Molekulare Bioinformatik in der
Pharmaforschung

Rezeptoridentifizierung und Komplexvorhersage im Computer

Die Methoden der molekularen Bioinformatik sind aus allen Phasen der
préklinischen pharmazeutischen Forschung nicht mehr wegzudenken.
Rechnergestiitzte Verfahren helfen, die Mechanismen molekularer Erkennung
besser zu verstehen, und unterstiitzen die Suche nach neuen Wirkstoffen.

Wissen iiber die wechselseitige Erken-
nung zelluldrer Molekiile ist der Schliis-
sel zum Verstindnis biologischer Pro-
zesse. Die spezifische Wechselwirkung
zwischen einem Rezeptor und einem Li-
ganden ist Voraussetzung dafiir, dass En-
zyme wirken, Signale iibertragen und
Stoffe transportiert werden. Fiir die
Pharmaforschung sind besonders solche
Rezeptor-Ligand-Interaktionen interes-
sant, die eine Schliisselrolle bei der Ent-
stehung schwerer Krankheiten wie Aids
oder Krebs spielen. Um wirksame nie-
dermolekulare Substanzen zu entwi-
ckeln, die Wirkstoffkandidaten fiir neue
Arzneimittel sein konnen (sog. Leitstruk-
turen), wird eine moglichst prézise Be-
schreibung dieser Interaktionen auf ato-
marer Ebene bendtigt.

Wie Abbildung 1 zeigt, ldsst sich die
priklinische Wirkstoffentwicklung in
mehrere Abschnitte einteilen. Der Identi-
fizierung und Bewertung moglicher Re-
zeptoren folgt die Suche nach einer Leit-
struktur und deren Optimierung. Noch
vor wenigen Jahren wurden hierfiir fast
ausschlieBlich aufwendige Experimente
durchgefiihrt. Heute ist es mdglich,
Strukturen und FEigenschaften von Re-
zeptoren und Liganden im Computer zu

berechnen, was oftmals schneller, billi-
ger und einfacher ist als die Durchfiih-
rung von Experimenten. Wichtige und
zuverldssige rechnergestiitzte Methoden
kommen dabei aus dem Bereich der mo-
lekularen Bioinformatik. Erst der Einsatz
dieser Methoden hat es ermdoglicht, die
grofBen Mengen experimentell erzeugter
Daten iiber die atomare Struktur und die
Energetik von Rezeptor-Ligand-Komple-
xen effizient zu nutzen.

Identifizierung und Analyse der
Rezeptorstruktur

Die zunehmende Leistungsfihigkeit von
Computern und die Entwicklung neuer
Algorithmen haben dazu beigetragen,
dass sich die molekulare Bioinformatik
in allen Bereichen der priklinischen
Wirkstoffentwicklung etablieren konnte.
Rechnergestiitzte Verfahren erheben da-
bei nicht den Anspruch, experimentelle
Methoden zu ersetzen, sondern mochten
sie ergédnzen. Beispiele dafiir sind Me-
thoden zur Identifizierung und Bewer-
tung der Rezeptorstruktur, bei denen ex-
perimentelle Daten meist der
Ausgangspunkt rechnergestiitzter Analy-
sen sind. Allerdings konnen in Féllen, in

I Praklinik i

Abb. 1: Die Pipeline fiir den Wirkstoffentwurf. Methoden der molekularen Bioinformatik spielen in
allen Abschnitten der praklinischen Phase eine wichtige Rolle.
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denen keine experimentelle Strukturbe-
stimmung méoglich ist, Rezeptorstruktu-
ren in silico vorhergesagt werden. Hier-
bei kommen Strukturvorhersage-Verfa-
hren wie die Homologie-Modellierung [1]
oder das sog. Threading zum Einsatz.

Ist die Struktur eines Rezeptors be-
kannt, kann sie dazu benutzt werden,
Aussagen iiber dessen pharmakologische
Relevanz und die Mdglichkeit einer er-
folgreichen Wirkstoffentwicklung zu tref-
fen. Die automatische Klassifizierung von
Strukturen in Familien erlaubt eine Vor-
hersage der Funktion des jeweiligen Re-
zeptors. Weitere funktionelle und struk-
turelle Aspekte werden untersucht,
indem der Computer zur Identifizierung
potentieller Ligand-Bindestellen einge-
setzt wird. Ligand-Bindestellen haben
meist die Form einer Tasche in der Re-
zeptor-Oberfliche. Hydrophobe Teilbe-
reiche der Tasche tragen dabei zu einer
hohen Affinitéit des Liganden gegeniiber
seinem Rezeptor bei. Polare oder gela-
dene Positionen auf der Rezeptoroberfli-
che sind dariiber hinaus fiir die Spezifi-
tédt der Bindung von Bedeutung.

Neben der Struktur- und Funktions-
vorhersage gewinnt neuerdings auch die
Modellierung dynamischer Eigenschaften
der Struktur an Bedeutung fiir die Wirk-
stoffentwicklung. Weitverbreitete An-
sidtze zur Vorhersage von Rezeptor-Li-
gand-Konfigurationen (siche unten)
behandeln den Rezeptor bislang als star-
ren Korper. Dies steht im Gegensatz zur
inhdrenten konformationellen Variabili-
tdt der Biomolekiile. Moderne Methoden
der molekularen Bioinformatik sollten
daher in der Lage sein, die Anpassung
der Rezeptorstruktur an einen gebunde-
nen Liganden zu modellieren. Eine sol-
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Offene Konformation

Geschlossene Konformation

Abb. 2: Konformationelle Variabilitdt eines Rezeptors am Beispiel der HIV-1-Protease. Im
ungebundenen Zustand liegt der Rezeptor in einer offenen Konformation vor (links). Die Bindung des
Liganden ist nur maglich, wenn der Rezeptor die geschlossene Konformation annimmt (rechts). Die
Modellierung solcher Rezeptorflexibilitat im Computer ist Gegenstand der aktuellen Forschung.

HIV-1-Protease

Ligand bindet in einer klar
definierten Bindetasche.

Vorhersage des Bindemodus
relativ einfach.
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Interleukin-2

Liganden-Bindestelle ist a priori
nicht klar definiert.

Vorhersage extrem schwierig.
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Abb. 3: Im Gegensatz zur Struktur der HIV-1-Protease (links) besitzt die Struktur des Interleukin-2
(rechts) a priori keine klar definierte Bindestelle. Es ist schwer vorherzusagen, wo der Ligand

tatsachlich bindet.

che konformative Anpassung ist in Abbil-
dung 2 fiir den Fall der HIV-1-Protease
gezeigt. In unserer Arbeitsgruppe wurde
kiirzlich ein Verfahren zur Modellierung
der Rezeptorflexibilitit entwickelt, bei
dem der Rezeptor in einer reduzierten
Form als Netzwerk aus flexiblen und ri-
giden Bereichen repréisentiert wird [2].

Vorhersage und Bewertung eines
Rezeptor-Ligand-Komplexes

Die Kenntnis der strukturellen Eigen-
schaften eines Rezeptors wird unmittel-
bar dazu genutzt, Liganden mit guten
Bindungseigenschaften zu finden und die

Konfiguration von Rezeptor-Ligand-Kom-
plexen vorherzusagen. Ein guter Ligand
muss eine hohe strukturelle und che-
mische Komplementaritit zur Bindestelle
aufweisen. Diese Tatsache nutzt man in
der molekularen Bioinformatik in sog.
strukturbasierten Verfahren aus.

Ein wichtiger Schritt bei der struktur-
basierten Leitstruktur-Suche ist das sog.
virtuelle Screening. Der Computer durch-
sucht dabei eine Molekiildatenbank, in-
dem die potentiellen Liganden flexibel in
die Bindetasche des Rezeptors einge-
passt und hinsichtlich ihrer zu erwar-
tenden Affinitit bewertet werden. Fiir
den letzteren, entscheidenden Schritt



kommen sog. Bewertungsfunktionen
zum Einsatz [3]. Moderne Funktionen
beriicksichtigen die Komplementaritit
der Oberfldchen und chemischen Eigen-
schaften der Bindungspartner sowie die
Rolle entropischer Effekte, die etwa
durch Losemitteleinfliisse entstehen. Als
erfolgversprechend haben sich wissens-
basierte Bewertungsfunktionen heraus-
gestellt, bei denen Informationen iiber
Wechselwirkungen zwischen Rezeptor
und Ligand aus strukturell bekannten
Rezeptor-Ligand-Komplexen extrahiert
werden. Die DrugScore-Funktion [4], die
in unserer Gruppe weiterentwickelt wird,
erlaubt die Bewertung von Liganden ge-
geniiber Protein- und RNA-Rezeptoren.
Die zuverldssige Vorhersage der Re-
zeptor-Ligand-Konfiguration ist fiir eine
akkurate Affinitdtsvorhersage von ent-
scheidender Bedeutung. Die Vorhersage
ist besonders schwierig, wenn die Rezep-
torstruktur eine relativ flexible Bindeta-
sche besitzt. Eine Mdglichkeit, die rech-
nergestiitzte Vorhersage und Bewertung
von Rezeptor-Ligand-Konfigurationen in
solchen Féllen zu verbessern, besteht in
der Einbeziehung experimenteller Infor-
mation. In unserer Arbeitsgruppe wurde
dazu ein Verfahren entwickelt, das au-
Ber der strukturellen Information iiber

den Rezeptor auch strukturelle und en-
ergetische Informationen {iiber bereits
bekannte Liganden zur Leitstruktur-Su-
che verwendet [5].

Bei einem weiteren, ebenfalls in un-
serer Arbeitsgruppe entwickelten Verfah-
ren werden Daten aus kernmagnetreso-
nanz-spektroskopischen Untersuchungen
von Rezeptor-Ligand-Komplexen als Zu-
satzinformation verwendet. Dies fiihrt be-
sonders dann zu verbesserten Ergebnissen
bei der Rezeptor-Ligand-Konfigurations-
vorhersage, wenn die Bindetasche des Re-
zeptors weniger deutlich ausgeprigt ist,
wie das héufig bei Protein-Protein-Wech-
selwirkungsfldchen der Fall ist. Abbildung
3 zeigt, weshalb die Wirkstoffentwicklung
in diesem Fall schwierig ist: im Gegensatz
zur Struktur der HIV-1-Protease besitzt
Interleukin-2 nur eine sehr flache Bin-
destelle, bei der eine klar definierte Bin-
detasche a priori nicht auszumachen ist.

Ausblick

Der Einsatz rechnergestiitzter Verfahren
im priklinischen Wirkstoffentwurf hat
sich bewihrt. In einigen Fillen gelingen
bereits Struktur- und Affinitdtsvorhersa-
gen mit experimenteller Genauigkeit.
Dennoch sind weitere Anstrengungen

notig, um den Einsatzbereich der Ver-
fahren auf schwierige Fille auszudeh-
nen. Hierzu gehéren Rezeptoren mit
flexiblen Bindestellen, flache Protein-
Protein-Wechselwirkungsflichen  oder
Nukleinsduren. Wir sind davon {iber-
zeugt, dass Fortschritte moglich werden,
wenn neue Verfahren fiir die Modellie-
rung der Rezeptordynamik entwickelt
werden und die Verkniipfung zwischen
rechnergestiitzten und experimentellen
Verfahren noch weiter zunimmt.
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