der Algorithmus zum Aufbau der Molekiile verfihrt folgendermafsen: Jedes Eingabe-
fragment wird in allen méglichen Orientierungen innerhalb des Pharmakophors als Start-
punkt platziert. Diese Startplatzierung dient als Ausgangspunkt fiir das weitere Wach-
sen des Molekiils. An allen Ankniipfungspunkten dieses Fragments werden alle erlaubten
Fragmente in verschiedenen Orientierungen angebaut, wobei ihre Konformationen jeweils
mithilfe des Programms Omega berechnet werden. Nach jedem Anbauschritt werden die
Teillosung bewertet und gegebenenfalls verworfen. Die Laufzeit der Gesamtmethode ist
relativ hoch und bewegt sich zwischen 500 und 72,000 Computerstunden.

Die Komplexitat der Berechnungen wird dadurch reduziert, dass samtliche Teillsun-
gen nur mit einem dreidimensionalen Pharmakophor bewertet werden. Im Vergleich zu
aufwendigeren Scoring-Funktionen ermdéglicht dies Geschwindigkeitsvorteile, da nur ein-
fache geometrische Berechnungen notwendig sind, und die Anzahl der Kriterien fiir die
Bewertung des Liganden niedrig gehalten wird. Um die Suche weiter zu beschleunigen,
werden in jedem Amnbauschritt Mindestanforderungen fiir die weitere Expansion einer
Teillosung definiert. Erfiillt eine Teillosung diese nicht, so wird sie verworfen, wodurch
sich frithzeitig Bereiche des Suchraums als nicht erfolgversprechend identifizieren und
iiberspringen lassen.

Erst nachdem ein Molekiil vollstdndig aufgebaut worden ist, wird es unter Beriicksich-
tigung der gesamten Bindetasche mithilfe eines Kraftfeldes minimiert und anschliefsend
durch eine Scoring-Funktion bewertet. Letztendlich werden sdmtliche erzeugte Losungen
in einer Ergebnisliste zusammengefasst und dem Benutzer zuriickgegeben.

Die Anwendbarkeit des Ansatzes wurde durch die Reproduktion von spezifischen Li-
ganden aus groften Fragmentraumen gezeigt. So befand sich ein solcher Ligand fiir Renin
unter 24.000 generierten Losungen und fiir den Estrogenrezeptor konnte er unter 142.000

generierten Molekiilen gefunden werden.

3.5. Neuheitswert der Methode

Die in Qsearch zum Finsatz kommende Kombination von dreidimensionalen Pharma-
kophoren mit dem stochastisch unterstiitzen Erstellen von Molekiilen aus chemischen

Fragmentraumen und einer dynamischen Ausrichtung ist in der Literatur bisher nicht be-
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schrieben. Die dhnlichste Methode wurde im Programm SkelGen|30, 51| verwirklicht, die
jedoch keine chemischen Fragmentridume verwendet, sondern einfache Kohlenstoffgertiste,
die nachtriglich dekoriert werden. Dariiber hinaus besteht in dem SkelGen Algorithmus
keine methodische Trennung zwischen der Suche im chemischen Raum und der Opti-
mierung im Konformationsraum, wodurch der Suchraum beide Komponenten beinhaltet
und dadurch stark vergrofsert wird. Ein weiteres Alleinstellungsmerkmal von Qsearch ist
die Entdekoration von aus Fragmenten gebauten Molekiilen, die den Suchraum spezifisch

um fiir ein Pharmakophor relevante Teile vergrofiert.
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4. Modellierung

In diesem Kapitel wird die Modellierung der eingesetzten chemischen Konzepte fiir die
computergestiitzte Berechnung durch Qsearch erlautert. Dazu gehort das Modell, mit
dem die Fragmentrdume beschrieben werden, die Art und Weise in der die potentiellen
Interaktionen von Molekiilen bestimmt werden, die Beschreibung der Pharmakophore
und im Rahmen eines kurzen Exkurses die Methode, die fiir die Bestimmung des mole-

kularen Volumens zur Anwendung kommt.

4.1. Fragmentraummodell

Das in Qsearch verwendete Fragmentraummodell basiert auf den Vorarbeiten, die im
Rahmen der Erstellung von FlexNovo|31]| durchgefithrt wurden, und in denen das in
FTrees-FS|29] zum Einsatz kommende Modell um die Handhabung von dreidimensiona-
len Koordinaten erweitert wurde. Da Qsearch intern auf dem NAOMI-Atommodell|71]
basiert, wurde das Fragmentraumkonzept aus FlexNovo leicht umformuliert und neu
implementiert. Die Gemeinsamkeiten und Unterschiede der beiden Implementierungen
werden im folgenden diskutiert.

Als Fragment wird ein Molekiil bezeichnet, an dem an einer oder mehreren Stellen so-
genannte Linkatome annotiert sind, die die Stellen markieren, an denen Verkniipfungen
mit anderen Fragmenten durchgefiihrt werden konnen. Dabei beinhaltet jedes Linkatom
selbst drei Informationen: Einen Linktyp, der beschreibt, mit welchen anderen Linka-
tomen Verkniipfungen durchgefiihrt werden diirfen, den Ezitvektor[40], der die Position
und Orientierung definiert, in der andere Fragmente angefiigt werden kénnen, und ei-
nem Bindungstyp, der die Valenz des zum Linkatom benachbarten Atoms definiert. Die
Linktypen werden in der Regel analog zu den Schnittregeln, mit denen die Fragmente
aus Molekiilbibliotheken erstellt werden, vergeben, und der FEzitvektor ergibt sich aus
dem Winkel, in dem das Linkatom zu dem Fragment steht. Er wird genauso wie der
Bindungstyp aus der geschnittenen Bindung iibernommen.

Um das Konzept der Linkatome in das NAOMI-Modell von Element / Valenzzustand /

Atomtyp zu integrieren, wurde ein neues Element (,LINKER®) eingefiihrt, und drei neue
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Valenzzustande (,Lk 100 Lk 010% ,Lk 001“) mit dazu korrespondierende Atomty-
pen (,Lk 100¢ ,Lk 010% ,Lk 001“) erstellt, die Informationen iiber die geschnittene
Bindung beinhalten. Sie werden dazu verwendet, Linkatome, die beim Schneiden einer
einfachen, doppelten oder dreifachen Bindung erstellt worden sind, zu kennzeichnen. So
wird es ermdglicht, die Fragmente iiber die reguldre Molekiilinitialisierung mithilfe der
NAOMI-Routinen durchzufiihren.

Ein Fragmentraum besteht aus einer Menge von Fragmenten und einem Satz an Re-
geln, die beschreiben, wie diese Fragmente verkniipft werden kénnen. Die Unterschiede
zu der Fragmentraumimplementierung aus FlexNovo ergeben sich grofstenteils aus den
implizit vorhandenen chemischen Informationen im NAOMI-Modell, was eine Vereinfa-
chung der Fragmentraumdefinitionen zur Folge hat.! Folgende Punkte werden nicht mehr

als Eingabe benotigt:

Torsionswinkel Bisher war es notig, planare Geometrieren entlang von neu gekniipften
Bindungen explizit kenntlich zu machen, damit sie korrekt erstellt werden. Das
NAOMI-Modell hingegen erkennt Bindungen, die zu delokalisierten Systemen ge-
horen, automatisch und konstruiert die Molekiile so, dass an diesen planare Winkel
eingestellt werden. Dabei wird stets eine E-Konformation entlang der neu gekniipf-

ten Bindung ausgewé&hlt.

Bindungsliangen FlexNovo erlaubte die Bindungslidnge fiir neu gekniipfte Bindungen als
Eingabeparameter anzugeben. Das NAOMI-Chemiemodell stellt diese Informatio-

nen zur Verfiigung. Sie wird daher nicht mehr als zusétzliche Eingabe bendtigt.

Atomtyptransformationen Das FlexNovo-Molekiilmodell verwendet fiir die Beschrei-
bung kleiner Molekiile die Atomtypen, die im Tripos Kraftfeld[72| fiir Proteine
definiert wurden. Dadurch, dass das Kraftfeld nicht die gesamte Spannbreite von
Atomtypen in Wirkstoffmolekiilen abdeckt, ist es teilweise notig, die Zuordnung
der Kraftfeldtypen zu den Atomen, die adjazent zu einer neu entstandenen Bin-
dung liegen, zu verdndern. Durch die differenziertere Abbildung der Atomtypen
im NAOMI-Modell ist dieser Schritt nicht mehr nétig. Dies hat den zusédtzlichen
Vorteil, dass bestimmte Deskriptoren fiir Molekiile wie die Anzahl an Akzeptoren

oder rotierbaren Bindungen nun iiber Fragmente hinweg additiv sind.

Amidbindungen Im Tripos Kraftfeld werden die delokalisierten Bindungen in Amiden

separat behandelt. Fiir FlexNovo musste angegeben werden, dass Amidbindungen

'Um eine Abwirtskompatibilitdt der Fragmentriume zu gewihrleisten, wird das Eingabeformat von
FlexNovo weiterhin verwendet, allerdings werden die nun obsolet gewordenen Informationen ignoriert,
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Abbildung 4.2.1.: Platzierung der Interaktionspunkte anhand von zwei Beispielen. Bei
einem aromatischen Ring werden zwei Interaktionen generiert (griin)
Beide beginnen im Ringmittelpunkt und zeigen senkrecht vom Zen-
trum weg. Bei Akzeptoren (blau) zeigen Interaktionen in Richtung der
Elektronenpaare und bei Donoren zeigen die Interaktionen in Richtung
der polaren Wasserstoffatome (rot).

bei einer Verkniipfung entstehen. Das NAOMI-Konzept kommt ohne diese explizite

Modellierung aus.

4.2. Interaktionsmodell

In einem Pharmakophor sind die elektronischen Merkmale, die fiir die Ausbildung von
supramolekularen Interaktionen notwendig sind, enthalten. Um ein Molekiil mit den An-
forderungen eines Pharmakophors zu vergleichen, miissen die potentiellen Interaktionen,
die es ausbilden kann, beschrieben werden. Das in Qsearch implementierte Interaktions-
modell basiert auf den Arbeiten zu molekularen Interaktionen, die von Bohm fiir das
Programm LUDI|7] durchgefiihrt worden sind.

In der Adaption von Qsearch werden ausschliefslich gerichtete Interaktionen explizit
modelliert. Hierbei besteht eine potentielle Interaktion immer aus zwei Punkten: einem
Start- und einem Endpunkt. Die Distanz zwischen beiden Punkten ist fiir eine maximale
Kompatibilitit mit den MOE Pharmakophoren, die Qsearch als Eingabe dienen, auf 2,1A
festgelegt. Im folgenden wird auf die in Abschnitt 2.2 aufgezdhlten Interaktionstypen

eingegangen, und deren genaue Zuweisung dargestellt.

(Wasserstoffbriicken-) Akzeptoren Als Akzeptor werden alle Stickstoff- und Sauerstoff-

atome betrachtet, die mindestens ein freies Elektronenpaar haben. Bestimmte Atome sind
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explizit von dieser Zuweisung ausgenommen, da sie diese Interaktionen entweder gar
nicht ausbilden, oder die ausgebildeten Interaktionen zu schwach sind, um im Pharma-
kophorkontext beriicksichtigt zu werden. Dies sind alle Heteroatome von Nitrogruppen,
die Stickstoffatome in Aminen, sowie die einfach gebundenen Sauerstoffatome in Ethern
und Estern. Das Zentrum der Interaktion bildet jeweils das polare Schweratom, und die

Richtungen werden durch die Position der freien Elektronenpaare vorgegeben.

(Wasserstoffbriicken-)Donoren Das NAOMI-Modell|71] stellt iiber seine Atomtypklas-
sifikation die Information zur Verfiigung, ob ein Atom als Donor fungieren kann oder
nicht. Das Zentrum der Interaktion wird auf das Schweratom gesetzt, und die Richtun-
gen werden jeweils durch die Position der an das Atom gebundenen Wasserstoffatome

vorgegeben.

Aromatische Ringe Um die Interaktionen zu beschreiben, die durch einen aromati-
schen Ring ausgebildet werden konnen, werden drei Punkte verwendet, die zusammen
zwei Interaktionsrichtungen beschreiben. Der Startpunkt beider Interaktionen wird in
den geometrischen Mittelpunkt des Rings gelegt, und die zwei verschiedenen Endpunkte
werden jeweils ober- und unterhalb der Ringebene platziert. Bei Ringsystemen wird dies

fiir jeden einzelnen aromatischen Ring durchgefiihrt.

Weitere Interaktionstypen Zusitzlich zu den eben genannten gerichteten Interaktions-
typen werden noch die Formalladungen und hydrophoben Regionen beriicksichtigt, die
aber nicht explizit modelliert werden. Sie werden anhand von Molekiileigenschaften in

den jeweiligen Bewertungsfunktionen abgefragt. (vgl. Abschnitt 5.5)

4.3. Pharmakophormodell

Die Grundlage fiir die Bewertung von Molekiilen in Qsearch stellt ein benutzerdefinierter
Pharmakophor dar. In diesem Abschnitt werden die elektronischen Merkmale erlautert,
die in Qsearch verwendet werden, um Pharmakophore zu beschreiben. Sie basieren auf
dem zuvor erlduterten Interaktionsmodell und sind wiederum die Voraussetzung fiir die
in Abschnitt 5.5 definierte Straffunktion, die in den stochastischen Optimierungsalgorith-

men zum Einsatz kommt.
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Pharmakophor Zentrum Richtung

Akzeptor Schweratom freies Elektronenpaar

Donor Schweratom gebundenes Wasserstoffatom
Aromatischer Ring Mittelpunkt Normale zur Ringebene
Positive Ladung Atom mit Ladung gebundenes Wasserstoffatom
Negative Ladung Atom mit Ladung freies Elektronenpaar
Hydrophob unpolares Atom

Tabelle 4.1.: Elektronische Merkmale von Pharmakophoren und ihre Entsprechungen in
Molekiilstrukturen.

4.3.1. Sterische Eigenschaften

Die sterische Anteil eines Pharmakophors definiert, welchen Raum ein Molekiil innerhalb
einer Zielstruktur einnehmen darf. Er wird in Qsearch iiber einen Satz Kugeln modelliert,
was insbesondere Vorteile im ligandbasierten Design hat, wo die erlaubte Form anhand
eines oder mehrerer iiberlagerter aktiver Molekiile abgeleitet wird. Dabei wird eine Kugel
auf jedes Atom platziert, und so der Raum bestimmt, der fiir die Molekiile im aktiven
Zentrum zur Verfligung steht.

In Qsearch erfiillt ein Molekiil die sterischen Auflagen eines Pharmakophors dann, wenn
keines seiner Schweratome auferhalb der Pharmakophorform liegt, was iiber die Atom-
mittelpunkte bestimmt wird. Dass die Wasserstoffatome vernachléssigt werden, kann
iiber ihre geringe Grofe gerechtfertigt werden und ermoglicht bedeutende Geschwindig-

keitsvorteile, die sich auch vergleichbare Methoden zu nutze machen.[18]

4.3.2. Elektronische Pharmakophormerkmale

Neben dem sterischen Anteil beinhaltet ein Pharmakophor auch elektronische Merkmale,
die ebenfalls Bedingung fiir die molekulare Erkennung eines Molekiils sind. Diese Merk-
male werden von Qsearch mithilfe von annotierten Kugeln modelliert. Sie beschreiben die
rdumliche Verteilung der elektronischen Eigenschaften, die ein Molekiil aufweisen muss,
um dem Pharmakophor zu entsprechen. Die elektronischen Eigenschaften entstammen
einem Konsens, der zwischen den etablierten Methoden gebildet hat, und zuerst in der
Beschreibung des Programms Catalyst|73| formuliert wurde.[74] (vgl. Abschnitt 2.3 )
Die Pharmakophormerkmale sind eng mit dem Interaktionsmodell verbunden, wobei
sich fiir die meisten Merkmale eine 1:1 Beziehung zu den Interaktionstypen herstellen
lasst. Die Annotationen der Kugeln beziehen sich auf die potentiellen Interaktionen,

die ein Molekiil ausbilden kann, wobei eine Kugel sich entweder auf den Start- oder

38



4.3. Pharmakophormodell

HN/ HN/

O //< O o //< O
NH NH /D
O N —
\
@) )J\ (b) \\NH

Abbildung 4.3.1.: Ein Pharmakophor fiir die Interaktion mit einem Proteinriickgrad (cy-
an) und zwei verschiedene molekulare Fragmente die ihn erfiillen. (a) ist
ein erwiinschtes Fragment, da die Richtung der Interaktion eine Was-
serstoffbriickenbindung erlauben wiirde, (b) ist ein eher unerwartetes
Fragment, da die beiden Pharmakophormerkmale von verschiedenen
Atomen erfiillt werden.

Endpunkt einer Interaktion bezieht. Ein elektronisches Pharmakophormerkmal ist dann
erfiillt, wenn ein entsprechender Punkt in ihm liegt. Eine Zusammenstellung der model-
lierten Eigenschaften und ihren korrespondierenden molekularen Motiven ist in Tabelle
4.1 aufgefiihrt.

Einen Spezialfall im implementierten Pharmakophormodell stellt die Modellierung der
hydrophoben Eigenschaften dar. In Qsearch werden Atome als hydrophob angesehen,
wenn sie keine Formalladung tragen und weder Wasserstoftbriickendonor noch -akzeptor
sind. Ein hydrophobes Pharmakophormerkmal ist dann erfiillt, wenn mindestens ein hy-
drophobes Atom in ihm liegt, und dort gleichzeitig kein polares Atom vorhanden ist.
Eine ausfiihrliche Diskussion der Handhabung von hydrophoben Pharmakophormerkma-
len findet sich in Abschnitt 6.5.1.

4.3.3. Verkniipfung von Pharmakophormerkmalen

Um die Richtung einer gewiinschten Interaktion mithilfe eines Pharmakophors zu defi-
nieren, reicht es nicht aus, zwei voneinander unabhéngige Merkmale zu verwenden. So
konnten zwei Pharmakophormerkmale, die einen Start- und Endpunkt definieren, jeweils
von verschiedenen Molekiilteilen erfiillt werden, wenn dies nicht explizit vorgegeben ist.
(vgl. Abbildung 4.3.1) Um diesen Fall zu vermeiden, kénnen Merkmale verkniipft wer-

den, wodurch gefordert wird, dass sie von Interaktionen erfiillt werden miissen, die den
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4. Modellierung

gleichen Startpunkt teilen.

Prinzipiell lassen sich nur Pharmakophormerkmale vom gleichen Typ verkniipfen. Eine
Ausnahme bilden die Merkmale, die Ladungen definieren. Negative Ladungen kénnen mit
Akzeptor-Richtungen, und positive Ladungen mit Donor-Richtungen kombiniert werden.
Dies spiegelt die Definition eines geladenen Amins oder einer geladenen Carbonséure
mitsamt ihren Ausrichtungen wider.

Die Anzahl der Merkmale, die verkniipft werden kénnen, ist nicht auf zwei beschrankt.
Ein héufiges Beispiel ist die Verkniipfung eines Akzeptor-Zentrums mit zwei Akzeptor-
Richtungen, um die Position einer Carbonylgruppe zu beschreiben. In diesem Fall kénnen
nur Atome, die mindestens zwei freie Elektronenpaare besitzen, dieses kombinierte Merk-

mal erfiillen.

4.4. Molekulare Flexibilitat und Konformationen

Molekiile haben in der Regel keine starren Form, sondern zeichnen sich durch geometri-
sche Flexibilitat aus. An sogenannten ,rotierbaren Bindungen“ kénnen sich Molekiilteile
gegeneinander verdrehen, wodurch eine Menge an moglichen dreidimensionalen Formen,
den sogenannten Konformationen, fiir ein Molekiil entsteht. Dabei gibt es Faktoren, die
die freie Rotierbarkeit an Bindungen einschranken. In der Regel ist dies die sterische Hin-
derungen durch grofse Molekiilteile, die bei einer Rotation kollidieren wiirden. Aber auch
andere Faktoren konnen fiir eine Erh6hung der Energiebarriere verantwortlich sein. Hier-
zu zéhlen delokalisierte m-Elektronensysteme zwischen den Atomen die an der Bindung
beteiligt sind, und die Fixierung einer Bindung durch Ringschliisse.?

In Qsearch kommt ein vereinfachendes Modell fiir die molekulare Flexibilitdt zum Ein-
satz. In dem Modell wird jede Bindung als rotierbar betrachtet, die folgende Bedinungen

erfiillt:
1. sie ist eine Einzelbindung
2. sie ist keine Ringbindung
3. sie ist nicht Teil eines delokalisierten Elektronensystems
4. sie ist nicht terminal

5. sie verbindet keinen Methyl- oder Trifluormethylrest

2Dariiber hinaus gibt es an bestimmten molekularen Mustern Winkel, die priiferiert angenommen wer-
den. Eine weiterfiihrende Diskussion findet sich in Abschnitt 6.5.2.
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4.5. Molekulares Volumen

6. sie verbindet kein Nitril

In diesen Kriterien kommen zusétzlich zu den chemischen Voraussetzung fiir die Rotier-
barkeit auch Heuristiken fiir hdufige symmetrische Gruppen zusammen, durch die der
zu durchsuchende Konformationsraum eines Molekiils ohne den Verlust von relevanter

Information verkleinert werden kann.

4.5. Molekulares Volumen

Das van-der-Waals Volumen eines Molekiils ist das Volumen, das von ihm eingenommen
wird, und in dem keine Atome anderer Molekiile Platz finden.|75] Es spielt in der Wirk-
stoffforschung — gerade bei QSAR Ansétzen — eine entscheidende Rolle. Zum Beispiel
ist es unter anderem einer der Faktoren, der die Geschwindigkeit des passiven Trans-
ports in die Zellen bestimmt.|76] Im Kontext von Qsearch ist allerdings noch wichtiger,
dass Molekiile, die ein Volumen haben, das zu grof fiir die sterischen Beschrankungen
eines Pharmakophors ist, diesen immer verletzen, und daher ohne Weiteres iibersprungen
werden konnen. (vgl. Schnelle Ablehnung in Abschnitt 5.2)

In der Regel wird das Volumen eines Molekiils iiber die Vereinigung von atomzentrier-
ten Kugeln beschrieben, deren Radius dem van-der-Waals Radius des jeweiligen Elements
entspricht.[77] Das Problem bei dieser Berechnungsmethode liegt fiir Qsearch darin, dass
die Koordinaten der Atome vorliegen miissen, um sie anwenden zu konnen. Die Be-
stimmung der Koordinaten ist jedoch aufwendig, weswegen es wiinschenswert ist, eine
Methode zu verwenden, die ohne dreidimensionale Informationen auskommt.

Aus verschiedenen Publikationen geht hervor, dass sich das Volumen von Molekiilen
sehr gut auf Basis der Molekiiltopologie vorhersagen lasst. Beispielsweise konnen Beitréige
von Molekiilfragmenten summiert|75], oder auch einfache Faustformeln|78] dafiir verwen-
det werden, das van-der-Waals Volumen anzunédhern. Vor diesem Hintergrund wurde fiir
die Anwendung in Qsearch eine Parametrisierung der NAOMI-Atomtypen|71] in Bezug
auf ihre Volumenbeitrége vorgenommen. Dazu wurde der ZINC ,lead-like* Datensatz[79]
in der Version 8 mit 2,7 Millionen Molekiilen und annotierten dreidimensionalen Koordi-
naten verwendet. Die einzelnen Molekiileintrage liegen in verschiedenen Protonierungs-
zustdnden vor, was eine umfassendere Beriicksichtigung von verschiedenen Atomtypen
ermoglicht, als bei der Verwendung von Molekiilen mit Standardprotonierungen, bei de-
nen zum Beispiel alle Carbonséuren deprotoniert sind.

Ein Nachteil dieses Datensatzes ist, dass die Koordinaten mithilfe eines Kraftfelds au-
tomatisch generiert wurden. Dies fiihrt zu einer Parametrisierung auf das zum Einsatz

gekommene Chemiemodell (in diesem Fall das der Firma OpenEye) und nicht auf die phy-
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Abbildung 4.5.1.: Vergleich der Abweichung vom nach Grant und Pickup|77] geome-
trisch ermittelten Volumen nach der Methode von Zhao und nach den
NAOMI-Atomtypen in einem Box-Whisker Plot. Die verwendeten Mo-
lekiile entstammen dem WDI Datensatz aus 2008.

sikalisch korrekten Werte. Allerdings sollte die Grofsenordnung der Unterschiede zwischen
verschiedenen Chemiemodellen bei der Verwendung in Qsearch nicht ins Gewicht fallen.
Diese Annahme wird durch den Vergleich mit von CORINA|[80] generierten Koordinaten
in Abbildung 4.5.2 bekraftigt.

Entsprechend der Hypothese, dass die Atombeitridge unabhingig voneinander zum
Volumen beitragen, wurde eine lineare Regressionsanalyse auf den Daten angewendet.
Dafiir wurden aus den 2,7 Millionen Molekiilen zuféllig 100.000 als Trainingsdatensatz
ausgewahlt. Fiir jedes Molekiill wurde das Volumen geometrisch iiber die Vereinigung
der Atomkugeln berechnet, und die jeweilige Atomtypverteilung bestimmt. Diese Daten
wurden als Grundlage fiir eine Analyse der Atomtypenbeitrige mittels QR-Zerlegung
verwendet. Das entstandene Modell zeigte einen r2-Wert von 0,9987, was fiir einen sehr
guten Zusammenhang zwischen den Atomtypen und den Volumen steht. Die einzelnen

Atomtypenbeitrige sind in Anhang C aufgefiihrt.

Um das Verhalten der Methode im Vergleich zu anderen beurteilen zu kénnen, wurde
das Modell von Zhao[78] als Alternative herangezogen.? Das Modell berechnet das Volu-
men fiir ein Molekiil M auf Basis der Volumenbeitrigen der einzelnen Atomkugeln und
kompensiert ihre Uberschneidungen mithilfe der Anzahl der Bindungen (B), sowie der
Anzahl aromatischen (Ra) und nicht-aromatischen (Rya) Ringsysteme, vdw(a) liefert

das van-der-Waals Volumen eines Atoms:

3Fiir die Auswahl ausschlaggebend war die Verfiigbarkeit (bzw. Nichtverfiigbarkeit) von alternativen
Methoden und Datensétzen, die nur kommerziell verfiigbar sind.

42



4.5. Molekulares Volumen

3D Volumen in A2
1500 2000 2500
®

1000

500

I I I I I I
0 500 1000 1500 2000 2500

2D Volumen in A3

Abbildung 4.5.2.: Vergleich zwischen dem Volumen, das mithilfe der Atomtypen berech-
net wurde, und dem Volumen, das geometrisch bestimmt wurde.
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4
Veaw (M) = Y gvdw(a)?’ —5,92B — 17,4R — 3,8Rna

a€M

Als Testdatensatz wurde der WDI Datensatz? aus 2008 verwendet, der 4295 Mole-
kiile enthélt, fiir die mit dem Programm CORINA|80] 3D-Koordinaten erstellt wurden.
Auf dieser Basis wurde das Volumen geometrisch|[77], mittels der NAOMI-Atomtypen,
und der Formel nach Zhao berechnet. In Abbildung 4.5.2 sind die Abweichungen der je-
weiligen Methode von der geometrischen Berechnung aufgetragen, die als Vergleichswert
verwendet wurde. Es ist ersichtlich, dass die Vorhersage auf Basis der NAOMI-Atomtypen
weitaus weniger Abweichung von den geometrisch ermittelten Werten mit sich tragt und
dariiber hinaus eine geringere Varianz bei den Abweichungen aufweist. Folglich wurde

flir die Volumenberechnung in Qsearch dieser Ansatz ausgewahlt.

4World Drug Index; Thomson: Philadelphia, PA (USA).
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In diesem Kapitel werden die Methoden beschrieben, die im Rahmen des Projektes zum
Einsatz gekommen sind. Dafiir wird zuerst ein allgemeiner Uberblick iiber den Arbeits-
ablauf in Qsearch gegeben und daraufhin auf spezifische Teilaspekte der Gesamtmethode

eingegangen.

5.1. Allgemeiner Uberblick iiber die Methode

In der Literatur fiir das de novo Design existieren verschiedene Ansétze, um Fragmen-
traume nach bestimmten Kriterien zu durchsuchen. Fiir die Methoden, die lediglich auf
zweidimensionalen Molekiilbeschreibungen basieren, wurden neben stochastischen Ver-
fahren (vgl. [60, 81, 82|) auch Ansétze veréffentlicht, die die Komplexitidt des Problems
algorithmisch angehen und es optimal 16sen (vgl. FTrees-FS[29]). Vergleichbare algorith-
mische Losungen fiir dreidimensionale Molekiilbeschreibungen, wie sie in Qsearch ver-
wendet werden, finden sich in der Literatur hingegen nicht!, da es bisher nicht gelungen
ist, das Problem so zu formulieren, dass es ist in vertretbarer Zeit optimal gel6st werden
kann.

Die Algorithmen, die in Qsearch zum Einsatz kommen, verwenden stochastische Me-
thoden, wobei dem Simulated Annealing[83| eine herausragende Bedeutung zukommt.
Diese Methode eignet sich fiir grofe Suchraume mit unstetigen Energielandschaften, und
wurde oft bei vergleichbaren Problemen verwendet. 48|

Der Qsearch Algorithmus beginnt mit der zufilligen Generierung von Molekiilen aus
den Eingabefragmenten, bis eines gefunden worden ist, das von der Gréfe und von den
Interaktionen her den Pharmakophor erfiillen kann. Ausgehend von diesem Startpunkt
tritt Qsearch dann in eine Schleife von kontinuierlichen molekularen Modifikationen ein.
In jedem Schritt werden die Fragmente des aktuellen Molekiils modifiziert, und das dar-

aus resultierende Molekiil an dem Pharmakophor ausgerichtet. Abhéngig davon, wie gut

! Ausnahmen bilden die Programme FlexNovo[31] und BIBuilder[38]. Sie 16sen das Problem durch ei-
ne Aufzéhlung aller moglichen Losungen. Trotz ihrer Heuristiken zur Beschrankung des Suchraums
zeichnen sie sich durch lange Laufzeiten und grofen Ressourcenbedarf aus. Qsearch hingegen wurde
explizit fiir begrenzte Rechner-Ressourcen geschrieben, damit es auf iiblichen Desktop Computern
ausgefithrt werden kann.
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Abbildung 5.1.1.: Allgemeiner Uberblick iiber den Ablauf des in Qsearch verwendeten
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Algorithmus. Der Algorithmus beginnt mit einem zuféllig generierten
Molekiil an der mit einem * markierten Stelle und vollfiihrt eine de-
finierte Anzahl von vollstdndigen Schleifendurchldufen. Zu Beginn der
Ausrichtungsphase wird iiberpriift, ob das Molekiil unter den letzten n
ausgerichteten Molekiilen war, und diese gegebenenfalls {ibersprungen.
Wenn das ausgerichtete Molekiil den Pharmakophor erfiillt, wird es als
Losung ausgegeben.



5.2. Modifikation von Molekiilen und schnelle Ablehnung

der Pharmakophor erfiillt werden kann, wird die Modifikation entweder akzeptiert und als
Grundlage fiir den néchsten Schritt verwendet, oder abgelehnt, wobei der néchste Schlei-
fendurchlauf dann mit dem Molekiil aus der letzten Iteration erneut durchgefiihrt wird.
Wenn ein Molekiil gefunden wird, das alle Pharmakophorbedingungen erfiillt, so wird es
als Losung ausgegeben. Der Algorithmus bricht ab, sobald eine vorgegebene Anzahl an

Schleifendurchlaufen ausgefiihrt worden ist.

5.2. Moadifikation von Molekiilen und schnelle Ablehnung

In dem von Qsearch verwendeten Algorithmus werden kontinuierlich neue Molekiile aus
Teillosungen erzeugt. Dafiir wird ein Satz an Operationen verwendet, mit denen Mo-
difikationen an Molekiilen durch die Verdnderung ihrer zugrunde liegenden Fragmente
durchgefiihrt werden.? Die Operation, die in jedem Schritt konkret durchgefiihrt wird,
wird jeweils zuféllig bestimmt, wobei die relative Haufigkeit der einzelnen Operationen
frei eingestellt werden kann.? Ein Molekiil kann durch folgende Operatoren verdndert

werden:

Hinzufiigen An einem freien Linkatom des Molekiils wird ein Fragment hinzugefiigt.
Entfernen Ein terminales Fragment des Molekiils wird entfernt.

Ersetzen Ein beliebiges Fragment des Molekiils wird durch ein anderes ersetzt.

Nicht jedes Molekiil ist fiir alle Pharmakophore interessant und/oder wirkstoffahnlich.
Daher wurde ein Satz an schnellen Ablehnungskriterien erstellt, um Modifikationen, die
in solchen Molekiilen resultieren, schnell zuriickzuweisen. So kann die aufwendige Aus-
richtung an dem Pharmakophor iibersprungen werden, was einen positiven Einfluss auf
die Geschwindigkeit des Programms hat. Die Kriterien, die fiir die schnelle Ablehnung
Anwendung finden, sind hier zusammengefasst und werden sowohl in Bezug auf ihre

Relevanz und ihre Berechnung erlautert.

Volumen Die Grofke der Molekiile wird iiber das Volumen in benutzerdefinierten Gren-
zen gehalten. Es wird wie in Abschnitt 4.5 beschrieben iiber die NAOMI-Atomtypen

berechnet, so dass keine Koordinaten fiir die Berechnung notwendig sind. Der Aufwand

2 Zusstzliche Modifikationen auf der Ebene von funktionellen Gruppen werden im Entdekorierungs-
schritt durchgefiihrt. (vgl. Abschnitt 5.4)

3Dabei hat es sich als praktikabel erwiesen, die relativen Haufigkeiten des Hinzufiigens und des Entfer-
nens von Fragmenten gleich zu halten, da ansonsten die Molekiile stetig anwachsen beziehungsweise
schrumpfen.
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der Ausrichtung von Molekiilen an den Pharmakophor wichst quadratisch mit der Grofe
der Molekiile. Daher ist es wiinschenswert, Molekiile zu {iberspringen, die ohnehin zu
groft fiir das geforderte Volumen sind. Zu kleine Molekiile werden vom Benutzer in der
Regel als nicht relevant betrachtet, da mithilfe des Pharmakophorvolumens implizit auch
die Grofbe der erwarteten Losungen beschrieben wird, und sollten ebenfalls {ibersprungen
werden. Die Definition des erlaubten Rahmens fiir das Volumen wird durch den Benut-
zer vorgenommen und relativ zum Gesamtvolumen des Pharmakophors angegeben. Als
Empfehlung fiir die Benutzer werden Werte von 80%-120% des Eingabepharmakophors

verwendet.*

Flexibilitdit Um die Flexibilitit der erhaltenen Molekiile in Bereichen zu halten, die bei
der Grundgeriistsuche sinnvoll sind, ldsst sich die Lénge des maximalen Pfades aufein-
ander folgender rotierbarer Bindungen im Molekiilgraphen beschréanken. Molekiile, deren
Pfad zu lang ist, werden sofort abgelehnt. Dies geschieht aus zwei Griinden. Erstens hat
die Flexibilitat iiber die Entropiebeitrige einen Einfluss auf die Affinitdt von Wirkstof-
fen, das heiflt, Molekiile, die sehr flexibel sind, haben eine niedrigere Bindungsaffinitét
als dhnliche starre Molekiile.[84] Zweitens wéchst auch die Komplexitét der Ausrichtung
an den Pharmakophor mit der Flexibilitdt der Molekiile, da jede frei drehbare Bindung
im Molekiil den Suchraum vergréfiert. In der Regel werden maximal zwei aufeinander

folgende rotierbare Bindungen erlaubt.

Interaktionen Molekiile, die nicht geniigend Interaktionen ausbilden konnen, um al-
le Pharmakophormerkmale zu erfiillen, werden ebenfalls sofort abgelehnt. In den mit
Qsearch verwendeten BRICS-Fragmentraumen tritt dieser Fall allerdings nicht sehr héu-
fig auf, da die in ihnen enthaltenen Fragmente stark dekoriert sind. Es gibt jedoch auch
molekulare Muster, die relativ selten in den Fragmenten vorkommen. Dazu gehéren sp?-
hybridisierte Akzeptoratome, und vor allen Dingen Gruppen mit Formalladungen. Ein
schnelles Ablehnen von Molekiilen ohne diese Funktionalitdten ermoglicht es, den Such-

raum auf fiir den jeweiligen Pharmakophor relevantere Teile zu beschrénken.

4Dass das Volumen hoher ist als das des Pharmakophors ist der Handhabung der sterischen Eigenschaf-
ten geschuldet. Da dabei nur die Atommittelpunkte tiberpriift werden, und nicht die Kugeln, die die
Ausdehnung der Atome beschreiben, kénnen Molekiile, deren Atome an der Grenze der erlaubten
Form liegen, ein grofseres Volumen als der Pharmakophor selbst haben.
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5.3. Ausrichtung an den Pharmakophor

Um Aussagen dariiber machen zu koénnen, ob ein Molekiil einen Pharmakophor erfiil-
len kann, muss sein Konformationsraum mit Hinblick auf die Kompatibilitdt zu dem
Pharmakophor iiberpriift werden. Hierfiir gibt es eine Reihe an computergestiitzten Ver-
fahren, deren Methoden sich in zwei verschiedene Ansétze aufteilen lassen. Fiir den ers-
ten Ansatz wird eine moglichst reprasentative Menge von Konformationen erzeugt, die
starr mit dem Pharmakophor {iberlagert werden. Diese Methode kommt zum Beispiel in
LigandScout|85] und NovoFLAP[65] zum Einsatz. Im zweiten Ansatz wird der Konfor-
mationsraum der Molekiile dynamisch im Rahmen einer Optimierung durchsucht und die
dreidimensionale Orientierung sowie die Torsionswinkel verédndert, um zu einer moglichst
guten Uberlagerung zu gelangen. Diese Optimierung kann entweder numerisch wie beim
,Directed Tweak*“[86], oder auch stochastisch wie im Programm SkelGen[30] durchgefiihrt
werden.

Die beiden Ansitze zeichnen sich durch unterschiedliche Stérken aus.|74] Der erstere
erlaubt das Aufteilen des Problems in einen Vorverarbeitungsschritt (die Generierung
der Konformationen) und in einem Suchschritt (die konkrete Suche), wodurch die Daten
vorverarbeitet werden konnen, so dass ein effizienter Zugriff ermdoglicht wird. Dartiber
hinaus ldsst sich so die nicht-triviale Aufgabe der Konformationsgenerierung an eine
spezialisierte externe Methode delegieren. In diesem Ansatz ist eine repréasentative Gene-
rierung der Konformationsensembles von grofer Wichtigkeit. Fehlende relevante Konfor-
mationen fiihren zu einer falsch negativen Bewertung von Molekiilen da ihre relevanten
Konformationen nicht enthalten sind.

In zweiten Ansatz werden keine Vorberechnungen angestellt, was in einer langsameren
Laufzeit Ausdruck findet. Allerdings wird es durch die flexiblere Auswahl der Torsions-
winkel auch ermoglicht, ungewthnliche Konformationen zu finden, die zwar energetisch
nicht optimal, aber trotzdem valide sind.|87]

In Qsearch wird der zweite Ansatz verwendet. Jedes Molekiil, das generiert wird und
den schnellen Ablehnungskritieren geniigt, wird daraufhin untersucht, wie gut es den
Pharmakophor erfiillen kann. Dazu muss der Raum der mdéglichen Konformationen des
Molekiils durchsucht werden, was in Qsearch mithilfe eines stochastischen Algorithmus
durchgefiihrt wird. Ein Vorverarbeitungsschritt bietet sich in diesem Szenario nicht an,
da jedes Molekiil in der Regel nur ein einziges Mal betrachtet wird.

Bevor ein Molekiil an einem Pharmakophor ausgerichtet wird, wird tiberprift, ob es

unter den letzten n ausgerichteten Molekiilen war.® Ist dies der Fall, so wird das zwi-

Sn ist ein frei wihlbarer Parameter. In den hier prisentierten Berechnungen wurden n so gewahlt, dass
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Abbildung 5.3.1.: Freiheitsgrade bei der Optimierung der Konformation (in rot): Trans-
lation und Rotation im Raum sowie Verdnderung der Torsionswinkel
an rotierbaren Bindungen.

schengespeicherte Ergebnis der letzten Ausrichtung wiederverwendet. Es beinhaltet die
numerische Bewertung des Molekiils, das Molekiil, das durch den Entdekorierungsschritt
entsteht, und die jeweils dazugehdrigen Koordinaten. Die Identitdt der Molekiile wird
tiber den USMILES|88| bestimmt, der iiber die NAOMI-Implementierung|71] mit den

zusatzlich annotierten Stereoinformation berechnet wird.

5.3.1. Stochastische Optimierung der Konformation

Bei der Suche nach einer méglichst optimalen Konformation wird wie auch bei der Mole-
kiilgenerierung auf die Methode Simulated Annealing[83] zuriickgegriffen. Der Algorith-
mus beginnt mit einer Konformation, die moglichst nahe an der des Vorgidngermolekiils
liegt, was dadurch erreicht wird, dass die Koordinaten der unverdanderten Fragmente wenn
moglich erhalten bleiben und nur fiir die Atome der neuen Fragmente berechnet werden.
In der darauf folgenden iterativen Optimierung werden die Koordinaten des Molekiils

durch die folgenden Operationen veréndert:

Translation Das Molekiil wird um einen Vektor verschoben, wobei die Richtung des Vek-
tors iiber einen zufélligen Punkt auf der Einheitskugel bestimmt wird. Die Lange
des Vektors wird zuféllig so gewéhlt, dass sie kleiner oder gleich einem benutzerde-

finierten Maximalwert ist.

Rotation Das Molekiil wird um eine Achse gedreht, die durch den geometrischen Mole-

alle Molekiile eines Simulated Annealing Laufs zwischengespeichert werden.
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kiilmittelpunkt und einen zufélligen Punkt auf einer Einheitskugel um ihn bestimmt
wird. Der Winkel wird ebenfalls zufillig aus dem Bereich [—z, +x] gewéahlt, wobei

z ein benutzerdefinierter Maximalwert ist.

Torsionsdnderung Der Torsionswinkel an einer zufalligen rotierbaren Bindung wird um
einen zufilligen Betrag verstellt. Als rotierbar gelten in Qsearch alle Bindungen,
die den in Abschnitt 4.4 aufgefiihrten Bedingungen geniigen. Auch hier liegt der
Winkel in dem Bereich [—z, +x].

Welche dieser Operationen ausgewéhlt wird, ist zuféllig, wobei die relative Haufigkeit der
drei Moglichkeiten frei einstellbar ist. Nach einer definierten Anzahl an Schritten wird
die beste Konformation, die wihrend des Suchvorgangs generiert wurde, zuriickgegeben.

Da die Methode stochastisch ist, kann nicht garantiert werden, dass der gefundene
Wert global gesehen optimal oder nahe am Optimum ist. Um die Wahrscheinlichkeit zu
reduzieren, dass eine qualitativ schlechte Losung erhalten wird, wird der Algorithmus
mit jedem Molekiil mehrmals durchgefiihrt und nur der beste Wert aus allen L&ufen
verwendet. In den bisherigen Anwendungen hat sich ein Wert von vier Laufen bewéhrt.
Die einzelnen Optimierungslaufe konnen unabhéngig voneinander durchgefiihrt werden
und lassen sich daher gut parallelisieren, was auf modernen Rechnersystemen grofse Ge-

schwindigkeitsvorteile bringt.

5.3.2. Parametrisierung der stochastischen Optimierung

Um eine gute Ausrichtung der generierten Molekiile an den Pharmakophor zu gewéhr-
leisten, wurde eine Studie zur Parametrisierung der stochastischen Optimierung durchge-
fithrt. Dafiir wurde ein Datensatz von Molekiilen[89] verwendet, die aus der ,,Protein Da-~
ta Bank“[90] (PDB) extrahiert und iiber ihre Bindungstaschen zusammengefasst worden
sind. Fiir jeden dieser Komplexe wurde — sofern moéglich und sinnvoll — ein Pharmakophor
erstellt und die dazugehodrigen Molekiile mit verschiedenen Parametersidtzen ausgerich-
tet. Die Parametersitze wurden dann auf Basis der Anzahl der korrekt ausgerichteten
Molekiilen bewertet.

Da die Anzahl der méglichen Parameterkombinationen sehr grof ist, und vor der Stu-
die bereits viel Erfahrungswissen vorhanden war, wurde ihre Auswahl und Bewertung
manuell ausgefiihrt. Als Ausgangspunkt wurden Parameter auf Basis der existierenden

Erfahrungswerte gewahlt.

Datensatz Der verwendete Datensatz wurde von Chan und Labute[89] fiir die Parame-

trisierung einer Bewertungsfunktion fiir die Uberlagerung von kleinen Molekiilen zusam-
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mengestellt. Der Datensatz besteht aus Liganden, die aus der PDB nach einer Reihe von

Kriterien ausgewahlt worden sind:
e weniger als 300 Schweratome
e weniger als zehn Aminosduren, wenn es sich um ein Peptid handelt
e Auflésung des gesamten Protein-Ligand Komplexes von mindestens 2,5A
e nur organische Elemente
e kein Ham oder Zucker
e kein ATP-Analog
e mindestens ein Ringschluss im Molekiil (um Fette zu entfernen)

e mindestens 2 Schweratome, die durch drei Bindungen getrennt sind (um Wasser

und sehr kleine Molekiile zu entfernen)

Die verbliebenen Molekiile wurden iiber die Proteindoménen in denen sie gebunden vor-
liegen zusammengefasst.® In einem letzten Schritt wurden dann alle Liganden mit mehr
als zwolf rotierbaren Bindungen verworfen, und sich zu dhnliche Molekiile aus den jewei-
ligen Datensétzen entfernt. Insgesamt ergab sich dabei eine Menge von 100 {iberlagerten
Molekiilgruppen.

Fiir die Parametrisierung in Qsearch wurde fiir jede der Molekiilgruppen des Daten-
satzes mithilfe des Programms MOE” manuell ein Pharmakophor erstellt, was ungefihr
bei der Hélfte der Molekiilgruppen moglich war. Bei den restlichen gab es entweder nicht
geniigend ,starke” Interaktionen, wie sie fiir Pharmakophore iiblich sind, war das Verhalt-
nis von Volumen zu elektronischen Eigenschaften zu grok, oder die Uberlagerung wurde
durch ATP-analoge Gruppen oder Zucker dominiert.® Samtliche Molekiile des Datensat-

zes, die nicht auf ihre zugehérigen Pharmakophore passen, wurden verworfen.

Auswahl der Parameter In jedem Schritt wurden vier verschiedene Einstellungen vari-
iert, von denen jeweils zwei Einfluss auf den Simulated Annealing Algorithmus hatten und

zwei auf die durchgefiihrten Konformationsdnderungen. Mit jedem dieser Parametersétze

5Die Details der Zusammenfassungsprozedur sind in [89] ausfiihrlich beschrieben, wiirden an dieser
Stelle jedoch den Rahmen sprengen.

"MOE; Chemical Computing Group: Montreal (Kanada). www.chemcomp.com

8Die Autoren des Datensatzes haben anscheinend nur reine Zucker und sehr nahe ATP-Analoga aus-
geschlossen. Glykolisierte Molekiile oder welche, den fiir ATP charakteristischen Purinring tragen,
wurden im Filterprozess nicht beriicksichtigt.
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5.3. Ausrichtung an den Pharmakophor

wurden samtliche Molekiile des Datensatzes an ihrem jeweiligen Pharmakophor ausge-
richtet und die Anzahl der korrekt ausgerichteten Molekiile farblich in einem Diagramm
markiert. (vgl. Abbildung 5.3.2) Auf Basis einer visuellen Auswertung dieses Diagramms
wurden dann die Parameter fiir den néchsten Lauf ausgewéahlt. Die Parameter fiir jeden

einzelnen Lauf finden sich in Anhang D.

Erste Iteration Im ersten Schritt wurden verschiedene Abkiihlungsstrategien angewen-
det, wobei die Abkiihlungsfaktoren « jeweils so ausgewahlt wurden, dass die Temperatur
in der Optimierung nach 25%, 50% oder 75% der Zeit auf einen Wert nahe Null sinkt und
nur noch Schritte akzeptiert werden, die zu einer Verbesserung der Bewertung gefiihrt
haben. (In den Abbildungen auch als ,kalt“ bezeichnet.) Aufierdem wurden verschiedene
Laufzeiten fiir die Optimierung gewéhlt (700, 1000 und 1300 Schritte). Bei den Kon-
formationsinderungen wurden verschiedene Verhiltnisse zwischen Anderungen der Tor-
sionswinkel und der Transformation der gesamten Konformation verwendet, wobei das
Verhéltnis von Rotation und Translation bei 1:3 fixiert war. (mehr Torsionen, gleiches
Verhéltnis, mehr Transformationen)

In dem Diagramm ldsst sich erkennen, dass die Ergebnisse sich mit kiirzeren Abkiih-
lungsstrategien verbessern, weswegen fiir die weiteren Schritte a so gewéhlt wurde, dass
die .Optimierung nach 25% der Laufzeit einen ,kalten“ Zustand erreicht Eine langere
Laufzeit wirkte sich in den meisten Fillen ebenfalls positiv aus, weswegen 1300 Schritte
flir das weitere Vorgehen verwendet wurden. Genauso ist zu sehen, dass mehr Transfor-
mationen als Torsionsénderungen besser waren als eine Gleichverteilung oder ein umge-
kehrtes Verhéltnis, und dass ein maximaler Rotationswinkel von 10° zu guten Ergebnissen
fiihrt.

Zweite Iteration In diesem Schritt wurden verschiedene Starttemperaturen eingestellt,
schnellere Abkiihlungszeitplane verwendet, und die maximalen Torsionsdnderungen vari-
iert. Da sich in der vorherigen Iteration zeigte, dass mehr Transformationen als Torsions-
anderungen erfolgreicher sind, wurden dariiber hinaus verschiedene Verhaltnisse zwischen
Transformationen und Torsionséanderungen verwendet. (1:1,5, 1:2,0, 1:2,5)

In dem Diagramm lésst sich erkennen, dass ein Verhé&ltnis von Transformationen zu
Torsionsdnderungen von 1:2,5 kombiniert mit einer maximalen Torsionsédnderung von 10°
die meisten positive Ergebnisse liefert (Teildiagramm links unten), und sich eine Start-
temperatur von 20,0 {iber alle Parametervariationen am besten auswirkt. Eine eindeutige
Aussage zu dem Abkiihlungsverlauf liefs nicht machen, weswegen er in den nachfolgenden

Iterationen weiterhin untersucht wurde.
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Abbildung 5.3.2.: Die Ergebnisse aus der Parametrisierung der Ausrichtung von Molekii-
len an den Pharmakophor. Insgesamt wurden die Parameter in vier Ite-
rationen verbessert, wobei jeweils vier verschiedene Parameter variiert
wurden. Zwei Parameter wurden fiir die Einteilung in neun Einzelgra-
phen verwendet und die weiteren fiir die Aufteilung der Einzelgraphen
eingesetzt. Fiir jede Parameterkombination wurde die Zahl der korrekt
ausgerichteten Molekiile farbkodiert in dem Graphen aufgetragen.
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Dritte Iteration Fiir die dritte Iteration wurden erneut verschiedene Abkiihlungsstrate-
gien (,kalt* nach 15%, 20%, 25%) erprobt, sowie die Anzahl an Schritten zwischen 1300,
1400 und 1500 variiert. Bei den Konformationsénderungen wurden unterschiedliche Ver-
héltnisse zwischen Rotation und Translation erkundet sowie die maximale Translation
aus 0,2A, 0,4A und 0,6A ausgewahlt.

Insgesamt waren die meisten korrekt ausgerichteten Molekiile im Diagramm in der 3.
Zeile und 2. Spalte zu finden, was darauf schliefsen ldsst dass eine maximale Translation
von 0,4A kombiniert mit einem Verhiltnis von Rotation zu Translation von 1:3 gute
Ergebnisse liefert. Allerdings liefsen sich erneut keine Aussagen den Abkiihlungsstrategien

und der Anzahl an Optimierungsschritten machen.

Vierte lteration In der letzten Iteration wurden die Maximalwerte fiir die Torsionséan-
derungen und Rotationen zwischen 10°, 15° und 20° variiert und die Schrittzahl (1000,
1250, 1500) sowie die Starttemperatur (15, 20, 25) verdndert.

In den Ergebnissen lasst sich ablesen, dass 10° sowohl fiir die maximale Torsionsénde-
rung als auch die maximale Rotation zu den meisten korrekt ausgerichteten Molekiilen
fithrt (Teildiagramm links oben), und sich ein Wert von 20 bei der Starttemperatur als
vorteilhaft erweist. Da die Ergebnisse von 1250 und 1500 Schritten vergleichbar sind,
wurde eine Optimierungsdauer von 1250 Schritten festgelegt, um den Rechenaufwand in

Qsearch zu beschrédnken.

Finale Parameter Fiir die finalen Parameter wurden bei den Konformationsdnderungen
ein Verhéltnis fiir Translation:Rotation:Torsionsdnderungen von 1:3:1,6 und maximale
Anderungen von 0,4A, 10° und 10° respektive gewéhlt. Fiir die stochastische Optimierung
haben sich eine Starttemperatur von 20, eine Schrittzahl von 1250 und ein a-Wert von
0,988 bewéhrt.

5.4. Nachtrdgliche Entdekoration von Molekiilen

Qsearch zeichnet sich durch einen gesonderten Entdekorierungsschritt wéhrend der Aus-
richtungsroutine aus. In diesem Schritt werden funktionelle Gruppen, die bei einem Mo-
lekiil nicht fiir die Erfiillung des Pharmakophors vonnéten sind, ebenso wie {iberfliissige
Heteroatome aus aromatischen Ringen entfernt. Dadurch wird die Menge an Molekiilen,
die in einem Fragmentraum enthalten ist, dynamisch um solche Molekiile erweitert, die

fiir einen spezifischen Pharmakophor besonders interessant sind.
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R—F R—NH, J/ =0

R—Cl R—CH, R

R—Br  R—CF, 0 R—/<

R—OH R—=N R~/< NH, /=0
R—SH OH R—O

Abbildung 5.4.1.: Funktionelle Gruppen, die von Qsearch automatisch identifiziert und

entfernt werden, wenn sie nicht fiir den Pharmakophor benotigt wer-
den.

Dieser Schritt hilft, mit Fragmentraumen umzugehen, die aus dem Zerlegen von Biblio-
theken bekannter Wirkstoffe erstellt wurden. Dieser Ursprung zeigt sich in den einzelnen
Fragmenten unter anderem dadurch, dass sie stark mit polaren funktionellen Gruppen
dekoriert sind, die in die Wirkstoffe eingefiihrt wurden, um ihre Loslichkeit zu verbes-
sern. Dartiber hinaus ist die Anzahl von Heteroatomen in aromatischen Heterozyklen
in den verwendeten Fragmentraumen erhoht, was auf die Fragmentauswahlprozedur zu-
riickzufiihren ist. Die Uberreprasentierung von Heterozyklen in den BRICS-Réumen wird
zusammen mit der Polaritdt in Abschnitt 6.1 diskutiert.

Sowohl die hohe Anzahl an funktionellen Gruppen als auch die starke Verbreitung der
Heterozyklen fiihren dazu, dass die aus den Fragmenten resultierenden Molekiile sehr
polar sind, und von medizinischen Chemikern als Benutzern des Programms sofort als
nicht geeignet zuriickgewiesen werden. Um die Anwenderakzeptanz zu steigern, wurden
zwei Strategien entwickelt, um den oben genannten Problemen entgegenzuwirken und
die im folgenden erldutert werden: Das Entfernen von funktionellen Gruppen und die

Verringerung der Anzahl von Heteroatomen in aromatischen Ringen.

5.4.1. ldentifikation und Eliminierung entbehrlicher funktioneller Gruppen

Der erste Teil des Verfahrens um Molekiilen zu entdekorieren, ist die Eliminierung ent-
behrlicher terminaler funktioneller Gruppen. Dieser Schritt dient mehreren Zwecken: Zum
einen konnen Molekiile, bei denen funktionelle Gruppen entfernt wurden, die sterischen
Vorgaben des Pharmakophors besser erfiillen, da sie kleiner sind. So ist denkbar, dass
es flir ein Molekiil erst moglich wird, einen Pharmakophor zu erfiillen, nachdem aus der
erlaubten Form ,herausstehende funktionelle Gruppen entfernt worden sind. Zum ande-
ren verbessert der Schritt die Akzeptanz der Losungen bei den Anwendern, was einerseits

durch das Entfernen von funktionellen Gruppen, die nicht fiir den Pharmakophor not-
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wendig sind, erreicht wird, und andererseits durch das Entfernen von ungewohnlichen
Resten, die durch das Verkniipfen von Fragmenten entstehen.

Das Entfernen der funktionellen Gruppen wird in einem iterativen Verfahren vorge-
nommen. Jede terminale funktionelle Gruppe wird daraufhin iiberpriift ob sie fiir die
Erfiillung eines Pharmakophormerkmals benétigt wird, und andernfalls aus dem Molekiil
entfernt. Dieser Schritt wird fiir jedes Molekiil so lange wiederholt, bis keine funktionelle
Gruppe mehr entfernt werden kann. Dadurch werden auch zusammengesetzte Gruppen
wie zum Beispiel lange Kohlenstoffketten oder Methoxygruppen durch den Algorithmus
abgedeckt. Eine Auflistung aller funktionellen Gruppen, die durch den Algorithmus ent-
fernt werden, ist in Abbildung 5.4.1 zu finden.”

Voraussetzung um festzustellen, welche Gruppen fiir die Erfiillung eines Pharmako-
phors wichtig sind, und welche Gruppen im Entdekorierungsprozess entfernt werden kon-
nen, ist eine grobe Ausrichtung des Molekiils an den Pharmakophor. In Qsearch findet
daher die Entdekorierung nach 50% der Ausrichtung statt, um mit hoher Wahrschein-
lichkeit auf einer Konformation zu arbeiten, in der Molekiil das bereits so orientiert ist,
dass erkennbar ist, welche funktionellen Gruppen zu welchen Pharmakophormerkmalen

korrespondieren.

5.4.2. Verringerung der Anzahl von Heteroatomen in Heterozyklen

Ein weiterer Teil der Entdekorierungsstrategie, die in Qsearch zum Einsatz kommt, ist die
Verringerung der Anzahl von Heteroatomen in aromatischen Heterozyklen. Dabei werden
Heteroatome in aromatischen Ringen durch Kohlenstoffatome ersetzt, wenn der Pharma-
kophor dies zulésst und keine sterischen Probleme durch die Wasserstoffatome entstehen,
die fiir die Abséattigung der neu eingefiihrten Kohlenstoffatome angefiigt werden miissen.

Die Heteroatome, die ersetzt werden sollen, miissen dabei sowohl in Bezug auf ihre
Geometrie als auch auf ihre Valenzen zu Kohlenstoff dquivalent sein. Ersteres trifft fiir
alle Heteroatome zu, da in regulédren aromatischen Systemen alle beteiligten Schweratome
eine planare Geometrie besitzen. Bei der Valenz sind allerdings weitergehende Einschran-
kungen zu beachten. Kohlenstoff hat in der Kekuléformeln-Repréasentation von aroma-
tischen Ringsystemen zwei Einfachbindungen und eine Doppelbindung. Betrachtet man
die Heteroatome, die in aromatischen Heterozyklen vorkommen, kann nur Stickstoff eine

Einfach- und eine Doppelbindung aufweisen. Sauerstoff zum Beispiel kann hingegen nur

9Funktionelle Gruppen, die als Substruktur in anderen funktionellen Gruppen enthalten sind, werden
nicht entfernt. Daher kommen in der Abbildung einige Motive ofter und/oder als Teile von ande-
ren vor. Die Aufteilung in funktionellen Gruppen wird durch das NAOMI-Molekiilmodell[71] zur
Verfiligung gestellt.
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O-0 O-G OO R a9

Belsplele fiir ersetzbare Stickstoffatome. Die ) Stickstoffatome, die aufgrund des Phar-
Aromatizitdt bleibt in beiden Féllen erhal- makophors nicht entfernt werden koénnen.
ten. Links: das Akzeptormerkmal wiirde nach ei-

ner Ersetzung nicht mehr erfiillt werden.
Rechts: das neu hinzugefiigte Wasserstoffa-
tom wiirde die Pharmakophorform verlet-
zen.

Abbildung 5.4.2.: Entfernen von Stickstoffatomen aus aromatischen Heterozyklen.

zwei Einfachbindungen ausbilden.

Die Atome, die fiir eine Ersetzung geeignet sind, lassen sich leicht {iber ihre zugewiese-
nen Valenzzustidnde identifizieren, da in dem NAOMI-Molekiilmodell den aromatischen
Systemen stets Kekuléformeln zugrunde liegen. Alle Stickstoffatome in aromatischen Sys-
temen mit dem Valenzzustand N(110)-Aro kénnen durch C(210)-Aro Kohlenstoffatome
ersetzt werden. Die zweite Einfachbindung des Kohlenstoffs wird mit einem neu hin-
zugefiigten Wasserstoffatom abgeséttigt. Der Atomersetzungsschritt findet direkt nach
der Eliminierung unnétiger funktionellen Gruppen statt, um die Wahrscheinlichkeit zu

verringern, dass die die hinzugefiigten Wasserstoffatome mit anderen Atomen kollidieren.

5.5. Bewertung von Konformationen

Sowohl fiir die Suche im Fragmentraum als auch fiir die Optimierung von Konformationen
ist es notig, Molekiile und Konformationen in Bezug auf die Erfiillung eines Pharmako-
phors zu vergleichen. Qsearch verwendet eine numerische Funktion pgeore(M, P) um ein
Molekiil M in Bezug auf einen Pharmakophor P zu bewerten. Diese Funktion beriick-
sichtigt zwei Aspekte in ihrer Beurteilung. Zum einen wird die geometrische Validitat der
Konformation bewertet, und zum anderen die Erfiillung des Pharmakophors durch das
Molekiil.

pscore(M7 P) = pconf(M) + ppharm(M7 P)

Bewertung der internen Energie einer Konformation Ziel des Terms peons(M) ist es,
physikalisch invalide Konformationen von Molekiilen zu vermeiden, wobei sich die Vali-

ditdt von Konformationen von Molekiilen in Bezug auf mehrere Aspekte bewerten lésst.
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Fiir miteinander verbundene Atome werden dazu klassischerweise die Bindungslénge, der
Bindungs- und der Torsionswinkel herangezogen, und fiir nicht miteinander verbundene
Atome die sterische Abstofsung und die elektrostatische Anziehung.[91]

Qsearch beschrankt sich bei der Bewertung der Konformationen nur auf eine Kollisi-
onsiiberpriifung der Atome. (Die Einschrankungen, die dadurch entstehen, werden unter
anderem in Abschnitt 6.5.2 diskutiert.) Fir den Bewertungsterm von Konformationen

ergibt sich folglich:

pconf(M) = pclash(M)

In der Regel wird der Kollisionsterm in Molekulardynamiksimulationen durch das
Lennard-Jones Potential modelliert, das sowohl die Anziehung als auch die Abstofsung

von Atomen auf Basis ihrer Distanz d beschreibt, wobei € und o variable Parameter sind:

wa=[(5)"- ()]

Die Einfiihrung eines Anziehungsterms in Qsearch fiihrt dazu, dass die Molekiile im
Laufe der Optimierung ,kollabieren“ und kompakte Formen ergeben. Da in Qsearch die
Molekiilform ohnehin durch den Pharmakophor vorgegeben wird, kann der Anziehungs-
term in der Bewertung vernachlassigt werden, und es dem Benutzer {iber die Pharmako-
phordefinition iiberlassen werden, sich fiir kompakte oder ausgedehnte Konformationen
zu entscheiden. Der Abstofungsterm auf der anderen Seite entbehrt in seiner konkre-
ten Formulierung einer ,starken theoretischen Grundlage*[91] und wird daher nur in ei-
ner vereinfachten Form verwendet, die sich am Lennard-Jones Potential orientiert, aber
schneller zu berechnen ist. Wenn die Distanz zweier Atome a und b zu klein ist, wird sie

folgendermafsen bestraft:

sl e d(a,b) < vdw(a) + vdw(b)
pclash(a, b) = < d(a,b) ) )

0.0 sonst

vdw(a) ergibt den van-der-Waals Radius eines Atoms, und d(a, b) die Distanz zwischen
den Mittelpunkten zweier Atome. Die gesamte Strafe fiir ein Molekiil wird tiber alle Paare
von Atomen gebildet. Ausgenommen sind Atome, die nur durch ein oder zwei Bindungen
getrennt sind, oder die sich im gleichen Ringsystemen befinden, beziehungsweise im Falle

von Wasserstoffatomen, die an das gleiche Ringsystem gebunden sind.!°

1Da Qsearch Ringkonformationen nicht verindert, wird bei allen Ringsystemen der Eingabe davon
ausgegangen, dass sie eine valide Konformation besitzen und ihre interne Energie nicht neu berechnet.
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pclash(M) = Z pclash(aa b)
a,be M,a#b

Bewertung der Pharmakophorerfiillung Der zweite Teil der Straffunktion von Qsearch
ist ppharm(M , P) und beschreibt die geometrische Abweichung des Molekiils zum Pharma-
kophor. Analog zur Pharmakophordefinition setzt sich dieser Term aus einem sterischen
und aus einem elektronischen Teil zusammen. Zusétzlich existiert noch ein Term fiir die

Bewertung der hydrophoben Merkmale.

ppharm(Ma P) = pst(M, 5t(P)) + pet(M, el (P)) +phyd(Ma hyd(P))

st(P) liefert den sterischen Anteil des Pharmakophors, el(P) die elektronischen Merk-
male und hyd(P) die hydrophoben Merkmale.

Die Strafe fiir die Verletzung der Pharmakophorform wird iiber alle Atome summiert.
Dabei wird fiir jedes Atom iiber d(a,s) die Distanz zur néchsten Kugel berechnet, mit
der die Form beschrieben worden ist. Wenn ein Atom in einer Kugel liegt, ist die Distanz
als 0 definiert:

pst(M,S) = Zmln{das |S€S}
aeM

Die Strafe fiir die Nichterfiillung von elektronischen Pharmakophormerkmalen wird in
der Funktion pei(M, el(P)) berechnet. Die Gesamtstrafe wird tiber alle einzelnen Merk-
male aufsummiert, wobei jeweils nur der Wert zu der Interaktion mit der minimalen
Strafe betrachtet wird.

pa(M,el(P)) = min {( j)) i € ia(M,e), }

eceE

ia(M,e) liefert die Interaktionen eines Molekiils M, die zu einem Pharmakophormerk-
mal e kompatibel sind, d(i,e) liefert die Distanz eines Interaktionspunktes ¢ zu dem
Mittelpunkt des Pharmakophormerkmals e und r(e) seinen Radius.

Die Strafe fiir die hydrophoben Merkmale setzt sich aus zwei Komponenten zusammen.
Zum einen wird mit pyyq /wyq (M, H) bestraft, wenn sich kein hydrophobes Atom innerhalb
des Merkmals befindet, und mit pyyq/po1(M, H) alle hydrophilen Atome bestraft, die

innerhalb des Merkmals liegen:

phyd(Mv H) = phyd/hyd(M7 H) +phyd/pol(M7 H)
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Phyd/hyd (M, H) errechnet sich analog zu pei(M, E), nur dass statt der Koordinaten der

Interaktionen die der hydrophoben Atome verwendet werden:

2
Phyd/hyd(M, H) = ) min {( ?) la € h(M) ,OO}

heH

h(M) ergibt die hydrophoben Atome eines Molekiils, d(h,a) die Distanz eines Atoms
zu dem Mittelpunkt eines hydrophoben Merkmals und r(h) seinen Radius.
Die Strafen fiir Atome, die in hydrophoben Merkmalen liegen ergibt sich wie folgt:

Phyajpol(M, H) = Y {f2 (df“}(l;t?)>}

heH aeM\h(M

Hierbei werden alle Atome, die nicht hydrophob sind, bestraft, wenn sie in hydrophoben
Merkmalen liegen. In der Funktion wird die sigmoide Straffunktion fs verwendet, um die

(normierte) Nédhe eines Punktes zum Kugelmittelpunkt zu bestrafen.

1
fa(d) = 1 o10:(d—0,75)

5.6. Suche nach kompatiblen Fragmenten beim

Ersetzungsschritt

Die Ersetzung eines bestehenden Fragments durch ein anderes, das dquivalent in Be-
zug auf seine Linkatome ist, ist im Molekiilmodifikationsschritt eine der Operationen,
mit denen ein Molekiil verédndert werden kann. Um diese Operation auszufiihren, ist es
notwendig, alle Fragmente aus dem Fragmentraum zu bestimmen, die diese Aquivalenz
bieten. Dabei treten drei algorithmische Fragestellung auf, die in den unten stehenden

Ausfithrungen erldutert werden.

1. Das Auffinden der Kombination von Linktypen, die ein Fragment aufweisen muss,

um aquivalent zu einem anderen zu sein.
2. Das effiziente Suchen von Fragmenten mit einem bestimmten Satz an Linktypen.
3. Das Erzeugen der moglichen Verkniipfungen eines Fragments mit dem Restmolekiil.

Das Fragment, das ersetzt werden soll, wird im folgenden als f bezeichnet. Der Molekiil-
graph, das durch das Entfernen von f entsteht, wird als Restmolekiil bezeichnet, und die
durch diese Entfernung neu geéffneten Linkatome des Restmolekiils werden durch das

Symbol L représentiert.
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5.6.1. Bestimmung der kompatiblen Linktypkombinationen

Der erste Schritt ist die Bestimmung der Kombinationen von Linktypen, die es einem
Fragment erlauben, f zu ersetzen. Ein Fragment g kann f dann ersetzen, wenn es mindes-
tens die Linkatome besitzt, um mit allen Linkatomen des Restmolekiils L entsprechend
den Regeln des Fragmentraums verkniipft werden zu kénnen. Dabei muss beachtet wer-
den, dass ein Linkatom des Restmolekiils zu mehreren anderen Linktypen kompatibel
sein kann.

Die Erzeugung aller méglichen Kombinationen aus einem Satz von moglichen Elemen-
ten ist ein bekanntes Problem, dessen Losung in Algorithmus M (,mixed-radix genera-
tion“) von Knuth[92] beschrieben wird. Der folgende Algorithmus 5.1 basiert auf dieser
Losung und adaptiert sie fiir das vorliegende Problem. Der Algorithmus generiert das
kartesische Produkt aller Mengen von Linkatomen, die jeweils zu einem Atom in L kom-

patibel sind.

5.6.2. Verwendung eines Bitmapindexes fiir Fragmentraumanfragen

Nachdem mit dem oben aufgefithrten Algorithmus 5.1 die Kombinationen von Linktypen
bestimmt wurden, die ein Fragment besitzen muss, um f ersetzen zu kénnen, miissen alle
Fragmente aus dem Fragmentraum gefunden werden, die eine dieser Kombinationen von
Linkatomen besitzen.

Eine naive Implementation dieser Suche wiirde iiber alle Fragmente und die dazugehd-
rigen Linkatome gehen und sie mit der Anfrage vergleichen. Damit liegt sie in O(N - M)
wobei N die Anzahl an Fragmenten und M die maximale Anzahl an Linkatomen eines
Fragments ist. In den verwendeten BRICS Fragmentraumen ist M < 5 und kann im Ver-
héltnis zur Anzahl der Fragmente vernachlissigt werden, wodurch sich eine lineare Kom-
plexitat ergibt. Trotz dieser moderaten Komplexitatsklasse stellte diese Berechnung eine
nicht zu vernachléssigenden Zeitaufwand in Qsearch dar. Um die Suche zu beschleuni-
gen, wurde ein Bitmapindex|93| eingesetzt, der die zu indizierenden Daten auf Bitmasken
abbildet.

Um die Daten als Bitmaps zu kodieren, miissen sie in einer geeigneten Weise als Tabel-
le organisiert werden. Fiir dieses Problem wurde ein Tabellenschema entworfen, in dem
jede Zeile ein Fragment darstellt und die Anzahl seiner jeweiligen Linkatomen in den
Spalten beschrieben ist. (vgl. Tabelle 5.1) Dabei kodieren die einzelnen Spalten kumu-
lativ die Anzahl der Linkatome eines bestimmten Typs. Das Tabellenschema erlaubt es,
nach Fragmenten zu suchen, die mindestens eine bestimmte Kombination an Linkato-

men besitzen. Bei der Suche wird die Anfrage mit dem gleichen Schema in eine Bitmaske
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Algorithmus 5.1 Generieren der Menge aller Kombinationen von Linktypen N, die es
einem Fragment g erlauben, ein Fragment f zu ersetzen. Die Eingabe m ist ein Vektor, der
die Linktypen der Linkatome von f enthélt. Die Instantiierung eines neuen Vektors wird
durch eckige Klammern || dargestellt. Die Funktion KOMP(1) liefert die zu | kompatiblen
Linktypen als Vektor.
function GENERIEREKOMPATIBLELINKKOMBINATIONEN (LinktypVektor m)
k«[],a+[],r <[] > Kompatibilitidten, Arbeitsvektor, Riickgabewert
for | in m do
k.ErweitereUm(KOMP(1)) > Sammeln der kompatiblen Linktypen
a.ErweitereUm(0) > Arbeitsvektor mit |m| mal 0 initialisieren
end for
while true do
¢+ ] > Zusammenstellen der aktuellen Kombination an Linkatomen
forie (1,...,|m|) do
c.ErweitereUm(k[i][a; + 1])
end for
r.ErweitereUm(c)
j < Iml )
while a[j] = |k[j]| do > Ubertrag, wenn notig
alj] <0
Je—i—1
if 7 =0 then > Abbruch, wenn alle Kombinationen erzeugt wurden
return r
end if
end while
alj] < alj] + 1 > Erzeugen der nichsten Kombination
end while
end function

#Linkatome Typ [y #Linkatome Typ [2 e #Linkatome Typ [j
>1 | 22|...|=m|2>21|22|... |=m >1 |1 22|... | =m
h 1 1 1
fo 1 1 1 1 1 1
]l 1 1 1 1 1

Tabelle 5.1.: Aufbau des Bitmapindexes. In den Spalten ist die Anzahl der Linktypen
durch ein Bit repréasentiert. Voraussetzung ist die Nummerierung der Link-
typen im Fragmentraums von {; bis [ und die Nummerierung der Fragmente
von fi bis f,. Fiir ein Fragment f; ist in der Zeile ¢ das Bit in der Spal-
te (t—1)-m+d,d > 0 gesetzt, wenn es mindestens d Links vom Typ [,
besitzt. Alle Fragmente besitzen mindestens 0 Linkatome aller Linktypen,
daher sind diese Spalten ausgelassen. m ist die maximale Anzahl von Links
des gleichen Typs, die ein Fragment im Fragmentraum hat.
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umgewandelt, die fiir die Beschreibung der Fragmente verwendet wird und daraufhin zei-
lenweise mit dem Index verglichen. Wird eine Zeile gefunden, die mindestens die Bits der

Anfrage gesetzt hat so wird das korrespondierende Fragment der Lésung hinzugefiigt.

Algorithmus 5.2 Suche nach Fragmenten mit einer bestimmten Kombination von Link-
atomen. Die Operation & ist die bitweise Verundung von zwei Bitmaps. Die Eingabe ist
einerseits der generierte Index x ein Vektor mit Linktypen [ als Anfrage.

function INDEXSUCHE(Index z, LinktypVektor 1)

a<+[],r+[] > Anfrage, Riickgabewert
for ¢ in (1,..., z.AnzahlSpalten()) do

a.ErweitereUm(0) > Initialisierung der Anfrage
end for
for i in (1, ..., z.AnzahlLinktypen()) do > Konvertierung von [ in Bitmaske

for j in (1, ..., z.MaxAnzahlLinks()) do
if [.ZahleVorkommenVon(i)= j then
a[(i — 1) - z.AnzahlLinktypen()+j] + 1
end if
end for
end for
for i in (1, ..., z.AnzahlZeilen()) do > Durchsuchen aller Zeilen
if x.Zeile(i)&a = a then
r.ErweitereUm(1)
end if
end for
return r
end function

Um die Leistung des Indexes zu beurteilen wurde er in einem Experiment mit dem
naiven Algorithmus verglichen. Dafiir wurden Indizes fiir verschiedene Fragmentraume
aufgebaut und jeweils tausend Anfragen durchgefiihrt, wobei zehn Anfragen zu einem
Messpunkt zusammengefasst wurden, um die Zeitmessung genauer zu gestalten. Die Zei-
ten fiir die Ergebnisse sind in Abbildung 5.6.1 aufgefiihrt. Es ldsst sich sehen, dass der
Index die Rechenzeit um etwa vier Gréfenordnungen verringert. Dariiber hinaus ist kann
man erkennen, dass beide Methoden — sofern die wenigen Datenpunkte eine Interpolation
erlauben — linear mit der Anzahl der Fragmente skalieren. Die Geschwindigkeitsvorteile
durch den Index sind hauptséchlich technischer Natur und ergeben sich aus folgenden
Punkten:

Cachelokalitat Der Index speichert die Daten in einem zusammenhingenden Datenbe-
reich. Dies erleichtert es dem Prozessor, die Daten im Rahmen des Prefetching im

Voraus zu laden. Dadurch lassen sich Geschwindigkeitsvorteile von ungefahr zwei
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Grofenordnungen erreichen.|94]

Bitoperationen Die verwendeten Operationen basieren auf der Verkniipfung von Bit-

masken. Diese Operationen sind fiir Prozessoren sehr schnell durchzufiihren.

Komprimierung Durch die bit-basierte Kodierung der Daten wird die relevante Infor-
mation auf weniger Speicherplatz abgebildet. Dadurch miissen insgesamt weniger
Daten zwischen Hauptspeicher und Prozessor transportiert werden. Dies schlégt

sich ebenfalls in den Ausfithrungszeiten nieder.

5.6.3. Zuweisung von Linkatomen eines Fragments zu den offenen
Linkatomen des Restmolekiils

Nachdem in der Fragmentersetzung ein kompatibles Fragment g ausgewéhlt wurde, um
f zu ersetzen, muss noch bestimmt werden, wie die Linkatome von ¢ mit den Linkatomen
des Restmolekiils L zu verkniipfen sind. Dafiir werden zuerst alle moglichen Verbindungs-
moglichkeiten generiert und dann eine davon zufillig ausgewéhlt. Die Generierung aller
moglichen Verbindungsmoglichkeiten wird mithilfe des Algorithmus G (,,general permu-
tation generator”) von Knuth[95] durchgefiihrt. Der Algorithmus generiert fiir ein Tupel
alle Permutationen der einzelnen Elemente, wobei sie in lexikographisch sortierter Rei-
henfolge aufgezahlt werden. Dadurch konnen einfach Branch-and-Bound Beschréankung
im Algorithmus implementiert werden (vgl. ebd.).

Die konkrete Implementierung ist in Algorithmus 5.3 beschrieben. Sie ordnet den offe-
nen Linkatomen des Restmolekiils [ = (I lo, ...,!,) die Linkatome k = (k1 ko, ..., ky,) des
Fragments g zu. Dabei wurde ein Branch-and-Bound Ansatz verwendet, um die Laufzeit

zu begrenzen.!!

5.7. Fragmenterweiterung

Eine weiteres verbreitetes Anwendungsfeld fiir de novo Designmethoden ist die teilweise
Modifikation von bestehenden Molekiilen. Dies kann nétig werden, um die physikoche-
mischen Eigenschaften eines Wirkstoffs zu verbessern, oder um geistiges Eigentum zu

umgehen.[19] Mit einigen Modifikationen im Arbeitsablauf kann Qsearch auch fiir diese

1yWihrend der Testliufe stellte sich heraus, dass die typische ProblemgroRe vernachlissigbar ist und die
Verwendung des Branch-and-Bound Ansatzes keine messbaren Geschwindigkeitssteigerungen bringt.
Praktisch alle Fragmente in den verwendeten Fragmentraumen haben zwei oder weniger Linkatome.
Daher wurde dieser Ansatz trotz seiner Validitét fiir einen besser wartbaren Programmcode verworfen,
und die C++ Standardfunktion next permutation verwendet.
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Abbildung 5.6.1.: Box-Whisker Plots fiir den Vergleich des naiven Algorithmus gegen
die Verwendung eines Indexes in zwei verschiedenen Skalierungen. Ins-
gesamt wurden jeweils 1000 Anfragen durchgefiihrt. Ein Messpunkt
beschreibt die Dauer von zehn Anfragen. Beim Vergleich ist zu beach-
ten, dass sich die Grofse der Datensitze von links nach rechts jeweils

66

(b) Logarithmische Achsenskalierung.

verdoppelt. Beide Algorithmen scheinen linear zu skalieren.
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Algorithmus 5.3 Bestimmung aller Méglichkeiten zur Verbindung eines Fragments mit
den Linkatomen k und dem Restmolekiil mit den offenen Linkatomen /. Die Eingabe be-
steht aus zwei Vektoren von Linkatomen, die k beziehungsweise [ reprasentieren, wobei
|k| > |I| ist. Der Algorithmus erzeugt Vektoren der Linge |k| die jeweils eine Verbin-
dungsmoglichkeit zwischen k& und [ beschreiben. Jeder Vektor a dieser Ausgabe besteht
aus Elementen von [ sowie und einer Anzahl von €. Eine Stelle a; des Vektors zeigt an, wie
das Linkatom k; zu verkniipfen ist. Steht an der Stelle ein Element von [, so représentiert
dies eine Verkniipfung mit diesem Linkatom. Steht dort ein &, so bleibt es unverkniipft.
Bei der Sortierung ist ein € kleiner als alle Werte, die [ annehmen kann. Die Grundla-
ge dieses Algorithmus, insbesondere das Erzeugen von Permutationen in lexikographisch
aufsteigender Reihenfolge stammt von Knuth[95].

function ERZEUGEKOMPATIBLEVERBINDUNGEN (LinktypVektor I, LinktypVektor k)

r<[],a <[] > Riickgabewert, Arbeitsvektor
for i € (1,...]k|) do > Generieren des Arbeitsvektors a der Lange |k|
if i <=|l| then
i.ErweitereUm(1[4]) > Setzen der |I| ersten Positionen
else
i.ErweitereUm(e) > Auffiillen mit
end if
end for
SORTIERE(a) > a muss die lexikographisch erste Permutation sein
while true do > Hauptschleife
k< la|+1
for a; in (ay,,...,a;) do

k< k—1 1 k+1 beschreibt den Beginn des lingsten kompatiblen Suffix
if not KOMPATIBEL(a;, ;) then
break
end if
end for
if k=1 then > Alle Stellen sind kompatibel
r.ErweitereUm(a)
end if
if es gibt eine lexikogr. grofsere Permutation, die a; verdndert then
a < néchste lexikogr. grofkere Permutation, die aj verdndert
else
return r
end if
end while
end function
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Problemstellung verwendet werden. Dabei wird ein vom Benutzer vorgegebenes Start-
fragment so mit den Fragmenten eines Fragmentraums erweitert, dass das vollstandige
Molekiil einen Pharmakophor erfiillt. Diese abgewandelte Vorgehensweise wird , Fragmen-

terweiterung” genannt und unterscheidet sich in folgenden Punkten:

e Das Startfragment darf nicht verandert werden. Das gilt sowohl fiir die fragment-

basierte Modifikation von Molekiilen als auch fiir die Entdekorierungsschritte.

e In der Ausrichtungsphase darf sich das Startfragment nur wenig bewegen. Dies wird
durch einen zusédtzlichen Term in der Straffunktion erreicht, der fiir alle Schwera-
tome des Startfragments die Distanz zu ihrem Ausgangspunkt bestraft. Die Strafe
errechnet sich aus der Summe der quadrierten Entfernungen aller Startatome zu

ihren jeweiligen Ursprungspositionen.
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In diesem Kapitel wird eine Auswahl von Ergebnissen, die mit Qsearch in vier Anwen-
dungsszenarien gewonnen wurden, vorgestellt und diskutiert. Um ein moglichst breites
Bild iiber die Moglichkeiten und Einschrankungen der Methode zu gewinnen, wurden in
den Szenarien der Pharmakophor, die Fragmentraume und der Modus (Fragmenterwei-
terung beziehungsweise freie Suche) variiert.

Das Kapitel beginnt mit einer Analyse der Fragmentraume, die als Eingabe verwendet
wurden. In den darauf folgenden Anwendungsbeispielen wird mit COX-2 als Beispiel die
Fahigkeit von Qsearch beleuchtet, auf Basis eines unspezifischen Pharmakophors Grund-
geriiste von bekannten aktiven Molekiilen zu erzeugen. Dafiir wurde zunéchst ein tar-
getspezifischer, und danach ein generischer Fragmentraum als Eingabe verwendet. In den
weiteren Beispielen anhand eines spezifischen BCR-ABL Pharmakophors untersucht, wie
sich die Grundgeriistanderungen, die Qsearch vorschligt, zu bekannten Anderungen aus
der Literatur verhalten. Hierfiir wurde ebenfalls mit einem allgemeinen Fragmentraum
und einem targetspezifischen Fragmentraum gearbeitet, wobei letzterer im Rahmen eines
Fragmenterweiterungsexperiments eingesetzt wurde.

Das Kapitel schlieftt mit einer Diskussion spezifischer Aspekte der Methode ab, wozu

auch insbesondere ihre Einschrankungen gehoren.

6.1. Analyse der verwendeten Fragmentraume

Vor der Prisentation der durchgefiihrten Experimente werden die verwendeten Fragmen-
traume analysiert, da sie einen mafgeblichen Einfluss auf die Qualitdt der Ergebnisse
haben. Dafiir werden sie in Bezug auf verschiedene Eigenschaften untersucht und ihre
Eignung fiir die Anwendung in Qsearch beurteilt. Ein besonderes Augenmerk gilt dabei
der Diversitit der Fragmente in Bezug auf ihre Geometrie, Topologie und Chemie.

Die gewonnenen Erkenntnisse wurden in die Erstellung eines neuen Fragmentraums
umgesetzt, mit dem angestrebt wurde, die Diversitit der Fragmente auf den eben ge-
nannten Felder zu erhdhen. Dazu wurde der BRICS 4k Raum mit Fragmenten des

BRICS 20k Raums angereichert, die bestimmten Kriterien entsprechen: Die geometri-
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sche Diversitat wurde dadurch erhoht, dass Fragmente, die ein nicht-planares Ringsystem
besitzen, hinzugefiigt wurden, und die topologische Diversitiat dadurch, dass Fragmen-
te hinzugefiigt wurden, die mehr als ein Linkatom aufweisen. Der daraus entstandene

Fragmentraum wird im folgenden als ,BRICS 4k+* Fragmentraum bezeichnet.

6.1.1. Geometrische Diversitat

Bedeutung Da die molekulare Erkennung zu einem grofen Teil {iber die geometrischen
Eigenschaften von Molekiilen bestimmt wird, ist im de novo Design eine hohe geometri-
sche Diversitat bei den verwendeten Fragmente wiinschenswert um ein breites Spektrum
an molekularen Formen abzudecken.|[96]

Die geometrische Diversitdt von Fragmenten wird iiber zwei Parameter beeinflusst. Der
erste ist die Flexibilitdt innerhalb der Fragmente, die durch das Gegeneinanderverdre-
hen von Molekiilteilen an rotierbaren Bindungen entsteht. Je mehr aufeinander folgende
rotierbare Bindungen in einem Fragment existieren, desto grofser ist die Spannbreite an
Formen, die von ihm angenommen werden konnen. Zu diesem Parameter zahlt auch das
Wechseln von Ringkonformationen an flexiblen Ringen.!

Der zweite Parameter ist die geometrische Lage der Linkatome zueinander. Sie ist un-
ter dem Begriff Exitvektor[40] bekannt, und bestimmt die Formen, die durch das reine
Verkniipfen von Fragmenten erhalten werden kann. Befinden sich die Linkatome an star-
ren molekularen Strukturen, so kann durch die Verkniipfung mehrerer solcher Fragmente
eine grofie Vielfalt an starren molekularen Formen gewonnen werden.

Von den beiden Moglichkeiten, die geometrische Variabilitdt in Fragmentraumen zu
beeinflussen, ist im Kontext der Wirkstoffforschung die Verkniipfung von starren Frag-
menten zu bevorzugen, da eine erhéhte Flexibilitéat iber den Entropieterm das chemische
Gleichgewicht von Protein-Ligand Komplexen auf die Seite der ungebundenen Edukte
verschiebt.[91] Die Bindungsaffinitdt von Wirkstoffen wird also durch eine hohere Flexi-

bilitat innerhalb von Liganden erniedrigt.

Statistische Analyse Im Falle der BRICS Raume lasst sich feststellen, dass die geo-
metrische Diversitat der Fragmente in Bezug auf die Anordnung der Exitvektoren nicht
stark ausgeprigt ist. In Abbildung 6.1.1 ist erkenntlich, dass ein Grofiteil der in ihnen
enthaltenen Fragmente planar oder nahezu planar ist. Dies gilt fiir circa 70% der Mole-
kiile in den Standard-BRICS-Raumen und circa 55% der Molekiile in dem angereicherten

BRICS-Raum, und ist eine direkte Konsequenz der Methode, mit der die Fragmentraume

!Qsearch beriicksichtigt das Wechseln von Ringkonformationen nicht explizit. Stattdessen muss fiir jede
Ringkonformation ein Fragment in der Eingabe vorhanden sein.
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Abbildung 6.1.1.: Kerndichteschétzung fiir die Planaritét der verwendeten Fragmente.
Aufgetragen ist der Anteil der Varianz der Koordinaten, die nach einer
Hauptkomponentenanalyse durch die dritte Komponente erklart wird.
Der grofite Anteil der Fragmente besitzt planare Ringsysteme, was in
den Maxima der Standard BRICS-Raume erkennbar ist. Gut zu sehen
ist ebenfalls, dass im angereicherten BRICS 4k+ Raum der Anteil
der Fragmente mit planaren Ringsystemen niedriger ist, und dafiir ein
zweites Maximum — vermutlich durch nicht-planare Ringsysteme — hin-
zugekommen ist.

erstellt worden sind. Die BRICS Réume sind auf Ahnlichkeit zu Wirkstoffbibliotheken
optimiert, wozu auch eine Praferenz von aromatischen Ringsystemen gehort, die wieder-
um ein weit verbreitetes Strukturmotiv in Wirkstoffen sind. Folglich sind in den Rdumen

aromatische Ringsysteme ebenfalls stark vertreten.

Konsequenzen In den von Qsearch erzeugten Ergebnissen lasst sich sehen, dass vie-
le Molekiile hauptséchlich aus planaren Untereinheiten bestehen, und die geometrische
Vielfalt grofstenteils durch rotierbare Bindungen zwischen ihnen zustande kommt. Diese
Eigenschaften sind insbesondere bei den Ergebnissen fiir den BCR-ABL Pharmakophor

ausgepragt.

Diskussion Das Entwerfen von Fragment- und Molekiilbibliotheken, die ein breites
Spektrum an Geometrien abdecken, ist sowohl fiir virtuelle Fragmentrdume als auch
fiir experimentelle Fragmentbibliotheken von grofer Bedeutung.[96] Bisher fokussieren
sich die aktuellen Methoden fiir das Bibliotheksdesign allerdings auf die chemische und
nicht auf die geometrische Diversitit. (vgl. ebd.) Von einer Erhohung der geometrischen
Diversitédt in der Eingabe kénnten die Ergebnisse von Qsearch substanziell profitieren, da

sie ein breiteres Spektrum an molekularen Formen abdecken wiirden. Allerdings wiirde
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Anzahl der Linkatome pro Fragment

Abbildung 6.1.2.: Analyse der topologischen Diversitédt der BRICS Rdume. Aufgetragen
sind Histogramme iiber die Anzahl an Linkatomen pro Fragment in
den vier Beispielfragmentraumen. Es ist ersichtlich, dass die klassi-
schen BRICS Raume hauptséchlich aus terminalen Fragmenten beste-
hen. Der angereicherte BRICS 4k+ Raum enthélt mehr Fragmente
mit zwei Linkatomen, aber trotzdem nur minimal mehr Fragmente mit
drei Linkatomen.

durch diesen Schritt auch die Wirkstoffahnlichkeit der Fragmentraume verringert wer-
den, da sie weniger aromatische Systeme enthalten wiirden, die bei Wirkstoffen haufig

anzutreffen sind.

6.1.2. Topologische Diversitat

Bedeutung Eines der Hauptanwendungsfelder fiir das de novo Design ist die Suche nach
neuartigen molekularen Grundgeriisten. Trotz des Fehlens einer allgemeingiiltigen Defini-
tion des Begriffs ,Grundgeriist”, kann die Topologie der molekularen Strukturformeln als
ein bestimmendes Element im Grundgeriistkonzept angesehen werden. (vgl. Abschnitt
2.4) Folglich ist eine grofte Diversitét der Fragmente in Bezug auf die Topologie eine der

Grundlagen fiir den Zugang zu moglichst diversen Leitstrukturen.

Statistische Analyse In Abbildung 6.1.2 ist die Verteilung der Fragmente in Hinblick
auf die Anzahl der Linkatome in den verwendeten Fragmentraumen aufgetragen. Dabei
ist klar ersichtlich, dass die Verteilung in sémtlichen Fragmentraumen stark auf terminale
Fragmente mit nur einem Linkatom konzentriert ist. Nur ungefahr 20% der Fragmente
weisen zwei oder mehr Linkatome auf. In dem angereicherten BRICS 4k+ Raum finden
sich mehr nicht-terminale Fragmente, allerdings besitzen auch hier ca. 60% der Fragmente

nur ein Linkatom.
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Konsequenzen Die Konsequenzen der prasentierten Topologieverteilung in den BRICS-
R&umen spiegeln sich in den prasentierten Ergebnissen wider. So hat die hohe Anzahl der
Fragmente mit einem Linkatom unter anderem Einfluss auf die Ergebnisse fiir den COX-2
Pharmakophor, wo fast alle Losungen aus zwei terminalen Fragmenten bestehen. Fiir den
BCR-ABL Pharmakophor konnten nur wenige Molekiile gefunden, die eine nicht-lineare
Topologie aufweisen, in denen also Fragmente mit mehr als zwei Linkatomen verbaut

wurden.

Diskussion Die Anzahl der Linkatome ist kein allumfassendes Maf zur Beschreibung
der topologischen Diversitdt in Fragmentrdumen. Es ist denkbar, dass Fragmente nur
ein oder zwei Linkatome besitzen, aber durch grofsere interne Verzweigungen komplexe
Topologien aufweisen. Um die topologischen Diversitét in Fragmentréumen beurteilen zu
kénnen, miisste ein Maft sowohl fiir die interne Topologie von Fragmenten als auch fiir die
Topologien, die durch das Verkniipfen von Fragmenten entstehen kénnen, erarbeitet wer-
den. Allerdings ist auch ohne dieses Mafs zu vermuten, dass in den BRICS-Rdumen die
Anzahl an nicht-terminalen Fragmenten fiir eine breite Abdeckung an diversen Grund-
gerilisten zu niedrig ist. Wie jedoch das optimale Verhéltnis der Anzahl an Linkatomen

in den Fragmenten aussieht, muss Teil weiterer Forschungsarbeiten sein.

6.1.3. Chemische Diversitit I: Hydrophobizitat

Bedeutung Wie in Abschnitt 6.5.1 beschrieben, ist die Hydrophobizitéit einer der wich-
tigsten Faktoren um die Eignung einer Substanz als Leitstruktur zu beurteilen. Dabei
gibt es mehrere Moglichkeiten um die Hydrophobizitiat von Molekiilen zu beschreiben.
In den ,Lipinski rule of 5“ Regeln|97]|, die als Faustregel fiir die orale Bioverfiigbarkeit
von Wirkstoffen verwendet werden, wird sowohl der Oktanol-Wasser Partitionskoeflizient
als auch die Anzahl an Donor- und Akzeptoratomen als Maf verwendet. Das Hydropho-
bizitdtskonzept von Qsearch basiert auf letzterem, weswegen die Hydrophobizitdt fiir
die verwendeten Fragmente im folgenden ebenfalls durch die Anzahl der Atome, die als

Donor- oder Akzeptor klassifiziert werden, beschrieben wird.

Statistische Analyse In Abbildung 6.1.3 ist die Anzahl der polaren Atome pro Frag-
ment und das Verhéltnis von polaren zu nicht polaren Schweratomen in den verwendeten
Fragmentrdumen graphisch aufgetragen. Es féllt auf, dass ein Grofiteil der Fragmente
zwei oder mehr polare Atome beinhaltet. Dariiber hinaus weisen die meisten Fragmente
ein Verhéltnis von polaren zu unpolaren Schweratomen von 1:4 oder mehr auf. Der Medi-

an filir den Anteil an Heteroatomen in allen Datensétze in diesem Fall jeweils 0,22. Daraus
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Prozent der Fragmente

Prozent der Fragmente

Abbildung 6.1.3.: Polaritit der Fragmente in den BRICS Fragmentrdumen. Atome wer-
den als polar angesehen, wenn sie im Interaktionsmodell entweder als
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6.1. Analyse der verwendeten Fragmentrdume

erschlieft sich, dass mehr als jedes zweite Fragment zu 20% aus polaren Schweratomen
besteht.

Konsequenzen Eine der auffilligsten Konsequenzen fiir Qsearch ist die hohe Polari-
tat der Molekiile, die als Ergebnis geliefert werden. Da in den Fragmenten eine hohe
Anzahl an polaren Gruppen vorhanden ist, finden sich diese — sofern sie nicht durch
den in Abschnitt 5.4.2 beschriebenen Entdekorierungsschritt entfernt werden — in den
Ergebnismolekiilen wieder. Dariiber hinaus ist die Verwendung von hydrophoben Phar-
makophormerkmalen mit den BRICS Fragmentrdumen stark beeintriachtigt, da es kaum

Fragmente ohne polare Atome gibt.

Diskussion Die hohe Zahl an polaren Fragmenten in den BRICS R&umen lasst sich
einfach auf die Datensétze zuriickfiithren, die benutzt wurden, um die Fragmente zu ge-
nerieren. Zum einen sind die verwendeten Molekiile voll optimierte Wirkstoffe, so dass
bereits polare Gruppen fiir die Erhéhung der Loslichkeit eingefiihrt wurden. Zum anderen
wurden aromatische Heterozyklen im Fragmentauswahlprozess iiberreprasentiert, was im
néchsten Abschnitt gezeigt wird.

Die direkten Konsequenzen durch polare Fragmente fiir Qsearch halten sich allerdings
in Grenzen. Sie stellen vor allen Dingen ein grofses Hindernis bei der Akzeptanz der
Losungen bei den Endanwendern dar, die polare Gruppen nur bei entsprechenden Phar-
makophormerkmalen erwarten. Vielmehr ist es fiir den Algorithmus eher forderlich, Frag-
menten mit moglichst vielen funktionellen Gruppen zu haben, von denen die nicht be-
notigten im Entdekorierungsschritt entfernt werden. So kann Qsearch auf einen gréfseren

Raum an Arrangements von funktionellen Gruppen zuriickgreifen.

6.1.4. Chemische Diversitit Il: aromatische Heterozyklen

Bedeutung Ringsysteme finden in Wirkstoffen sowohl als Strukturmotiv als auch als
funktionelle Gruppe breite Anwendung, wobei sie entweder dazu dienen konnen, inter-
agierende Gruppen in einem bestimmten Abstand zueinander zu fixieren, oder selbst
Interaktionen auszubilden. Dabei haben aromatische Heterozyklen reguldren Ringen ge-
geniiber den Vorteil, dass sie in der Regel keine Stereozentren tragen. Aromatische He-
terozyklen liegen klassischerweise als Ringe mit fiinf oder sechs Atomen vor, wobei die

Sechsringe im WDI relativ haufiger als Fiinfringe vorkommen.

Statistische Analyse Die Ergebnisse der Analyse sind in Abbildung 6.1.4 zusammen-

gefasst. Es ist ersichtlich, dass bei den Fiinfringen der verwendeten Fragmentridume eine
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Abbildung 6.1.4.: Analyse der Eigenschaften von Heterozyklen in verschiedenen Frag-
mentraumen.
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starke Uberreprisentation von Ringen mit zwei oder mehr Heteroatomen vorhanden ist,
die sich so in den Ergebnissen wiederfindet. Im Vergleich dazu ist die Verteilung bei den
Sechsringen anndhernd gleich.

Im Zuge dieser Analyse wurde zusétzlich die Verteilung von Fiinf- und Sechsringen in
den Fragmenten erforscht, wobei sich herausstellte, dass innerhalb dieser Fragmente die
Fiinfringe viel starker reprasentiert sind als im WDI. (Abbildung 6.1.4) Wahrend dort
15,7% der Ringe finf Atome haben, sind es in den BRICS-Raumen iiber 30%.

Konsequenzen Fiir Qsearch ergeben sich aus den gefundenen Verteilungen bei den
Heterozyklen in den Fragmentrdumen zwei Folgen. Zum einen entspricht das Verhaltnis
von Fiinf- und Sechsringen in den Losungen nicht dem, das man bei Wirkstoffen erwartet
(vgl. WDI-Werte in Abbildung 6.1.4). Zum anderen ist die Anzahl an Heteroatomen in

den Fiinfringen erhoht.

Diskussion Anders als bei der Verringerung der Heteroatomanzahl in der Entdekorie-
rungsphase ist eine Korrektur des Verhiltnisses von Fiinf- zu Sechsringen nicht ohne
weiteres moglich. Die Ringe sind geometrisch nicht dquivalent und ein verschobenes Ver-
héltnis in der Eingabe kénnte von den Benutzern beabsichtigt sein, so dass eine Korrektur
nicht durchgefiihrt werden sollte. Fiir einen Ausgleich der Verhéltnisse sind weitere Ar-
beiten notig, die die Griinde fiir ihre Verschiebung beleuchten.

Die Uberreprisentierung der Fiinfringe resultiert in einem weiteren Problem. Wihrend
Sechsringe leicht durch Benzenringe ohne Heteroatome ersetzt werden kénnen, so muss
in aromatischen Fiinfringen stets mindestens ein Heteroatom vorhanden sein, um die
Aromatizitat zu gewéhrleisten, was die Anzahl der Nichtkohlenstoffatome zu Lasten der
Benutzerakzeptanz erhoht.

In die Erstellung des BRICS 4k+ Raumes floss bisher noch keine Bemiihung, die
erwiahnten Probleme auszugleichen. Es ist jedoch davon auszugehen, dass die Qualitat
und vor allen Dingen die Nutzerakzeptanz der Ergebnisse iiber eine solchen Schritt zu

steigern ist.

6.2. COX-2 Inhibitoren

Nichtsteroidale Antirheumatika und die Cyclooxygenase-2

Die Cyclooxygenase ist ein Enzym, das die Entstehung von Prostaglandinen aus Arachi-

donséure katalysiert. Da Prostaglandine im Korper als Schmerzmediatoren wirken, hat
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Abbildung 6.2.1.: Der verwendete COX-2 Pharmakophor. Hellgriin: aromatische Zentren,
dunkelgriin: aromatische Richtungen. grau: erlaubte Form. Das darge-
stellte Molekiil ist ein Derivat des COX-2 Inhibitors Celecoxib aus der
PDB Struktur 6cox.

ihre Blockade eine Herabsetzung der Schmerzempfindlichkeit zur Folge.|98] Dariiber hin-
aus fungieren Prostaglandine als Botenstoff, der Entziindungsreaktionen hervorruft und
die Aggregation von Thrombozyten unterdriickt. Folglich werden Cyclooxygenasehemmer
als Analgetika, Antiphlogistika und Thrombozytenaggregationshemmer eingesetzt. Ent-
ziindungshemmende Schmerzmittel, die wie die COX-Inhibitoren kein steroidales Grund-
geriist besitzen, werden auch als nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) bezeichnet.[99]

Die Cyclooxygenase liegt in den zwei strukturellen Isoformen COX-1 und COX-2 vor.
Die NSAR der ersten Generation hemmen nicht-selektiv beide Isoformen, aber durch
die Aufklarung der strukturellen Unterschiede zwischen ihnen konnte sich die Forschung
auf die Entwicklung von selektiven COX-2 Inhibitoren konzentrieren. Diese Isoform hat
einen weitaus grofseren Anteil an der Schmerzmediation, und zeigt bei einer Inhibition

im Vergleich weniger Nebenwirkungen.|1]

COX-2 Pharmakophor

Die Bindetasche von COX-2 ist weitgehend hydrophob und die molekulare Erkennung

von Liganden wird hauptséchlich durch ihre Form bestimmt.|54] Um zu untersuchen, ob
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die in Qsearch implementierte Methodik Topologien bekannter Inhibitoren reproduzieren
kann, wurde auf Basis dieser Tasche ein Pharmakophor erstellt, der bereits strukturelle
Eigenschaften {iber aromatische Merkmale vorgibt. So konnten die Lésungen einfach mit
den Grundgeriisten von bekannten COX-2 Inhibitoren verglichen werden. Der erstellte
Pharmakophor ist in Abbildung 6.2.1 dargestellt. Er besteht aus zwei gerichteten aro-
matischen Pharmakophormerkmalen und einem Volumen, das auf Basis des Celecoxib-
Analogs in der PDB Struktur 6cox|100] erstellt wurde. Es beschreibt die Tasche, in der
die Inhibitoren binden, und wurde durch das Platzieren von Kugeln mit dem Radius
1,8A auf allen Schweratomen des Liganden definiert. Ein vergleichbarer Ansatz wurde
in der Validierung des Programms SkelGen|54] gewéahlt, wo die Pharmakophordefinition

ghnlich unspezifisch war.

Generierung eines targetspezifischen COX-2 Fragmentraums

Fiir das erste Experiment mit dem COX-2 Pharmakophor wurde ein targetspezifischer
Fragmentraum fiir COX-2 Inhibitoren generiert. Dafiir wurde ein Datensatz mit 128 Mo-
lekiilen, die eine Aktivitét gegeniiber COX-2 aufweisen, von Stahl und Rarey[101] iiber-
nommen und mithilfe der BRICS Schnittregeln zu insgesamt 414 Fragmenten zerlegt. In
diesem speziellen Kontext bietet der Fragmentraum neben funktionellen Gruppen, die
flir COX-2 Inhibition typisch sind, den zusédtzlichen Nutzen, dass er die Vergleichbar-
keit der generierten Ergebnisse mit bekannten Inhibitoren vereinfacht, da der Suchraum
kleiner ist, und die vorkommenden Strukturmotive einfach denen der aktiven Molekiilen

zuzuordnen sind.

Durchfiihrung und Ergebnisse

Mit dem targetspezifischen Fragmentraum und dem oben beschriebenen Pharmakophor
als Eingabe wurde das Programm 8 Minuten lang? ausgefiihrt. Als Besonderheit wurde
in diesen Léufen der Entdekorierungsschritt ausgelassen, um die speziellen Eigenschaften
des Fragmentraums zu bewahren. Dabei wurden genau 100 Molekiile, die dem Pharmako-
phor geniigen, erzeugt. Die generierten Molekiile wurden manuell den verallgemeinerten
Grundgeriisten aus der SkelGen Validierung von Stahl et al.|54] zugeteilt. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 6.1 aufgefiihrt, wo zu jedem Grundgeriist mindestens eine entsprechende
Losung abgebildet ist.

In einem zweiten Experiment diente statt des targetspezifischen Fragmentraums der

BRICS 4k+ Fragmentraum als Eingabe. Das Programm wurde auf der gleichen Rech-

2Laptop mit Intel Core2 Duo mit 2GHz, 4GB Speicher, OpenSuse 11.3.
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Tabelle 6.1.: Auswahl von Molekiilen, die im COX-2 Beispiel aus dem targetspezifischen
Fragmentraum generiert wurden. Erste Spalte: verallgemeinertes Grundge-
riist, mittlere Spalte: generierte Losung, rechte Spalte: bekanntes aktives
Molekiil. In blau (4. Zeile, rechte Seite) ist eine Losung mit einem neuarti-
gen Ringschluss hervorgehoben.
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Tabelle 6.2.:

6.2. COX-2 Inhibitoren

R

N

v@?@@

Bekannte Grundgeriiste von COX-2 Inhibitoren neben von Qsearch erstell-
ten Losungen. In der ersten Spalte sind generalisierte Darstellung der mole-
kularen Grundgeriiste abgebildet. Die Zahlen in den Ringen reprisentieren
eine variable Anzahl an Atomen. Gezeichnete Einfachbindungen kénnen so-
wohl Einfach- als auch Doppelbindungen reprisentieren. Daneben sind von
Qsearch generierte Losungen zu sehen.
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nerumgebung ausgefiihrt, allerdings aufgrund des gréfieren Suchraums mit 16 Minuten
doppelt so lange, wobei circa 500 Losungen erhalten wurden. Die Losungen wurden eben-
falls manuell den bekannten Grundgeriisten zugeordnet und in Tabelle 6.2 mit ihren
korrespondierenden Grundgeriisten aufgetragen. Genau wie im ersten Beispiel konnten
Représentanten der bekannten Molekiilgeriiste von COX-2 Inhibitoren unter den gene-
rierten Losungen gefunden werden. Die einzige Ausnahme bildet die Klasse (d) in der o.g.
Tabelle. Diese Klasse zeichnet sich durch ein zentrales planares sp?-hybridisierte Kohlen-
stoffatom aus, an dem zwei aromatische Ringe und ein aliphatischer Ring gebunden sind.
Das zentrale Kohlenstoffatom konnte in keinem Ergebnismolekiil gefunden werden. Statt-
dessen wurden Losungen erzeugt, in denen ein geometrisch dquivalentes Stickstoffatom
diese Position ausfiillt.

Zusétzlich zu den Grundgeriisten aus der SkelGen Validierung, die aus dem targetspe-
zifischen Fragmentraum reproduziert werden konnten, wurden Molekiile erzeugt, die ein
cis-Stilben Motiv aufweisen. (Klasse (f) in der Tabelle 6.2) Dieses Motiv war in dem tar-
getspezifischen Fragmentraum nicht enthalten, reprasentiert jedoch ebenfalls eine Klasse
von aktiven Molekiilen.[102] Im Vergleich zu den klassischen cis-Stilbenen besitzen die er-
zeugten Molekiile an ihren Phenylringen jeweils einen zusétzlichen Ring in para-Stellung,

der von Qsearch angefiigt wurde, um das geforderte Minimalvolumen zu erreichen.

Interpretation

In dem ersten Beispiel liefs sich zeigen, dass fiir jede der Grundgeriistklassen der COX-
2 Inhibitoren aus der SkelGen Validierung Losungen generiert werden konnten. Die in
Tabelle 6.1 abgebildeten bekannten aktiven Molekiile konnten entweder exakt oder an-
nahernd exakt reproduziert werden. Dazu gehoren zum Beispiel die Losungen mit dem
Cyclopentanring oder dem Dihydrofuran-2-on Rest. (1. bzw. 2. Zeile rechts) Dariiber hin-
aus liefs sich eine Losung finden, die die terminale Doppelbindung des Grundgeriists ohne
den angeschlossenen fiinfgliedrigen Ring aufweist (3. Zeile rechts). Sie ist vergleichbar zu
dem daneben abgebildeten offenkettigen Vorlaufer der Struktur mit dem Dihydrofuran-
2-on Ring. Die in der Tabelle blau dargestellte Struktur mit dem neuen Ringschluss
entspricht keinem der angegebenen Grundgeriiste und ldsst sich als neuartig bezeichnen.
Auch die dreidimensionalen Uberlagerungen mit dem Molekiil, das dem Pharmakophor
als Grundlage diente, zeigen eine gute Ahnlichkeit. (Abbildung 6.2.2)

In dem zweiten Experiment konnten in den Loésungen ebenfalls Repriasentanten aller
Grundgeriistklassen gefunden werden. Im Vergleich zu den Ergebnissen, die mit dem
targetspezifischen Fragmentraum generiert wurden, waren die Molekiile wie erwartet un-
ghnlicher zu den bekannten COX-2 Inhibitoren. Dies ist hauptséchlich auf die Dekoration
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Abbildung 6.2.2.: Vier Qsearch Ergebnismolekiile (gelb) iiberlagert mit dem Pharma-
kophor und dem Molekiil, mit dem die Anfrage generiert worden ist
(orange). Unten ist die 2D-Strukturformel der jeweiligen Molekiile zu
sehen.

der Fragmente und nicht auf die Grundgeriiste zuriickzufiihren, da die verwendeten Frag-
mente nicht die fiir COX-2 typischen funktionellen Gruppen tragen. Aufféllig ist ebenfalls,
dass die Losungen trotz des Entdekorierungsschritts teilweise sehr polar sind und viele
Fiinfringe enthalten. Mogliche Ursachen fiir diese Beobachtungen werden in Abschnitt
6.1.4 besprochen. Anhand dieses Beispiels lésst sich sehen, wie die Verwendung eines
generischen Fragmentraums die Generierung von neuen Grundgeriisten (in diesem Fall
das der cis-Stilbene) erméglichen kann, die bei der Verwendung eines targetspezifischen

Fragmentraums nicht gefunden werden konnten.

Fiir die Grundgeriistklasse, in der der zentrale sp2-hybridisierte Kohlenstoff als zen-
trales Verzweigungsatom dient (Klasse (d) in Tabelle 6.2), wurden nur Molekiile mit
planaren Stickstoffatomen generiert. Hier zeigt sich, wie die Ergebnisse von Qsearch als
Grundgeriiste gelesen werden sollten. Die relevante Information in diesen Molekiilen ist,
dass ein zentrales planares Verbindungsatom die aromatischen Ringe so positionieren
kann, dass sie den Pharmakophor geometrisch erfiillen. Spezifischere Informationen, wie
zum Beispiel das Element des Atoms sind in diesem Fall weniger interessant, vor allen
Dingen, da es in diesem Fall nicht fiir die Erfiillung der elektronischen Pharmakophor-

merkmale benétigt wird.

Um im zweiten Versuch bei den Ergebnissen eine Diversitdt zu erreichen, die mit der
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des ersten Versuchs vergleichbar ist, musste die Laufzeit von 8 auf 16 Minuten verdoppelt
werden. In dieser Zeit wurde fiir das zweite Experiment ungefahr die gleiche Anzahl an
Grundgeriisten erzeugt, wobei allerdings jede Grundgeriistklasse deutlich mehr Repré-
sentanten beinhaltet, was sich durch die Verteilung der Fragmente in dem Fragmentraum
erkldren ldsst. In dem targetspezifischen Fragmentraum war durch die geringe Fragmen-
tanzahl die Zahl der Molekiile pro potentiellem Grundgeriist beschrankt, wohingegen es
im BRICS _4k-+ Fragmentraum es eine sehr hohe Anzahl Fragmente gibt, die bis auf ihre
Dekoration identisch sind. (Dies sind vor allen Dingen verschieden dekorierte aromati-
sche Heterozyklen.) Dadurch existiert fiir jede Grundgeriistklasse eine grofe Menge an
moglichen Molekiilen, die jeweils minimal verschiedene Dekorationen aufweisen. Solange
sie den Pharmakophor erfiillen, sind diese Molekiile fiir Qsearch anndhernd gleichwertig,
was zur Folge hat, dass Anderungen, die zu dquivalenten Grundgeriisten fithren, mit einer

hohen Wahrscheinlichkeit akzeptiert und mit zu den Losungen hinzugefiigt werden.?

6.3. BCR-ABL Tyrosinkinase Inhibitoren

Chronische myelonische Leukdmie und Imatinib

Die chronische myelonische Leukémie ist eine Krankheit, die durch den Austausch (die
sogenannte Translokation) von Genabschnitten zwischen den Chromosomen 9 und 22 in
pluripotenten Stammzellen entsteht.[103] Dabei wird das Chromosom 22 um einen Ab-
schnitt verkiirzt, der am Chromosom 9 wieder angefiigt wird, wobei die Gene BCR und
ABL1 zu einem neuen (BCR-ABL) verkniipft werden, das aufgrund seines Entdeckungs-
ort auch Philadelphiachromosom genannt wird. Das durch die Fusion neu entstandene
Gen wird in eine Tyrosinkinase mit erhdhter Aktivitdt umgesetzt. Diese Aktivitat du-
fert sich in einer unverhéltnisméfig starken Vermehrung von weiflen Blutkorperchen
und fithrt zum Krankheitsbild der chronisch myelonischen Leukimie. Ende der neunzi-
ger Jahre wurde der Wirkstoff Imatinib (Gleevec®)) auf den Markt gebracht, der die
krankheitsverursachenden Tyrosinkinasen gezielt blockiert und der Krebsforschung auf
diesem Feld einen grofsen Schub gegeben hat. Das Blockieren von Tyrosinkinasen findet

inzwischen in der Therapie von verschiedenen Krebsarten Anwendung.[104]

3Eine automatische Zusammenfassung von dquivalenten Grundgeriisten wire an dieser Stelle hilfreich
bei der Interpretation der Ergebnisse hilfreich und wird im Ausblick in Abschnitt 7.2 diskutiert.
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6.3. BCR-ABL Tyrosinkinase Inhibitoren

Imatinib Pharmakophor

Fiir die Berechnungen wurde ein Pharmakophor fiir die BCR-ABL Tyrosinkinase[85] ver-
wendet, der spezifisch fiir das Interaktionsmuster von Imatinib ist. In der dazugehorigen
Publikation wurde gezeigt, dass mithilfe des Pharmakophors alle Imatinib Molekiile in
der Protein Data Bank|90| (PDB) automatisch erkannt werden kénnen.

Der Pharmakophor wurde auf Basis der Proteinstruktur der c-Abl Tyrosinkinase* im
Komplex mit Imatinib (PDB:1opj[105]) reproduziert. Er besteht aus vier aromatischen
Merkmalen und zwei gerichteten Wasserstoffbriickenakzeptorfunktionen. Die Platzierung
der Pharmakophormerkmale auf den einzelnen Molekiilteilen ist in Abbildung 6.3.1 dar-
gestellt. Die Form wurde durch das Platzieren von Kugeln mit dem Radius 1,8A auf allen

Schweratomen definiert.

Durchfiihrung und Ergebnisse

Der Pharmakophor diente zwei verschiedenen Experimenten als Grundlage. Zum einen
wurde er in einer freie Suche im BRICS 4k+ Fragmentraum eingesetzt und zum anderen
in einer leicht abgewandelten Form in einer Fragmenterweiterung mit einem targetspezi-
fischen Fragmentraum.

Im ersten Anwendungsbeispiel wurde die Fahigkeit von Qsearch untersucht, chemi-
sche Modifikationen an Imatinib zu reproduzieren, die bekannterweise zu neuen aktiven
Molekiilen gefiihrt haben. Dafiir wurden drei Molekiile, die als Weiterentwicklungen von
Imatinib auf den Markt kamen und ebenfalls Tyrosinkinasen als Zielstruktur haben,
auf ihre jeweiligen Unterschiede zu Imatinib untersucht, und mit den Ergebnissen, die
Qsearch geliefert hat, verglichen. Fiir die Berechnungen wurde Qsearch verteilt auf vier
Computern je acht Stunden lang laufen gelassen, was insgesamt zu 216 Ergebnisse gefiihrt
hat. Die Ergebnisse wurden manuell ihren &hnlichsten aktiven Molekiilen zugeordnet.

Im zweiten Anwendungsbeispiel wurde der Fragmenterweiterungsmodus von Qsearch
verwendet, in dem von einem Startfragment aus ein komplettes Molekiil generiert wird.
Ziel war, den Grundgeriistwechsel zu reproduzieren, der in dem Imatinib-Nachfolger Po-
natinib resultierte. Das Anwendungsbeispiel basiert auf einer Analyse des Interaktions-
musters das Imatinib mit dem Rezeptor in der PDB Struktur lopj ausbildet. Die Analyse
zeigt, dass keines der beiden Stickstoffatome des Pyrimidinrings Wasserstoffbriickenbin-
dungen ausbildet, und der Ring daher in der Molekiilstruktur eliminiert werden kann.

Folglich wurde aus dem Pharmakophor das aromatische Merkmal entfernt und auf den

4Die c-Abl Tyrosinkinase ist die Tyrosinkinase, die aus dem ABL1 Gen transkribiert wird. Sie ist eine
strukturelle Untereinheit der BCR-ABL Tyrosinkinase und kann daher als Zielstruktur verwendet
werden.[105]
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Imatinib

Nilotinib

Sorafenib

Ponatinib

Abbildung 6.3.1.:
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Pharmakophor fiir BCR-ABL Tyrosinkinaseninhibitoren nach Wolber
und Langer|85]. In der obersten Zeile ist Imatinib zusammen mit dem
Pharmakophor zu sehen. Darunter abgebildet sind Wirkstoffe der zwei-
ten Generation, die aus Imatinib hervorgegangen sind. Wichtige Un-
terschiede sind orange markiert. Alle vier Molekiile sind strukturell
dhnlich und erfiillen den Pharmakophor entweder ganz, oder im Fall
Sorafenib und Ponatinib nur teilweise. Neben den Molekiilen sind je-
weils Qsearch Ergebnisse abgebildet, die die gewiinschten Strukturéin-
derungen beinhalten.
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Tabelle 6.3.: Die besten neun Losungen des Fragmenterweiterungsexperiments. Alle Lo-
sungen wurden in das aktive Zentrum der PDB Struktur lopj gelegt und
von MOE bewertet.

Akzeptor und das aromatische Merkmal des terminalen Pyridins reduziert. Die ande-
ren Pharmakophormerkmale sind Teil des Startfragments und wurden deshalb ebenfalls
entfernt.

Als Eingabe wurde fiir dieses Experiment ein Unterraum des BRICS 4k Datensatzes
generiert. Fragmente wurden in ihm aufgenommen, wenn sie entweder zwei oder mehr
Linkatome besitzen und nicht aromatisch sind (541 von 1086 Linker-Fragmenten), oder
wenn sie ein Linkatom und mindestens ein Akzeptoratom besitzen (717 von 2566 termina-
len Fragmenten). In dem Experiment wurde Qsearch fiir neun Stunden® laufen gelassen,
was in 2152 Ergebnissen resultierte. Nach dem Lauf wurden die Losungen in das akti-
ve Zentrum der Kristallstruktur platziert und mit dem Programm MOE® bewertet. Die

neun am hochsten bewerteten Losungen sind in Tabelle 6.3 gezeigt.

Interpretation

Zuerst werden die Ergebnisse des ersten Experiments besprochen. Sie sind nach den Mo-
lekiilen geordnet, deren Grundgeriistwechsel reproduziert worden sind, und in Abbildung
6.3.1 gezeigt werden. Darauf folgt eine Analyse der Molekiile, die génzlich neuartige Topo-

logien aufweisen. Zuletzt werden die Ergebnisse aus der Fragmenterweiterung untersucht.

5Intel Xeon mit 4 Kernen zu 2,5 GHz und 4GB RAM, CentOS 5.4.
SMOE; Chemical Computing Group: Montreal (Kanada). www.chemcomp . com
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Abbildung 6.3.2.: Dreidimensionale Darstellung der bioisosteren Invertierung von Ami-
den (orange hervorgehoben). Die Kugeln stellen Pharmakophormerk-
male dar. Die unterschiedliche Molekiile sind durch verschiedene Far-
ben gekennzeichnet. Cyan: Imatinib, gelb: Nilotinib, magenta: Qsearch
Ergebnis. Sowohl in der normalen als auch in der invertierten Form liegt
das Sauerstoffatom so, dass es an der gleichen Position als Akzeptor
fungieren kann.

Nilotinib Nilotinib unterscheidet sich von Imatinib hauptséchlich durch die Invertierung
des zentralen Amids. Diese Invertierung ist in der medizinischen Chemie eine etablierte
Technik zur bioisosteren Ersetzung von Amiden[106], da das Sauerstoffatom der Amid-
gruppe in beiden Orientierungen als Akzeptor fungieren kann.” In dem Experiment wurde
genau diese Invertierung des Amids als mogliche bioisostere Losung erzeugt.

Die Invertierung des Amids ist als Regel in Qsearch nicht explizit als bioisostere Er-
setzung formuliert. Dass sie trotzdem reproduziert werden konnte, zeigt das Potential
der Suche mit dreidimensionalen Pharmakophoren in chemischen Fragmentraumen, um
bioisostere Ersetzungen ohne a priori Wissen zu erzeugen. So kénnen durch die Metho-
de, auch nicht offensichtliche bioisostere Ersetzungen generiert werden, was eine wichtige

Voraussetzung fiir Grundgeriistwechsel darstellt.

Sorafenib  Sorafenib weist im Vergleich zu Imatinib eine Reihe an Modifikationen auf.
Mit dem Pharmakophor kompatibel sind in diesem Beispiel nur die Ersetzung des Amins
durch einen Ether und der Austausch des Amids durch eine Harnstoffgruppe.

Erstere Ersetzung konnte ohne Probleme reproduziert werden und findet sich als hau-
figes Muster in den generierten Losungen. Allerdings enthélt der Amin/Ether Austausch
keine relevante Information, wenn das Hauptinteresse auf dem Generieren von neuar-

tigen Grundgeriisten liegt, da beide Gruppen &hnliche geometrische und topologische

"Auch die Donorfunktion des Stickstoffs bleibt in beiden Orientierungen erhalten, was in dem hier
besprochenen Fall allerdings nicht relevant ist.
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Eigenschaften aufweisen.

Die interessantere Ersetzung des Amids durch eine Harnstoff-Gruppe hingegen wurde
von Qsearch nicht vorgeschlagen. Stattdessen findet sich an dieser Stelle hiufig ein zykli-
sche Hydantoin-Ring, der dem Harnstoff sehr dhnlich ist. Diese Beobachtung lasst sich
auf den verwendeten Fragmentraum zuriickfithren. Die Schnittregeln, die eingesetzt wur-
den, um ihn zu erstellen, trennen sémtliche Harnstoffgruppen an beiden Amidbindungen
auf. Dadurch entsteht ein Carbonyl-Fragment mit zwei Linkatomen, sowie zwei weitere
Fragmente, die jeweils an den Stickstoffatomen einen Linker besitzen. Da jedes Fragment
in den BRICS Fragmentrdumen nur genau einmal vorkommen darf, existiert auch das
Fragment, das die Carbonylgruppe bereitstellt, die zur Bildung einer Harnstoffgruppe be-
notigt wird, nur ein Mal. Zyklische Harnstoffe hingegen werden nach den BRICS-Regeln
nicht geschnitten, weswegen das Hydantoin in verschiedenen chemischen Umgebungen
im Fragmentraum weitaus ofter vorkommt (in diesem Fall 30 Mal). Die Platzierung des
Carbonyl Fragments an der richtigen Stelle und die Kombination mit den korrekten
Partner, ist im Vergleich zur Platzierung eines kompletten zyklischen Harnstoffs relativ

unwahrscheinlich, und erklart somit die gefundenen Ergebnisse.

Ponatinib Die Struktur von Ponatinib ist chemisch weitaus entfernter von Imatinib die
der vorherigen Beispiele. Trotzdem teilt es ihre grundsétzliche Linearitét im topologischen
Aufbau des Grundgeriists. Die in Ponatinib eingefiihrten Anderungen beinhalten unter
anderem die Ersetzung des Pyrimidinrings durch Ethinyl und die des terminalen Pyridins
durch einen anellierten aromatischen Heterozyklus. Keine der Losungen beinhaltet die
Ethinylersetzung, da an dieser Stelle vom Pharmakophors ein aromatischer Ring gefordert
wird. Allerdings wurde der terminale Pyridinring durch ein Benzooxazol ersetzt, das sehr

ghnlich zu dem Heterozyklus ist, der in Ponatinib zu finden ist.

Neuartige und nicht-lineare Grundgeriiste Zusétzlich zu den Variationen in den Topo-
logien der Grundgeriiste, die die bekannten aktiven Molekiile aufweisen, und die allesamt
linear sind (vgl. Abbildung 6.3.1), wurden neuartige, nicht-lineare, Grundgeriiste gene-
riert. Zwei Beispiele sind in Abbildung 6.3.3 dargestellt. Das erste Molekiil fiihrt mithilfe
eines sp3-hybridisierten Kohlenstoffatoms eine neue Verzweigung ein, und das zweite
Molekiil erhélt durch ein bizyklisches System mit ortho-Substitution eine neuartige To-
pologie.

Werden diese Losungen in das aktive Zentrum der Zielstruktur platziert und analysiert,
so bilden diese Molekiile nicht alle Interaktionen aus, die bei den bekannten Wirkstoffen

wie zum Beispiel bei Imatinib beobachtet werden kénnen. Dies ist ein erwartbares Ver-
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6. Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 6.3.3.: Generierte Losungen fiir die BCR-ABL Tyrosinkinase mit neuartigen

90

Grundgeriisten. Die Molekiile sind unten mit ihrer Strukturformel an-
gegeben und oben in magenta in 3D dargestellt. In der 3D Abbildung
ist jeweils Imatinib in cyan zu sehen. Griine Kugeln représentieren
aromatische Pharmakophormerkmale, cyanfarbene Kugeln Akzeptor-
merkmale.
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Abbildung 6.3.4.: In der Fragmenterweiterung generiertes Molekiil (Molekiil auf Rang
5, griin) iiberlagert mit Imatinib (gelb). Das meta-substituierte Py-
rimidin wurde durch ein Ethinyl, und das terminale Pyridin durch
ein Benzo[1,2,5|oxadiazol unter Erhaltung des Wasserstoffbriickenbin-
dungsmusters ersetzt. Es ist zu erkennen, dass es dem Startfragment
erlaubt war, sich leicht zu bewegen.

halten, da sie nicht Teil der Pharmakophorhypothese waren. Um die Interaktionen mit
der Zielstruktur zu optimieren, miissten die gefundenen Losungen entweder manuell oder
mit anderen computergestiitzten strukturbasierten Methoden verbessert werden.

Am Beispiel der Losung mit dem sp3-hybridisierten Kohlenstoffatom seien hier mehrere
potentielle Optionen fiir eine Optimierung dargelegt: Bei der Analyse der dreidimensiona-
len Struktur von Imatinib in der Kristallstruktur (PDB:1opj) ist ersichtlich, dass das zen-
trale Amid eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem N-H des Proteinriickgrats ausbildet.
Folglich konnte das Triazolon des Grundgeriists durch ein Imiadzol ersetzt werden, das
die Donor- und Akzeptoratome in der korrekten Position fiir das Interaktionsmuster hat.
Dariiber hinaus konnte auf Basis der Beobachtung, dass sowohl der Pyridin-Stickstoff von
Imatinib als auch sein benachbarter C-H azide Kohlenstoff ebenfalls Wasserstoffbriicken
ausbilden, der terminale Furanring des generierten Molekiils durch einen 3-substituierten

Pyrazolring ersetzt werden, um die Interaktionen zu optimieren.

Fragmenterweiterung Die Losungen des zweiten Experiments wurden dadurch analy-
siert, dass sie in das aktive Zentrum der Tyrosinkinase platziert wurden und mit dem
Programm MOE auf Basis der ausgebildeten Interaktionen bewertet wurden. Die neun
besten Losungen sind in Tabelle 6.3 zu sehen. Alle Losungen enthalten ein Ethinyl oder
ein Ethinyl mit leichten Modifikationen als Verbindungsstiick, welches genau die Er-
setzung ist, die zu Ponatinib gefiihrt hat. Aus diesen Ergebnissen ist ersichtlich, dass
mithilfe von Qsearch die acht Fragmente mit einem Ethinylmotiv aus den insgesamt 541
Linker-Fragmenten als die geometrisch besten identifiziert werden. Die Kristallstruktur

von Imatinib ist in Abbildung 6.3.4 mit der fiinftplatzierten Losung gezeigt. Das gene-
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Abbildung 6.4.1.: Der Reverse-Transkriptase-Inhibitor MSC194 (PDB:1iky|107]) mit
dem fiir die Parametrisierung verwendeten Pharmakophor. Auf dem
Nitril ist ein Akzeptormerkmal (cyan) mit einer Richtung und auf dem
Thioharnstoff eines mit zwei Richtungen platziert. Die Richtungen der
aromatischen Merkmale (griin) sind nicht dargestellt.

rierte Molekiil zeigt einen sehr guten Volumeniiberlapp, und entspricht allen Vorgaben

des Pharmakophors.

6.4. Parametrisierung von Qsearch

Um die Simulated Annealing Prozedur in Qsearch zu optimieren wurden diverse Parame-
tersétze erprobt. Allerdings konnte, die Auswahl nicht durch eine fundierte statistische
Analyse durchgefiihrt werden. Grundlage hierfiir ist eine hohe Anzahl an Messpunkten,
die nur durch eine automatische Bewertung der Ergebnisse mdoglich ist.

Da die Qualitdt der Ergebnisse nicht automatisch bewertbar ist, wurde die Anzahl
der generierten Molekiile als Optimierungskriterium verwendet. Im folgenden werden die
Experimente beschrieben, die fiir die Parametrisierung verwendet wurden.

Der Pharmakophor fiir die Studien wurde mithilfe der Struktur des Reverse-Transkriptase-
Inhibitors® MSC192 (PDB:1iky[107]) erstellt. Er ist in Abbildung 6.4.1 skizziert und
besteht aus zwei gerichteten Akzeptormerkmalen sowie zwei gerichteten aromatischen
Merkmalen. Die Form wurde durch das Platzieren von Kugeln mit einem Radius von
1,8A auf allen Schweratomen definiert.

Als Qualitatskriterium fiir die Optimierung wurde die Anzahl der generierten Losungen

8Die reverse Transkriptase ist fiir die Umwandlung von einstringiger RNA in einstringige DNA ver-
antwortlich. Sie wird von Retroviren dazu verwendet, ihr RNA-Genom in DNA zu transkribieren,
woraufthin es iiber Integrasen in das Genom ihrer Wirtszellen eingebaut werden kann. Die Hem-
mung der reversen Transkriptase kommt unter anderem in der Behandlung von HIV im Rahmen der
hochaktiven antiretroviralen Therapie zum Einsatz.[108]
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Abbildung 6.4.2.: Kerndichteschéitzung fiir die Anzahl der generierten Losungen aufge-
teilt nach den Parameterkombinationen.

nach fiinf Minuten gewéhlt. Die variierten Parameter beinhalten die Anzahl der Schritte
pro Lauf (400, 700, 1000, 1300) und den Abkiihlungsplan (,kalt* nach 12,5%, 25,0%,
37,5% der Schritte), wobei ,kalt“ in dem Algorithmus einen Zustand beschreibt, der eine
Temperatur nahe Null hat und in dem nur noch Losungen akzeptiert werden, die zu einer
Verbesserung fiithren. Als Eingabe diente der oben beschriebene Pharmakophor und der
BRICS 4k+ Raum.

Fiir jede Kombination an Parametern wurden 30 L&ufe zu je fiinf Minuten durchge-
flihrt und die Anzahl der gefundenen Losungen mithilfe einer Kerndichteschéitzung in
Abbildung 6.4.2 analysiert. Weder in der Abbildung noch in den Zahlen selbst liefs sich

ein offensichtlicher Trend erkennen.
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Bei der visuellen Inspektion der generierten Molekiile wurde dariiber hinaus klar, dass
die Anzahl der Losungen alleine kein geeignetes Kriterium ist um die Qualitit eines
Parametersatzes zu beschreiben. Die Ergebnisse sind — gerade wenn eine hohe Anzahl
an Schritten pro Lauf verwendet wurde — von einer grofen Zahl von Molekiilen mit nur
minimalen Variationen dominiert. Dies ist eine Folge der langen ,kalten Phasen, in der
nur Ersetzungen mit beinahe identischen Fragmenten stattfinden, was insbesondere fir
Heteroaromaten beobachtet werden konnte. Ein weitaus besseres Mafs wire die Anzahl
an verschiedenen Grundgeriisten, die pro Lauf generiert werden. Allerdings gibt es bisher
noch keine automatische Beschreibung von Grundgeriisten, die befriedigende Ergebnisse
liefert (vgl. Abschnitt 2.4), und eine visuelle Analyse der Ergebnisse wére durch ihre hohe
Anzahl sehr aufwendig und dariiber hinaus stark subjektiv.

Statt eines statistisch fundierten Parametersatzes werden fiir Qsearch daher Werte ver-
wendet, die aus den Erfahrungen die im Laufe des Projektes gemacht wurden, resultieren,
und die durch die Beobachtung des Algorithmus bei der Optimierung geprégt sind. So
sind kiirzere Laufe mit schnellen Abkiihlungszeitplinen zu bevorzugen. Léngere Léufe
resultieren darin, dass viele Variationen eines Grundgeriists generiert werden, und lang-
samere Abkiihlungen darin, dass insgesamt weniger Grundgeriiste generiert werden, da
der Algorithmus mehr Zeit in einem Stadium verbringt, in dem praktisch alle Anderun-
gen angenommen werden. Daher werden die einzelnen Optimierungslaufe mit jeweils 700
Schritten durchgefiihrt und die Parameter so gewahlt, dass die Temperatur nach 12,5%
Hkalt ist. Fiir die Starttemperatur wurde der Wert 8,0 gewéhlt.

6.5. Einschriankungen der Methode

6.5.1. Hydrophobizitat

Eine wichtige Einschrinkung des verwendeten Chemiemodells ist die Abbildung der Hy-
drophobizitéit. Sie wird durch die IUPAC folgendermafsen definiert:

Als Hydrophobizitit wird das Aneinanderlagern von nicht polaren Gruppen
oder Molekiilen in wéssriger Umgebung bezeichnet, die durch die Neigung von
Wasser, nicht-polare Molekiile auszuschliefien, verursacht wird. (iibersetzt aus
[109])

Hydrophobe Interaktionen beruhen auf zwei Effekten, wobei die Stérke des ersteren im
Vergleich zum zweiten vernachléssigbar ist. Zum einen induzieren hydrophobe Regionen
sich gegenseitig Bipole, die sich dann tiiber ihre komplementédren Ladungen anziehen.

Dieser Effekt wird unter dem Namen ,London-Krifte“ gefiihrt und ist unter anderem
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flir den Zusammenhalt von apolaren Fliissigkeiten verantwortlich. Zum anderen werden
hydrophobe Regionen in polaren Losungsmitteln wie Wasser ausgeschlossen, was zum

Beispiel bei den Phasentrennungen von Ol-Wasser Gemischen zu beobachten ist.[91]

In der Wirkstoffforschung spielt die Hydrophobizitéit in zwei entgegenstrebenden phy-
sikochemischen Eigenschaften eine wichtige Rolle. Einerseits hat sie Einfluss auf die Was-
serloslichkeit der Wirkstoffe, wobei sie sich umgekehrt proportional zur Hydrophobizitat
verhélt, und eine wichtige Grundlage fiir die Moglichkeit zur oralen Darreichung darstellt.
Andererseits beeinflusst die Hydrophobizitat die Bindungsaffinitat eines Wirkstoffs, wo-
bei sie in der Regel proportional mit ihr steigt. Eine weit verbreitete Praxis um die
Affinitdt von Wirkstoffen zu erhdhen, ist daher das Einfiihren von lipophilen Gruppen in
ein Molekiil.[97] Das Austarieren der Eigenschaften von Wirkstoffen sowohl in Bezug auf
eine hohe Wasserloslichkeit als auch auf eine hohe Affinitét ist eine der Kernaufgaben

der medizinischen Chemie.[110]

Hydrophobe Regionen werden komplementér zu der Zielstruktur postuliert und finden
sich in vielen publizierten Pharmakophoren wieder. (z. B. fir ACE-2[12], COX-2[54],
oder Histamin H-3 Rezeptoren|[111]) Fiir den in den Ergebnissen présentierten COX-2
Pharmakophor existieren verschiedene Variationen, in denen die aromatischen Regionen

teilweise oder ganz durch hydrophobe Pharmakophormerkmale ersetzt sind.”

Qsearch beschréankt sich darauf, das Ausschliefsen von hydrophoben Regionen in wéss-
riger Losung zu modellieren, da die London-Kréfte im Verhéltnis sehr schwach sind. Der
Effekt wird durch die Abwesenheit von hydrophilen Interaktionen modelliert. Das heifst,
ein hydrophobes Merkmal ist dann erfiillt, wenn mindestens ein Atom ohne und kein

Atom mit hydrophilen Interaktionen in ihm liegt.

Das in Qsearch verwendete Konzept unterscheidet sich wesentlich von dem vergleich-
barer Programme, die versuchen, die Idee von ,hydrophoben Gruppen zu verwirklichen,
und die hydrophobe Punkte auf Basis von funktionellen Gruppen oder entlang von Koh-
lenstoftketten platzieren. Ein direkter Vergleich der Methoden findet sich in Abbildung
6.5.1. Unter den Anwendern dieses Ansatzes finden sich unter anderem die kommerziel-
len Programme Catalyst[73], Phase!?, LigandScout[85] und MOE.[112] Der Ansatz der
hydrophoben Gruppen bietet zwei wichtige Vorteile. Zum einen lasst sich so die Hy-
drophobizitdt auf einen einzelnen Punkt lokalisieren, was fiir viele Algorithmen Vorteile
bietet, und zum anderen wird das Konzept der hydrophoben Gruppen in der medizini-

schen Chemie haufig verwendet, weswegen die Programme das Konzept in ihren Modellen

9 Aromatische Ringe werden in der Literatur oft als hydrophob interpretiert, auch wenn sie polare
Interaktionen ausbilden kénnen.[112]
%Phase; Schrédinger, LLC: New York, NY (USA). www.schrodinger.com
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Nebeneinanderstellung verschiedener Hydrophobizitédtskonzepte nach
Spitzer et al.[18] und Wolber et al.[112|. Fiir jedes Programm sind in
den Spalten anhand verschiedener Molekiile die Platzierungen der lo-
kalisierten Beschreibung der Hydrophobizitéit (dunkelgriin) dargestellt.
Qsearch verwendet als einzige Methode eine atombasierte Beschrei-
bung, in der die hydrophoben Eigenschaften nicht zusammengefasst
werden. Die anderen Methoden platzieren die hydrophoben Eigenschaf-
ten als Kugeln nach funktionellen Gruppen und/oder entlang von Koh-
lenstoffketten.
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abbilden miissen.

Fiir Qsearch wurde bewusst ein anderer Ansatz gewéhlt um die Hydrophobizitéit zu
beschreiben. Dafiir ausschlaggebend waren einerseits die vielen unbeantworteten Fragen
beim Konzept der hydrophoben Gruppen'! und andererseits die schlechte Eignung des
Konzepts fiir das de novo Design (mit dem sich die o.g. Programme nicht beschéftigen).
Beim de novo Design lassen sich namlich in der Regel polare Strukturmotive, in einem
Nachbearbeitungsschritt einfach durch geometrisch dquivalente apolare Strukturen erset-
zen, wenn sie in Regionen liegen, in denen hydrophobe Elemente erwiinscht sind — im
einfachsten Fall dadurch, dass die Heteroatome durch Kohlenstoff ersetzt werden. Die
zu frithe Beriicksichtigung von hydrophoben Regionen hingegen schrinkt die Freiheit des
Algorithmus bei der Generierung von neuen Grundgeriisten stark ein, insbesondere, wenn
die verwendeten Fragmente (wie die der BRICS-Réume) sehr polar sind.

Trotzdem ist eine Verbesserung der Behandlung von hydrophoben Merkmalen wichtig.
Auch wenn sie keinen Vorteil bei der Generierung von neuen Grundgeriisten bieten, so
ist doch die Akzeptanz der Losungen bei den Benutzern héher, wenn sich in den von
ihnen postulierten hydrophoben Regionen entsprechende Gruppen finden. Dies kénnte
zum Beispiel durch einen der Suche nachgelagerten Schritt automatisiert werden, in dem

die Losungen den Erwartungen angepasst werden.

6.5.2. Torsionsmodell

Ein wichtiges Kriterium fiir die Qualitdt der Ergebnisse ist, dass die Konformationen
der von Qsearch erstellten Molekiile physikalischen Gegebenheiten entsprechen. Studien,
in denen die hinterlegten Strukturen der Cambridge Structural Database[116] statistisch
ausgewertet wurden, zeigen, dass es entlang bestimmter chemischer Bindungen préfe-
rierte Torsionswinkel gibt, die in Molekiilen eingenommen werden.[117, 118| In Qsearch
wird hingegen angenommen, dass alle Winkel gleichberechtigt sind. So kénnen in den ge-
nerierten Molekiilen ungiinstige Konformationen vorkommen, die es dem Molekiil zwar
erlauben, den Pharmakophor zu erfiillen, aber durch ihre hohe interne Energie unwahr-
scheinlich sind. Da Wirkstoffe in der Regel in niederenergetischen Konformationen an ihre
Zielstrukturen binden|119], ist es jedoch wiinschenswert, dass die generierten Strukturen

ebenfalls nahe an energetischen Minima liegen und keine ungiinstigen Konformationen

"Das punktbasierte Konzept ldsst viele Fragen offen.[18] Unter anderem: Wie werden komplexe hy-
drophobe Geometrien beschrieben? Wie werden die Punkte am besten in ausgedehnten hydrophoben
Regionen platziert? Und welche Atome sollten als hydrophob angesehen werden? Antworten auf diese
Frage werden unter anderem in der Strukturvorhersage von Proteinen gesucht, wo der hydrophobe
Effekt als eine der treibenden Kréfte entdeckt wurde[113], und teilweise auch im Scoring von Protein-
Ligand Komplexen, wo seine Betrachtung ebenfalls von hoher Relevanz ist.[114, 115]
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aufweisen.

Die zu Qsearch vergleichbaren Ansétze beinhalten allesamt einen Term, um die Wahr-
scheinlichkeit von bestimmten Torsionswinkeln zu beschreiben und darauf basierend Tor-
sionswinkel zu wahlen. Allerdings ist diese Berechnung in der Regel aufwendig, und kann
die Laufzeit der Programme negativ beeintréchtigen. SkelGen[30| verwendet den Tor-
sionsterm des COSMIC Kraftfeldes[120], hat ihn allerdings aus Effizienzgriinden stan-
dardmépig ausgestellt, BIBuilder|38] benutzt das in MOE verwendete Kraftfeld, um die
generierten Strukturen zu minimieren, was aber erst im letzten Schritt des Algorithmus
passiert, und NovoFLAP[65] umgeht das Problem dadurch, dass es das externe Programm
OMEGA verwendet, um Konformationen mit regelbasiert zugewiesenen Torsionswinkeln
zu erstellen.

Eine weitere Vereinfachung der Handhabung von Konformationen stellt in Qsearch
die vereinfachte Modellierung der Rotierbarkeit an Bindungen dar. Doppelbindungen
werden von Qsearch als fix angesehen, auch wenn an ihnen zwei mogliche Konformationen
moglich sind. So kann eine Reihe an Konformationen durch den Ausrichtungsalgorithmus
nicht erreicht werden.

Eine aufwendigere Behandlung des Torsionsterms in Qsearch wiirde die Qualitéit der
Ergebnisse dadurch verbessern, dass die erzeugten Ergebnisse realistischere Konforma-
tionen besitzen wiirden. Dafiir ist es denkbar, entweder den Term eines Kraftfeldes in der
Molekiilausrichtungsphase mit heranzuziehen, oder auf Basis statistischer Analysen eine
Pseudo-Energie fiir Torsionswinkel zu berechnen, die ihre relative Haufigkeit beschreibt.
Hierfiir muss jedoch eine Abwigung zwischen dem Rechenaufwand und den erwarteten

Qualitatssteigerungen getroffen werden.

6.6. Fragmentraume und ihre Entdekorierung

Der in den Methoden vorgestellte Entdekorierungsschritt hilft Qsearch auch mit stark
dekorierten Fragmentraumen umzugehen. Allerdings ist dieser Mechanismus nicht fiir al-
le Fragmentrdume gleichermafien geeignet. Um die Eignung dieser Methode in Bezug auf
die verschiedenen Arten von Fragmentrdumen zu beurteilen, werden im folgenden ihre
speziellen Eigenschaften und Anwendungsfelder vorgestellt und dann als Bewertungs-
grundlage verwendet. Eine Zusammenfassung der Eigenschaften findet sich in Tabelle
6.4.

kombinatorische Fragmentrdaume sind den konkreten Syntheseprotokollen in kombina-
torischen Bibliotheken nachempfunden.[45] Die Fragmente korrespondieren zu rea-

len Reagenzien, wie sie im Labor fiir die Synthese verwendet werden wiirden. Mo-
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Typ Ursprung implizites Dekoration  Anwendung Entdeko-

Wissen rierung
kombinator. Reagenzien  Synthesen reaktions- konkrete nicht
Raum spezifisch Synthese geeignet
targetspez.  aktive Interaktions- target- Rekombi- teilw.
Raum Molekiile muster spezifisch nation geeignet
generischer ~ Wirkstoft- Wirkstoft- unspezifisch  Ideen- geeignet
Raum bibliotheken &hnlichkeit generator

Tabelle 6.4.: Drei verschiedene Arten von Fragmentrdumen und ihre Eigenschaften.

lekiile, die aus ihnen generiert werden, kénnen in der Regel direkt synthetisiert

werden.

targetspezifische Fragmentraume werden aus einer kleinen Menge an Molekiilen ge-
wonnen fiir die bekannt ist, dass sie Aktivitat gegeniiber einer Zielstruktur aufwei-
sen. Die Fragmente werden durch retrosynthetische Zerlegung erzeugt und weisen
in der Regel molekulare Muster auf, die eine Aktivitit begiinstigen. Eine Rekom-
bination dieser Muster kann zu neuen Molekiilen mit verbesserten Eigenschaften
fithren. Targetspezifische Fragmentrdaume wurden in verschiedenen Projekten er-
folgreich dazu verwendet, neuartige aktive Molekiile zu generieren. Publikationen
fiir die erfolgreiche Anwendungen finden sich unter anderem fiir die Programme
E-novo[121|, BREED|[39] und ADAPT|[122].

generische Fragmentrdume werden durch die retrosynthetische Zerlegung von Wirk-
stoffbibliotheken gewonnen. Bekannte Vertreter sind unter anderem der COBRA-
und der BRICS-Raum. [43, 32| Sie zielen darauf ab, moglichst diverse molekulare
Muster und Topologien bereit zu stellen, die eine hohe Ahnlichkeit zu Wirkstoffen
haben. Molekiile, die aus ihnen entstehen, miissen in der Regel vor der Synthese
durch Chemiker manuell modifiziert werden. (vgl. [123, 64])

In den Fragmentraumen, die Syntheseprotokolle der kombinatorischen Chemie modellie-
ren, sollte die Entdekorierung nicht eingesetzt werden. FEine Veranderung der Reagenzien
hétte Auswirkungen auf die Durchfithrung der Synthesen, die in diesem Raum implizit
modelliert worden sind. Da der grofste Vorteil dieser Rdume die einfache Zugénglichkeit
zu den in ihnen enthaltenen Molekiilen ist, ist die Entdekoration der Fragmente in diesem
Fall kontraproduktiv.

Die Entdekoration von targetspezifischen Fragmentrdaumen ist ein Grenzfall. Die ein-

zelnen Fragmente korrespondieren zwar nicht zu einzelnen Reagenzien einer Synthese,
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aber viele der funktionellen Gruppen, die in ihnen enthalten sind, sind in der Interak-
tion mit der Zielstruktur involviert. Das Entfernen dieser Gruppen wiirde den Verlust
von wichtiger Information nach sich ziehen. Abhéngig von dem Ursprung der Fragmente
koénnen die funktionelle Gruppen allerdings auch hier nur fiir die Modulation von pharma-
kokinetischen Eigenschaften angefiigt worden sein, so dass ihre Entfernung kein Problem
darstellen wiirde. Durch einen sehr spezifischen Pharmakophor liefe sich dieser Effekt
kompensieren, weil funktionelle Gruppen, die fiir seine Erfiillung (also die Interaktion
mit der Zielstruktur) erforderlich wéren, durch den Algorithmus nicht entfernt werden
wiirden.

Lediglich in den generischen Fragmentrdumen lasst sich der Entdekorierungsschritt
ohne potentielle Komplikationen durchfiihren. Die Informationen, die implizit in ihnen
enthalten sind, sind sehr allgemeiner Art. Die generischen Fragmentraume dienen haupt-
séchlich als Quelle fiir moglichst diverse Molekiile, die zumindest theoretisch iiber ein-
fache Synthesen zu erstellen sind, da sie hdufige molekulare Motive und Verkniipfungen
zwischen ihnen beinhalten. Die funktionellen Gruppen und molekularen Motive, die in
ihnen vorkommen, wurden teilweise fiir die Modulation von pharmakokinetischen Eigen-
schaften angefiigt, beziehungsweise tragen ohne ihre jeweils zugehorige Zielstruktur keine

relevanten Information mehr in sich, und konnen daher ohne Probleme entfernt werden.
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In dieser Arbeit wurde eine neue Methode fiir virtuelles de novo Design von Wirkstoffen
vorgestellt und die breite Anwendbarkeit der Methode anhand von vier Anwendungssze-
narien gezeigt. Im folgenden werden sowohl die Methodik als auch die erzielten Ergebnis-
se abschliefsend zusammengefasst und kritisch beleuchtet. In dem darauf anschlieffenden
Ausblick sind interessante und verfolgenswerte Aspekte des de novo Designs zusammen-
getragen, die sich wiahrend der Forschungsarbeiten ergeben haben, aber auflerhalb der

Doméne der durchgefiihrten Arbeiten befinden.

7.1. Zusammenfassung

Methodik

Die unter dem Namen Qsearch vorgestellte Methode ist die einzige vollstéandige Beschrei-
bung eines Ansatzes, in dem stochastische Verfahren verwendet werden, um chemische
Fragmentraume mithilfe von Pharmakophoren zu durchsuchen.! Die herausragenden Vor-

teile der verwendeten Konzepte sind im folgenden aufgefiihrt:

Verwendung eines Pharmakophors

e Die Beschreibung der fiir die molekulare Erkennung notwendigen Eigenschaften
mithilfe eines dreidimensionalen Pharmakophors ist unabhéngig von der Topologie
der Molekiile, die fiir seine Erstellung herangezogen wurden. Dies ist eine gute
Grundlage fiir das Erzeugen neuartiger Grundgeriiste ohne durch die Strukturen

von bekannten Molekiilen voreingenommen zu sein.

e Das Pharmakophorkonzept ist in der medizinischen Chemie weit verbreitet und
stellt durch seine intuitive Formulierung eine niedrigschwellige Methode dar, die
Ergebnisse zu interpretieren. Dies ermdglicht einen leichten interdisziplindren Aus-

tausch, wie er in der Wirkstoffforschung vonnéten ist.|[3]

!Die Publikationen, in denen die Ergebnisse von SkelGen[54] und NovoFLAP[65] vorgestellt werden,
erwahnen dhnliche Ansétze, gehen allerdings nicht ndher auf die verwendeten Methoden ein, um ihr
intellektuelles Eigentum in Form von proprietidre Algorithmen zu schiitzen.
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e Im Vergleich zu interaktionsbasierten Straffunktionen, wie sie in der strukturba-
sierten Wirkstoffsuche verwendet werden, ist die Berechnung von pharmakophor-
basierten Straffunktionen weniger rechenintensiv und erméglicht das Bewerten von

mehr Molekiilen in gleicher Zeit.

e Die Verwendung von Pharmakophorhypothesen ist selbst dann mdoglich, wenn keine

dreidimensionalen Koordinaten fiir die Zielstruktur vorliegen.

Verwendung von Fragmentrdumen

e Fragmentraume bieten durch die Verwendung von retrosynthetischen Erstellungs-
und Verkniipfungsregeln eine erprobte Moglichkeit, Molekiile zu generieren, die eine
hohere Wahrscheinlichkeit haben, chemisch valide und leicht synthetisierbar zu sein,

als atombasierten Verfahren.|27]

e Die einfache Erstellung von targetspezifischen Fragmentradumen erlaubt es in einer

intuitiven Art und Weise den Suchraum auf relevante Bereiche einzuschranken.

e Der in den Methoden vorgestellte Entdekorierungsschritt erweitert die verwendeten
Fragmentrdume um Molekiile, die fiir einen konkreten Pharmakophor besonders

interessant sind.

Ergebnisse

Qsearch wurde in vier Szenarien mit diversen Parametern erprobt, um verschiedene
Aspekte der Methode beurteilen zu kénnen. Dabei wurde einerseits anhand eines COX-2
Pharmakophors die Fahigkeit der Methode dargestellt, Grundgeriiste von bekannten Mo-
lekiilen zu generieren, und andererseits anhand eines Pharmakophors fiir die BCR-ABL
Tyrosinkinase, die Moéglichkeit bekannte Grundgeriisténderungen zu reproduzieren und
neuartige Grundgeriiste vorzuschlagen. In allen Szenarien lieferte Qsearch Ergebnisse,

die auf eine breite Anwendbarkeit der Methode schliefien lassen.

7.2. Ausblick

Die in Kapitel 6 vorgestellten Ergebnisse zeigen die Anwendung von Qsearch in einem
breiten Spektrum von verschiedenen de novo Designszenarien. Trotzdem verbleiben Ein-
schrinkungen, deren Behandlung den Rahmen der durchgefiihrten Arbeiten iiberstiegen
hétten sowie interessante Aspekte, die sich wiahrend der Arbeiten aufgetan haben, und

die im folgenden zusammengetragen sind.
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Dynamische Auswahl von Ringkonformationen Die Wechsel der Konformationen in
nicht-aromatischen Ringen stellt eine wichtige Quelle fiir Variabilitéit in den dreidimensio-
nalen Strukturen von Wirkstoffen dar. Qsearch modelliert die Flexibilitéat dieser Ringsys-
teme durch mehrfache Einbindung der betreffenden Fragmente in verschiedenen Konfor-
mationen in den Fragmentraum. Dieser Ansatz hat den Nachteil, dass der Fragmentraum
um chemisch identische Fragmente vergrofert wird. Eine Behandlung der Ringflexibi-
litdt in der Molekiilausrichtungsphase wiirde den Fragmentraum verkleinern und den
Suchraum so weniger redundant gestalten. Dabei konnte entweder eine Datenbank mit
verschiedenen Ringkonformationen oder die dynamische Erstellung der Konformationen

mithilfe eines Kraftfeldes Anwendung finden.

Erstellung neuer Fragmentrdume In der Préasentation der Ergebnisse in Abschnitt 6.1
wird dargelegt, wie die BRICS-R&ume fiir die Verwendung in Qsearch nicht immer op-
timale Eigenschaften aufweisen. Um die Ergebnisse von Qsearch weiter zu verbessern,
nimmt die Erstellung von Fragmentraumen, die fiir das de novo Design optimiert worden
sind, eine Schliisselrolle ein. Folgende Eigenschaften sollten bei der Fragmentzusammen-

stellung besondere Bedeutung erfahren:

e Topologische Diversitit durch komplexe Verzweigungen innerhalb der Fragmente

und/oder mehr Linkatome in den Fragmenten
e Chemische Diversitéat durch eine ausgeglichenere Auswahl von Heterozyklen

e Geometrische Diversitat durch die bevorzugte Auswahl von Fragmenten mit nicht-

planaren Ringsystemen

Durch eine hohere Diversitdt bei den Eingabefragmenten kénnen die von Qsearch gene-
rierten Molekiile ein gréfseres Feld des chemischen Raums abdecken, womit die Ergebnisse

substantiell verbessert werden konnten.

Grundgeriistgruppierung Je nach eingesetztem Pharmakophor und Fragmentraum kann
Qsearch eine sehr grofe Anzahl an Grundgeriisten produzieren, die sich bis auf einige
Dekorationen und Verbindungsatome stark dhneln. Diese Informationen sind hochgradig
redundant und erschweren eine manuelle Auswertung und Interpretation der Ergebnisse.
Die automatisierte Gruppierung von Molekiilen auf Basis ihrer Grundgeriiste ist bis-
her noch nicht befriedigend geklért, was unter anderem auf die unsichere Definition des
Grundgeriistbegriffs zuriickzufiihren ist. (vgl. Abschnitt 2.4) Die in der Literatur verof-
fentlichten Methoden legen oft einseitig Schwerpunkte auf die funktionellen Gruppen,
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wie in verschiedenen Fingerprint-Methoden (z. B. den Daylight Fingerprints?), oder auf
die Topologie wie im Scaffold Hunter|124].

Mithilfe der zusétzlichen Information, die der Pharmakophor liefert, liefle sich eine
automatisierte Gruppierung realisieren, die ndher an den in der medizinischen Chemie
verwendeten Konzepten liegt. Eine solche Methode wiirde nur die fiir den Pharmakophor
relevanten funktionellen Gruppen berticksichtigen und sich ansonsten auf die Bewertung
beziehungsweise die Klassifizierung der verschiedenen molekularen Topologien konzen-
trieren. Dies hétte den Vorteil, dass in den Ahnlichkeitsfunktionen nur die Funktionalité-
ten an den Molekiilen, die fiir die Aktivitat relevant sind, beachtet werden miissen. Eine
solche Methode konnte bei der manuellen Interpretation der Ergebnisse, die Qsearch lie-
fert, unterstiitzend eingesetzt werden. Dariiber hinaus besitzt dieses Konzept ein grofies
Potential bei der Gruppierung und Visualisierung von Molekiildatensétzen in Bezug auf

eine konkrete Zielstruktur.

Weitergehende intelligente Modifikation von Molekiilen Die bisher implementierte
Ersetzung von funktionellen Gruppen hat die Ergebnisse von Qsearch bei der Verwen-
dung der BRICS Fragmentraume stark verbessert. Trotzdem bleibt Raum fiir eine weiter-
gehende Modifikation von Molekiilen wihrend der Ausrichtungsphase oder als Nachbe-
arbeitungsschritt. Eine geometrieerhaltende Ersetzung von flexiblen Molekiilteilen durch
starre Komponenten in einer Nachbearbeitungsphase konnte die Wirkstoffahnlichkeit der
Ergebnisse erhchen und das Hinzufiigen von funktionellen Gruppen oder das Verdndern
von Atomen an Stellen wo ein Pharmakophor nicht erfiillt ist, den Suchraum weiter um
relevante Teile erweitern. Die Anwendbarkeit von Teilen dieses Ansatzes wurde bereits
in SkelGen[51] gezeigt, wo Heteroatome dynamisch hinzugefiigt werden.

In der Diskussion in Abschnitt 6.5.1 wird auferdem ersichtlich, dass der Einsatz hydro-
phober Pharmakophormerkmale in Qsearch bisher noch nicht uneingeschrinkt moglich
ist. Insbesondere bei der Verwendung der BRICS-Fragmentrdume werden kaum Molekiile
erzeugt, die die erwiinschten Merkmale aufweisen. Hydrophobe Regionen sind jedoch ein
weit verbreitetes Element in vielen publizierten Pharmakophoren (vgl. Abschnitt 6.5.1)
— obwohl (oder gerade weil) sie eine sehr unspezifische Beschreibung sind. Daher sollten
sie in weiteren Arbeiten Beachtung finden. Denkbar wére auch hierfiir eine weiterge-
hende Entdekoration, die insbesondere nicht-terminale polare funktionelle Gruppen auf

geometrisch dquivalente Kohlenstoffgruppen reduziert.

2Thor und Merlin; Daylight Chemical Information Systems Inc.: Irvine (CA), USA. www.daylight.com
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B. Benutzerhandbuch

Qsearch kann entweder tiber eine grafischen Benutzerschnittstelle oder iiber die Kom-
mandozeile ausgefiihrt werden. Die Konfigurationsmoglichkeiten fiir beide Modi werden

im folgenden dargelegt.

B.1. Grafische Benutzerschnittstelle

Die grafische Benutzerschnittstelle ist der Standardmodus von Qsearch. Sie wird gedffnet,
wenn das Programm ohne Parameter aufgerufen wird. (Abbildung B.1.1) Die einzelnen

Interaktionsmoglichkeiten sind wie folgt:

B.1.1. Meniipunkt ,Actions"

Unter dem Meniipunkt ,Actions” gibt es vier Unterpunkte, die folgende Bedeutungen

haben:

Search Molecules Ein Dialog wird geoffnet, um eine Suche aufzusetzen. Die Angabe
eines Fragmentraums und eines Pharmakophors ist obligatorisch. Zusétzlich lassen
sich noch die Suche, die Ausrichtung und die schnelle Ablehnung konfigurieren.
Nach der Bestétigung mit ,,OK* 6ffnet sich die Suchkontrolle.

Grow Molecules Ein Dialog, der mit dem von ,Search Molecules* vergleichbar ist, wird
gedfinet. Er erlaubt das Aufsetzen eines Fragmenterweiterungsexperiments. Zusétz-
lich zu den bei ,Search Molecules* angegebenen Informationen muss noch ein Start-

fragment ausgewéhlt werden.

Write Commands Die aktuelle Konfiguration wird in eine Datei fiir den Start des Kom-
mandozeilenmodus geschrieben. Hierfiir muss vorher entweder iiber ,,Search Mole-

cules” oder ,,Grow Molecules* eine Konfiguration erstellt worden sein.

Quit Beendet das Programm.
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B.1.

Grafische Benutzerschnittstelle

Qsearch_release

Actions Options 1 5
Molecules
O @ B8 @ ¢
Load Clear Write Align cijp
[ 7 Filter! (2/2) ]
name A nacophore Pe
1 brics_4k-17... 1,32621 471,
(T )
2 3 4
Pharmacophore Search ® Molecular Properties
g Name Score Vi Status Runs Property Value
Load |1/ volume 0.271208 Temperature: undef (’\ 1 Name brics_4k-26...
@ |2 Acceptor  0,0274539 Score: (LS e 4 2 Maximum at... 0
Clear | 3/ Aromatic 0,00258524 Display none c 1/1000 3 Molecular ... 393,496
Write | 4| Aromatic 0,29585 4 Ringsystems 5
5 Aromatic 0341242 WM [T “ H ] 5| Stereo Cen... |0
@ ' D) 0% Strt | l6/Max cRTB 2

Abbildung B.1.1.: Grafische Benutzerschnittstelle nach dem Start. 1: Molekiil-Liste
2: Pharmakophoreigenschaften 3: Suchkontrolle 4: Molekiileigenschaf-
ten 5: 3D-Anzeige
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B. Benutzerhandbuch

B.1.2. Meniipunkt ,Options"

Hier lassen sich Optionen fiir die 3D-Darstellung verdndern. Es ist moglich, Wasserstof-
fatome auszublenden, und die Hintergrundfarbe zu verdndern. Dariiber hinaus sind hier

Versionsinformationen des Programms einsehbar.

B.1.3. Molekiil-Liste

In der Molekiil-Liste wird eine Menge von Molekiilen verwaltet. Wenn eine Suche lauft,
werden die Ergebnismolekiile hier angezeigt. Mit der Liste kann {iber verschiedene Me-

thoden interagiert werden:

Klicken eines Molekiils Wenn ein Molekiil angeklickt wird, wird es im 3D Fenster an-
gezeigt, und Informationen zu dem Molekiil werden in den Molekiileigenschaften
berechnet und dargestellt. Zusétzlich werden Strafterme fiir die einzelnen Pharma-

kophormerkmale berechnet und in den Pharmakophoreigenschaften dargestellt.

Load Uber diesen Knopf kénnen Molekiile aus einer externen Datei in die Liste geladen

werden.

Clear Uber diesen Knopf kénnen Molekiile aus der Liste entfernt werden. Nach einem
Klick wird man vor die Wahl gestellt, entweder die aktuell ausgewdhlten Molekiile

oder die gesamte Liste zu loschen.

Write Uber diesen Knopf kénnen Molekiile in eine Datei geschrieben werden. Nach einem
Klick wird man vor die Wahl gestellt, entweder die aktuell ausgewédhlten Molekiile

oder die samtliche Molekiile zu schreiben.

Align Uber diesen Knopf wird das aktuell ausgewiihlte Molekiil an dem Pharmakophor

ausgerichtet.

Clip Uber diesen Knopf wird der Entdekorierungsschritt auf das aktuell ausgewshlte

Molekiil angewendet.

Filter Uber diesen Knopf kann ein Filter im NAOMI Format auf die Molekiil-Liste an-
gewendet werden. Auf dem Knopf sind zwei Zahlen in einer Klammer angezeigt.
Die erste Zahl zeigt an, wie viele Molekiile dem Filter entsprechen und die zweite

Zahl zeigt an, wie viele Molekiile insgesamt in der Liste vorhanden sind.
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B.1. Grafische Benutzerschnittstelle

B.1.4. Pharmakophoreigenschaften

In den Pharmakophoreigenschaften werden Informationen zum aktuell geladenen Phar-
makophor angezeigt. In der Tabelle auf der rechten Seite sind die einzelnen Merkmale
der Pharmakophors aufgelistet. Wenn ein Molekiil aktiviert ist, werden die Strafwerte
der einzelnen Merkmale angezeigt. Zusétzlich kénnen die Merkmale in der 3D-Anzeige
ein- und ausgeblendet werden.

Mit den Eigenschaften kann wie folgt interagiert werden:
Load Uber diesen Knopf kann ein Pharmakophor geladen werden.
Clear Uber diesen Knopf kann der geladene Pharmakophor geloscht werden.

Write Uber diesen Knopf kann der aktuelle Pharmakophor in eine Datei geschrieben

werden.

B.1.5. Suchkontrolle

Dieses Fenster wird erst sichtbar, nachdem eine Suche aufgesetzt worden ist. Es zeigt
Informationen zum Verlauf des Algorithmus an, und erlaubt eine Interaktion mit dem

Suchalgorithmus:

Display Uber diesen Knopf lisst sich die Suche in der 3D-Anzeige verfolgen. Nach einem
Klick kann man zwischen folgenden Optionen auswéhlen: none‘ — keine Molekiile
anzeigen, ,last tested“ — nach jedem Schritt das Molekiil, das am Pharmakophor
ausgerichtet wurde, anzeigen, ,last accepted — Molekiile nur anzeigen, wenn sie im

Algorithmus akzeptiert wurden.

Skip run Uber diesen Knopf lisst sich der aktuelle Lauf iiberspringen. Der Algorithmus

fangt dann mit dem néchsten Lauf an.

Start/Stopp Uber diesen Knopf kann die Suche gestartet und pausiert werden.

B.1.6. 3D-Anzeige

In der 3D-Anzeige kénnen Pharmakophore und Molekiile angezeigt werden. Die 3D-

Anzeige lasst folgende Aktionen zu:

Zoomen Entweder iiber das Mausrad oder Shift-+rechte Maustaste gedriickt halten, und

die Maus nach links oder rechts bewegen.

Rotieren (X,Y-Achse) Rechte Maustaste gedriickt halten und die Maus bewegen.

121



B. Benutzerhandbuch

Rotation (Z-Achse) Shift+linke Maustaste driicken und die Maus bewegen.

Translation Mittlere Maustaste driicken und die Maus bewegen.

B.2. Kommandozeilenmodus

Qsearch lasst sich fiir die Ausfiihrung auf einem Rechencluster auf der Kommandozei-
le ausfithren. Hierfiir muss zuerst in der grafischen Benutzerschnittstelle unter ,Acti-
ons/Write Commands“ eine Konfigurationsdatei erstellt worden sein. Die Kommandozei-

lenparameter sind wie folgt:

--commands <DATEI> (obligatorisch) Angabe zu verwendenden Konfigurationsdatei

fir den Lauf.

--output <DATEI> (optional) Angabe der Datei, in die die Ergebnisse geschrieben wer-

den sollen.

Durch einen Aufruf mit einer Konfigurationsdatei startet das Programm und beendet
sich nach der angegebenen Anzahl an Durchldufen. Es kann vorzeitig mit der Tasten-
kombination STRG+C beendet werden.
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C. Volumenbeitrage der NAOMI
Atomtypen
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C. Volumenbeitrdge der NAOMI Atomtypen

Name Volumen- Name Volumen-
beitrag [A3] beitrag [A3]
0(100-) 11,542271 S(010) 20,069154
C(020) 10,803928 H(100) 5,125386
S(200)-Aro 19,246438 F(100) 10,269649
S(110+)-Aro 16,393415 N(110)-Aro 8,985621
1(300) 27,629973 S(020) 19,260432
0(110+) 8,426245 S(110+) 15,883807
0(200)-Aro 9,117693 P(300) 16,137557
0(200)-Planar 8,279259 0O(100-)-Conjugated  11,341938
C1(100) 19,324749 N(001) 10,584680
N(300)-Aro 6,869936 N(300) 6,944602
N(101+) 8,512860 Br(100) 23,743314
N(200-) 9,778527 S(200)-Planar 19,010300
C(300-) 10,027208 0(200) 8,528727
P(500) 11,223993 S(220) 12,151092
N(210+) 6,536502 O(-)-Deloc 10,675000
P(400+) 9,795130 S(300+) 15,399694
S(100-) 21,424138  N(010-) 12,008186
N(400+) 4,034228 N(210+)-Aro 5,941945
C(300+) 6,691167 C(101) 11,113931
N(+)-Aro-Deloc  7,033592 P(310) 13,578819
1(100) 29,929109 C(400) 6,504041
S(200) 19,284731 N(020+) 6,807981
C(210)-Aro 8,569893 C(210) 8,597978
N(300)-Planar 6,644852 N(+)-Deloc 6,293964
O(110+)-Aro 6,560777 N(110) 8,867856
S(210) 15462231  O(010) 10,364912

Tabelle C.1.: NAOMI-Atomtypen und ihre berechneten Volumenbeitrége.
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D. Anhang fiir die Parametrisierung der

Ausrichtung

117423A a 10

48119A

48266A _a
48276A 8
48519A a 1
48521A ¢ 1

5
2

48554A b b 8

49486A 1
50550A a1
50671A b 2

50878A a1
50893A _a_ 30
50943B 1
51388A a1
51397A a2
51436A_b_3
51528A b 1
51715A a1
52735A 1
53189A 3

53392B 6

53881A a a 2

55629A b 1
55833A_a_ 67
55876A ¢ 2

55876A d b 1

55924A ¢ 2
56129A a7
56129A b 1
56245A 1

56514A a3
56695B 6
63621A 1
69423A 2
69548A 2
81362A_b_5
88855A a 1

88855A ¢ ¢ 1

89151A 1
90036F 8

Tabelle D.1.: Komplexe aus dem Datensatz von Chan und Labute[89], die zur Parame-
trisierung der Ausrichtung verwendet wurden.
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D. Anhang fiir die Parametrisierung der Ausrichtung

Tstart «a n Jkalt max. max. max. % % %
Rot. Trans. Tors. Rot. Trans. Tors.

20,0 0,986 700  25% 15° 0,4A 15°  375% 125%  50,0%
20,0 0,990 700  50% 15° 0,4A 15 250% 83%  66,7%
20,0 0,994 700  75% 15° 0,4A 15°  50,0% 16,7%  33,3%
20,0 0,990 1000  25% 10° 0,4A 15> 375% 125%  50,0%
20,0 0,993 1000  50% 10° 0,4A 15°  250% 83%  66,7%

20,0 0,995 1000  75% 10° 0,4A 15°  50,0% 16,7%  33,3%

20,0 0,992 1300 25% 5° 0,4A 15° 37,5% 12,5%  50,0%

20,0 0,995 1300  50% 5° 0,4A 15°  250% 83%  66,7%

20,0 0,997 1300 75% 5° 0,4A 15° 50,0% 16,7%  33,3%
(a) Simulated Annealing (b) Konformationsdnderungen

Tabelle D.2.: Parametersatze fiir die Parametrisierungsstudie im ersten Lauf.

Tstart a n Jkalt“ max. max. max. % % %

Rot. Trans.  Tors. Rot. Trans. Tors.

10,0 0,993 1300 25% 10° 0,4A 10° 45,0% 15,0%  40,0%
20,0 0,990 1300 25% 10° 0,41& 15° 45,0%  15,0%  40,0%
30,0 0,080 1300 25% 100 04A  20°  450% 150%  40,0%
10,0 0,991 1300 20% 10° 0,4A 10° 50,0% 16,7%  33,3%
20,0 0,088 1300  20% 100 04A  15°  50,0% 16,7%  33,3%
30,0 0,986 1300 20% 10° 0,4A 20° 50,0% 16,7%  33,3%
10,0 0,988 1300 15% 100 04A  10°  53,6% 17.9%  28,6%
20,0 0,984 1300 15% 10° 0,4A 15° 53,6% 17,9%  28,6%
30,0 0982 1300  15% 100 04A  20°  53,6% 17.9%  28,6%
(a) Simulated Annealing (b) Konformationsdnderungen

Tabelle D.3.: Parameterséatze fiir die Parametrisierungsstudie im zweiten Lauf.
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Tstart o n Jkalt“ max. max. max. % % %

Rot. Trans.  Tors. Rot. Trans. Tors.
20,0 0,990 1300 25% 15° 0,2A 15° 35,7%  35,7%  28,6%
20,0 0,988 1300 20% 15° 0,4A 15° 35,7%  35,7%  28,6%
20,0 0,984 1300 15% 15° 0,6A 15° 35, 7%  35,7%  28,6%
20,0 0,991 1400 25% 15° 0,2A 15° 47,6%  23,8%  28,6%
20,0 0,989 1400 20% 15° 0,4A 15° 476%  23,8%  28,6%
20,0 0,985 1400 15% 15° 0,6A 15° 476%  238%  28,6%
20,0 0,992 1500 25% 15° 0,2A 15° 53,6% 17,6%  28,6%
20,0 0,990 1500 20% 15° 0,4A 15° 53,6% 17,6%  28,6%
20,0 0,986 1500 15% 15° 0,6A 15° 53,6% 17,6%  28,6%

(a) Simulated Annealing

Tabelle D.4.: Parametersatze fiir die

(b) Konformationséinderungen

Parametrisierungsstudie im dritten Lauf.

Tstart a n Jkalt“ max. max. max. % % %
Rot. Trans.  Tors. Rot. Trans. Tors.
15,0 0,981 1300 25% 10° 0,4A 10° 50,0% 16,6%  33,3%
20,0 0,984 1300 20% 10° 0,4A 15° 50,0% 16,6%  33,3%
25,0 0,986 1300 15% 10° 0,4A 20° 50,0% 16,6%  33,3%
15,0 0,989 1400 25% 10° 0,4A 10° 50,0% 16,6%  33,3%
20,0 0,988 1400 20% 10° 0,4A 15° 50,0% 16,6%  33,3%
25,0 0,987 1400 15% 10° 0,4A 20° 50,0% 16,6%  33,3%
15,0 0,991 1500 25% 10° 0,4A 10° 50,0% 16,6%  33,3%
20,0 0,990 1500 20% 10° 0,4A 15° 50,0% 16,6%  33,3%
25,0 0,989 1500 15% 10° 0,4A 20° 50,0% 16,6%  33,3%

(a) Simulated Annealing

Tabelle D.5.: Parameterséitze fiir die Parametrisierungsstudie im vierten Lauf.

(b) Konformationsdnderungen
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