Entwicklung eines Pseudorezeptormodells

fir das virtuelle Screening

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Naturwissenschaften

vorgelegt beim Fachbereich Biowissenschaften
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat
Frankfurt am Main

von
Yusuf Tanrikulu

aus Frankfurt am Main

Frankfurt 2008
(D30)



vom Fachbereich Biowissenschaften der
Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt ammvis Dissertation angenommen.

Dekan: Prof. Dr. Volker Muller
Erster Gutachter: Prof. Dr. Gisbert Schneider
Zweiter Gutachter: Prof. Dr. Joachim Engels

, : 29.04.2009
Datum der Disputation:


Yusuf
Schreibmaschine
29.04.2009


Abkurzungsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
ZUSAMMENTASSUNG ...t ee et a s s e e e e e e e e e e e e eeeesebbaes s mmmmmsssnnsnnn s 5
SUIMIMABIY .ttt ettt e e e e e e e et e et e e e s et s nnmmmn s e e bbb e e es 6
] ] T (] o 7
Das PseudorezeptorkONZEePt. . ......oov i 9
Voraussetzungen zum Erstellen eines PseudorezeptarS.........cooeeeeeeeeeviveeeeininnns 11
Bekannte Ansétze zur Generierung von PSeudOoreBEPLON..........uuvevieieeeeeeeeeeeenen. 13
HYPOTNESE ... 18
Daten, Methoden und AlgOrithMEN ...........euuiiiieeiicere e e 19
Bearbeitete ZIelproteine ........coovviiieiiiieiiceir e 19
Implementierung eines PseudorezeptorkONZeptes...........ueceerveeeeeeeeiieiieeeiiiiiinens 28
Verwendete Methoden und Programme ..........ooooeeeeiiiiiiiiiiiiinn e 38
MoleKUldatenbDaNKEN ...........oooiiiiiii e 43
Ergebnisse und DISKUSSION .......uuuuuiiiiieeieeeemiie et 44
Kompatibilitdt zwischen kristallisierten Bindetagsthund Pseudorezeptoren.......... 44
Konstruktion eines Pseudorezeptors fir AntagonidemnH4R.............oovvvvvviiieennn. 51
Evaluation von potentiellen HAR Bindetaschen..............cccocoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiins 45
Virtuelles Screening nach HAR Liganden ......cccccccvooiioiiiiiieececeiiee e 59
Vergleich mit bisherigen ANWENAUNGEN ........cceemmeiiee e e e 62
Schlusswort Und AUSDIICK. .........ooiiiiiiii e 68
LIteraturVerZEIChNIS .........uuiiiiiiiiiie ettt eeeer e 70
Eidesstattliche ErkIArung ... 83
D= 1 7= To 11 [ Lo 84
LEDENSIAUT ... e 85
PUDIKATIONSIISTE......euiiiiiieeeeiieee e e e e 86
ANNANG. .. ——————— e e e e 89



Abkurzungsverzeichnis

Abklrzungsverzeichnis

2D
3D
5-HT1a
CDK
COX-1
COX-2
DBD
GPCR
H4R
IUPAC
LBD
MD
PDB
PPAR
QSAR
ROC
RXR
VCAM1
VLA4
ZNS

Zweidimensional

Dreidimensional

5-Hydroxytryptamin (Serotonin) Rezeptor 1A
Chemistry Development Kit
Cyclooxygenase-1

Cyclooxygenase-2

DNA-Bindedomane

G-Protein gekoppelte Rezeptor(en)
Histamin H Rezeptor

International Union of Pure and Applied Chemistry
Ligandenbindedoméne

Molekulare Dynamik(simulation)

Protein Data Bank

Peroxisom Proliferator aktivierter Rezeptor
guantitativen Struktur-Aktivitatsbeziehung
Receiver operator characteristic
Retinoid-X-Rezeptor

Vascular Cell Adhesion Molecule

Integrin Very Late Antiged

Zentrales Nervensystem



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Eignung von Psemkptoren im virtuellen
Screening untersucht. Hierzu wurde nach intensAeseinandersetzung mit bisher
bekannten Konzepten ein neues Computerprogramnawiomatischen Konstruktion
von Pseudorezeptormodellen entwickelt. Das Ziel Jeseudorezeptoren ist die
Konstruktion eines alternativen, artifiziellen Vgsiystems aus bekannten Liganden
eines Zielproteins, dessen dreidimensionale Strukibekannt ist.

Der generierte Pseudorezeptor ist zu verstehetialdenge aller Pseudoatome, die um
die Ausgangssubstanz(en) projiziert werden. Beitiplah Referenzliganden wird eine
Gewichtung der Pseudoatome durchgefuhrt. Zudem ausschlie3lich von Distanz-
und Winkelparametern Gebrauch gemacht, die ausrsirdieungen von Kokristall-
strukturen gewonnenen wurden.

Eine abschlielende Kodierung generierter Pseudm@za als 90-dimensionalen
Korrelationsvektor wurde zum virtuellen Screeninggesetzt. In zwei retrospektiven
Fallbeispielen wird gezeigt, dass die generierteseuBorezeptoren fir COX-2 und
PPARa mit den realen Zusténden ihrer kokristallisier®@mdetaschen in den PDB
Eintrage 6cox und 2p54 kompatibel sind.

Im retrospektiven virtuellen Screening in der Widéklatenbank COBRA (8.311
Molekule) nach COX-2 Inhibitoren (136 Aktive) koengine Anreicherung der aktiven
Strukturen in den ersten zwei Perzentilen gezeigiden (54% der Aktiven). Zudem
konnten 80% der aktiven Molekiile bereits nach Vimage von 10% Falsch-Positiven
gefunden werden. Im Falle des retrospektiven Sargennach 94 PPAR Liganden
konnten 30% der aktiven Molekile nach der Vorhezsagn 10% Falsch-Positiven
entdeckt. Nach 20% Falsch-Positiver wurden 46% BE&AR Liganden wieder
gefunden.

Weiterhin konnte mit den ligandenbasierten Infoioregn eines i Pseudorezeptors
eine Justierung einer potentiellen Bindetasche Hissamin H, Rezeptors aus einer
molekularen Dynamiksimulation vorgenommen werdechli8i3lich wurde in einem
prospektiven virtuellen Screening nach Histamin, Higanden mit einem
Pseudorezeptor zwei Strukturen mit unterschiediich&rundgerist und einem
Ki ~ 30 uM identifiziert.



Summary

Summary

In this thesis, the suitability of pseudoreceptiansvirtual screening applications was
analyzed. An automated pseudoreceptor construgirogram was developed after
known design principles had been thoroughly stucaed compared. The aim of
pseudoreceptor modelling is the construction obkernative host system for known
ligands of a given target protein in the absencethoke-dimensional structure
information.

The constructed pseudoreceptor is representecasith of all pseudoatoms, which are
projected around reference ligand(s). A weightinthesne is introduced, when
pseudoreceptors are generated from multiple retergands. For pseudoatom placing
distance and angle parameters from a survey of Rremacrystal structures were used.
For virtual screening pseudoreceptors were encamedcorrelation vectors. It is
demonstrated that the generated pseudoreceptorsh mdth their respective co-
crystallized binding pockets, taking COX-2 and PP&pha as an example (PDB
entries 6¢cox and 2p54).

In a retrospective virtual screening in the drutjeation COBRA (8,311 molecules) for
COX-2 inhibitors (136 actives) high enrichment igfahds in the first two percentiles
was Yielded (54% of the actives). 80% of all actoeenpounds were found after the
prediction of only 10% false-positives. In a repestive screening study for 94 PPAR
ligands, 30% of the actives were found togethehwi®@% false-positives. After the
prediction of 20% false-positives, 46% of all PPAdands could be found.

In addition, a putative binding pocket of the histae H, receptor from a molecular
dynamics simulation could be adjusted using lighaded information of a H
pseudoreceptor.

Finally, two micromolar ligands with different séalfls were identified with a
Ki ~30 UM by a pseudoreceptor-based prospectivaiavirscreening for novel H

ligands.
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Rechnergestitzte Methoden unterstitzen die phaoutiszee Forschung und
Entwicklung nunmehr seit drei Jahrzehnten. Hierbkildeten sich zwel
Hauptentwicklungsprinzipien, namlich rezeptorbasier(auch ,strukturbasierte”
genannt) und ligandenbasierte Ansatze (Conget¢\ad, 2005; Klebe, 2006; Schneider
& Baringhaus, 2008). Diese Strategien werden, isshéere in Kombination mit
fragmentbasierter Leitstrukturfindung (Caet al, 2005), als Erganzung zum
Hochdurchsatzscreenindnigh-throughput screeningHTS) angesehen, welches trotz
immenser Kosten die Hauptinnovationsquelle furevigharmazeutische Firmen bildet
(Bleicheret al, 2003; Alberet al, 2007; Koehn, 2008).

Anwendungsgebiete von ligandenbasierten Methodenie wdie molekulare
Ahnlichkeitssuche oder das pharmakophorbasiertéuelie Screening, sind der
Austausch von molekularen Grundgerustecaffold-hoppiny (Schneideret al, 1999;
Schneideret al, 2006; Brown & Jacoby, 2006; Zhao, 2007) und Sindizur
Wirkstoffwiederverwendungrépurposing (Carley, 2005a; Carley, 2005b; Bisseh
al., 2007). Grundvoraussetzung fur die Anwendung s Werflugbarkeit von
mindestens einem bioaktiven Referenzmolekil. Weme a@reidimensionale (3D)
Rezeptorstruktur verfigbar ist, kdnnen auch rezbpterte Methoden angewendet
werden (Moharet al, 2005; Rester, 2006). Oft findet eine simultanevAndung beider
Techniken statt. Pseudorezeptormodelle, die vaiat®en erdacht wurden (Kago al,
1987; Katoet al, 1992), kbnnen als ,Briicke* zwischen den Ansatzergieren, wenn
die parallele Anwendung beider Strategien nicht lmbgst.

Zu Beginn eines Wirkstoffentwicklungsprojektesdst 3D Struktur eines Zielproteins
nicht immer verfigbar. Dies liegt an dem Trend 3uche nach Wirkstoffen fur G-
Protein gekoppelter Rezeptoren (GPCR), fur dieezzait an kristallisierten Strukturen
mangelt. Somit sind diese Projekte auf die Nutzuog ligandenbasierten Methoden
eingeschrankt. Gegenwartig beinhaltet Hretein Data BankPDB) (Bernsteiret al,
1977), seit 1998 unter der Leitung dé&sesearch Collaboratory for Structural
Bioinformatics (RCSB) (Bermannet al, 2000), ungefdhr 50.000 Eintrdge von
aufgeklarten Strukturen, deren Zahl jahrlich expoia¢ wachst. Nichtsdestotrotz sind
es nur 27 Eintrage (0,05%), die mit GPCR in Bezamghstehen. Hierunter fallen 23
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Strukturen des Rhodopsins (PDB Eintrage 1In6, 214%8, 1jfp, 1jgj, 2i35, 1gue, 1xio,
2f93, 2i36, 2i37, 1f88, 1gu8, 1hzx, 119h, 1ul9,3fQii7, 2ii8, 2987, 2hpy, 1gzm und
2ped), drei Strukturen dés adrenergen Rezeptors (PDB Eintrage 2rhl, 2r4r2nsl)
und eine Struktur dds; adrenergen Rezeptors (PDB Eintrag 2vt4). DurcHiliierte
Zahl von 3D Informationen zu Membranproteinen ige dAnwendbarkeit von
rezeptorbasierten Ansatzen fir viele pharmazeutisoteressante Zielproteine
eingeschrankt (Scapin, 2006; Lacapere, 2007). \Waiteicklungen der
Kristallisierungsmethoden  von  Membranproteinen  in ontbination  mit
Hochdurchsatzkristallisation sollen diesen Ruckstarachbessern (Granse#t al,
2007). Zwischenzeitlich verschafft man sich Abhiléeirch die Anwendung von
rezeptorbasierten Ansatzen auf Homologiemodellenydn verwandten Proteinen mit
hoher Sequenzidentitat abgeleitet sind (Costafai5 R

Um diese Kluft zu Uberbriicken, wurden hybride Ams&ntwickelt. Der prominenteste
Ansatz ist die Modellierung von quantitativen SturkAktivitatsbeziehungen (QSAR)
zur Korrelation von Bindeaffinitaten bekannter Lig@n und deren physikochemischen
und topologischen Eigenschaften (Tropsha & Gollira2007; Lill, 2007). Im Kontext
von Pseudorezeptoren sind insbesondere diejenigeARQTechniken interessant,
welche molekulare Merkmale auf ein Feld (Oberflaoder Gitter) um die molekulare
Uberlagerung von Referenzkonformeren generieren @&AR). Einige Beispiele auf
diesem Gebiet sind CoMFA (Cramet al, 1988), GOLPE (Baronet al, 1993),
CoMSIA (Baroni et al, 1993) und QSIAR (Kubinyi, 1998). Diese kdnnen zur
Erklarung der fir eine Interaktion von Ligand undezBptor verantwortlichen
molekularen Attribute herangezogen werden. Folgliedrden 3D QSAR Methoden
auch zur Vorhersage von Aktivitaten neuer Screemibgtanzen eingesetzt. Obwohl
diese Fahigkeit bereits in vielen Publikationen destriert wurde (Tropsha &
Golbraikh, 2007; Lill, 2007), ist die Nutzung vonrcht-atombasierten 3D QSAR
Methoden in Wirkstoffentwicklungsprojekten undblickin Grund hierfur ist die
bessere Erklarbarkeit von Rezeptor-Liganden Intevakn bei atombasierten
Methoden, die ein direktes Design von chemischerruk&tren erlauben.
Pseudorezeptormodelle reprasentieren eine Metldoelsplche Vorzige bietet.
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Tabelle 1. Chronologische Ubersicht aller Pseudoreptorentwicklungen.

Programm Jahr Typ Literatur

RECEPS 1987 qitterbasiert (Kagbal, 1987 & 1992)

HASL 1988 qgitterbasiert (Doweyko, 1988)

MORPHEUS 1989 (qitterbasiert (Andrewsal, 1989)

VOROM 1991 partitionsbasiert (Crippen, 1991; Brgddeal, 1993)
Yak 1993 peptidbasiert (Vedaait al, 1993; Vedanet al, 1995)
GERM 1994 atombasiert (Walters & Hinds, 1994)
RECEPTOR 1995 oberflachenbasiert (Hahn, 1995; HaRwgers, 1995)
QXP 1997 fragmentbasiert (McMartin & Bohacek, 1997)
EGSITE2 1997 partitionsbasiert (Crippen, 1997)

SKELGEN 1997 partitionsbasiert (Todorov & Dean, 7991998)
PrGen 1998 peptidbasiert (Zbindetnal,, 1998)

PARM 1998 atombasiert (Chex al, 1998)

Quasar 1998 atombasiert (Vedani & Zbinden, 1998)
Hostdesigner 2002 fragmentbasiert (Hay & Firma®20

FLARM 2002 atombasiert (Pei & Zhou, 2002)

RAPTOR 2004 oberflachenbasiert  (Lefl al, 2004)

WeP 2004 atombasiert (Chaeal, 2004)

FLARM2.0 2005 atombasiert (Pet al, 2005)

ConCept 2007 fragmentbasiert (Cledral, 2007)

Das Pseudorezeptorkonzept

Die Idee von Pseudorezeptormodellen ist die Kokt eines Ersatzes fur eine 3D
Struktur des Zielproteins um Ligandenkonformatioi€anrikulu & Schneider, 2008).
Das Modell soll dabei die Form der Bindetasche uhe fir eine erfolgreiche
Ligandenbindung notwendigen Interaktionspunkte eigyen. Pseudorezeptoren
beschreiben einen Rezeptorersatz, der ein alteesailirtssystem zur nicht-kovalenten
Bindung bekannter Liganden mit hoher Affinitat dahs.

Pioniere der Pseudorezeptormodellierung konstenediese auf manuelle Art und
Weise — zum Beispiel durch die Faltung einer Pé&ptie in eine ,Bettform*, bestehend
aus einem zentralebp-Faltblatt flankiert von zwea-Helices (Momanyet al, 1989).
Andere entwickelten einen Pseudorezeptor indem si®m einen GRID-
Konsensuspharmakaphor (Daetsal, 1994) mit Hilfe des Programms SYBYL (Tripos
Inc., St. Louis, USA, www.tripos.com) die zur Ligheminteraktion identifizierten
Aminosaureketten positionierten (Holtje & Anzal9aPR). Zeitgleich wurden interaktive
Pseudorezeptormodellierungsprogramme entwickeltvadbb Vedaniet al. (Snyderet

al., 1993) eine Definition zur Unterscheidung von ,Mazeptoren“ (ein nicht




































































































































































































































































































































