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Abkürzungsverzeichnis 

 

2D  Zweidimensional 

3D  Dreidimensional 

5-HT1A  5-Hydroxytryptamin (Serotonin) Rezeptor 1A  

CDK   Chemistry Development Kit  

COX-1  Cyclooxygenase-1  

COX-2  Cyclooxygenase-2  

DBD   DNA-Bindedomäne  

GPCR  G-Protein gekoppelte Rezeptor(en) 

H4R  Histamin H4 Rezeptor 

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry  

LBD   Ligandenbindedomäne  

MD   Molekulare Dynamik(simulation) 

PDB  Protein Data Bank 

PPAR  Peroxisom Proliferator aktivierter Rezeptor 

QSAR   quantitativen Struktur-Aktivitätsbeziehung 

ROC   Receiver operator characteristic  

RXR   Retinoid-X-Rezeptor 

VCAM1 Vascular Cell Adhesion Molecule 1 

VLA4  Integrin Very Late Antigen 4  

ZNS   Zentrales Nervensystem  
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Zusammenfassung 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Eignung von Pseudorezeptoren im virtuellen 

Screening untersucht. Hierzu wurde nach intensiver Auseinandersetzung mit bisher 

bekannten Konzepten ein neues Computerprogramm zur automatischen Konstruktion 

von Pseudorezeptormodellen entwickelt. Das Ziel von Pseudorezeptoren ist die 

Konstruktion eines alternativen, artifiziellen Wirtssystems aus bekannten Liganden 

eines Zielproteins, dessen dreidimensionale Struktur unbekannt ist. 

Der generierte Pseudorezeptor ist zu verstehen als die Menge aller Pseudoatome, die um 

die Ausgangssubstanz(en) projiziert werden. Bei multiplen Referenzliganden wird eine 

Gewichtung der Pseudoatome durchgeführt. Zudem wird ausschließlich von Distanz- 

und Winkelparametern Gebrauch gemacht, die aus Untersuchungen von Kokristall-

strukturen gewonnenen wurden.  

Eine abschließende Kodierung generierter Pseudorezeptoren als 90-dimensionalen 

Korrelationsvektor wurde zum virtuellen Screening eingesetzt. In zwei retrospektiven 

Fallbeispielen wird gezeigt, dass die generierten Pseudorezeptoren für COX-2 und 

PPARa mit den realen Zuständen ihrer kokristallisierten Bindetaschen in den PDB 

Einträge 6cox und 2p54 kompatibel sind. 

Im retrospektiven virtuellen Screening in der Wirkstoffdatenbank COBRA (8.311 

Moleküle) nach COX-2 Inhibitoren (136 Aktive) konnte eine Anreicherung der aktiven 

Strukturen in den ersten zwei Perzentilen gezeigt werden (54% der Aktiven). Zudem 

konnten 80% der aktiven Moleküle bereits nach Vorhersage von 10% Falsch-Positiven 

gefunden werden. Im Falle des retrospektiven Screenings nach 94 PPAR Liganden 

konnten 30% der aktiven Moleküle nach der Vorhersage von 10% Falsch-Positiven 

entdeckt. Nach 20% Falsch-Positiver wurden 46% der PPAR Liganden wieder 

gefunden. 

Weiterhin konnte mit den ligandenbasierten Informationen eines H4 Pseudorezeptors 

eine Justierung einer potentiellen Bindetasche des Histamin H4 Rezeptors aus einer 

molekularen Dynamiksimulation vorgenommen werden. Schließlich wurde in einem 

prospektiven virtuellen Screening nach Histamin H4 Liganden mit einem 

Pseudorezeptor zwei Strukturen mit unterschiedlichem Grundgerüst und einem 

Ki ~ 30 µM identifiziert. 
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Summary 

In this thesis, the suitability of pseudoreceptors for virtual screening applications was 

analyzed. An automated pseudoreceptor construction program was developed after 

known design principles had been thoroughly studied and compared. The aim of 

pseudoreceptor modelling is the construction of an alternative host system for known 

ligands of a given target protein in the absence of three-dimensional structure 

information. 

The constructed pseudoreceptor is represented as the sum of all pseudoatoms, which are 

projected around reference ligand(s). A weighting scheme is introduced, when 

pseudoreceptors are generated from multiple reference ligands. For pseudoatom placing 

distance and angle parameters from a survey of known co-crystal structures were used. 

For virtual screening pseudoreceptors were encoded as correlation vectors. It is 

demonstrated that the generated pseudoreceptors match with their respective co-

crystallized binding pockets, taking COX-2 and PPAR-alpha as an example (PDB 

entries 6cox and 2p54). 

In a retrospective virtual screening in the drug collection COBRA (8,311 molecules) for 

COX-2 inhibitors (136 actives) high enrichment of ligands in the first two percentiles 

was yielded (54% of the actives). 80% of all active compounds were found after the 

prediction of only 10% false-positives. In a retrospective screening study for 94 PPAR 

ligands, 30% of the actives were found together with 10% false-positives. After the 

prediction of 20% false-positives, 46% of all PPAR ligands could be found. 

In addition, a putative binding pocket of the histamine H4 receptor from a molecular 

dynamics simulation could be adjusted using ligand-based information of a H4 

pseudoreceptor. 

Finally, two micromolar ligands with different scaffolds were identified with a 

Ki ~ 30 µM by a pseudoreceptor-based prospective virtual screening for novel H4 

ligands. 
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Einleitung 

Rechnergestützte Methoden unterstützen die pharmazeutische Forschung und 

Entwicklung nunmehr seit drei Jahrzehnten. Hierbei bildeten sich zwei 

Hauptentwicklungsprinzipien, nämlich rezeptorbasierte (auch „strukturbasierte“ 

genannt) und ligandenbasierte Ansätze (Congreve et al., 2005; Klebe, 2006; Schneider 

& Baringhaus, 2008). Diese Strategien werden, insbesondere in Kombination mit 

fragmentbasierter Leitstrukturfindung (Carr et al., 2005), als Ergänzung zum 

Hochdurchsatzscreening (high-throughput screening, HTS) angesehen, welches trotz 

immenser Kosten die Hauptinnovationsquelle für viele pharmazeutische Firmen bildet 

(Bleicher et al., 2003; Alber et al., 2007; Koehn, 2008). 

Anwendungsgebiete von ligandenbasierten Methoden, wie die molekulare 

Ähnlichkeitssuche oder das pharmakophorbasierte virtuelle Screening, sind der 

Austausch von molekularen Grundgerüsten (scaffold-hopping) (Schneider et al., 1999; 

Schneider et al., 2006; Brown & Jacoby, 2006; Zhao, 2007) und Studien zur 

Wirkstoffwiederverwendung (repurposing) (Carley, 2005a; Carley, 2005b; Bisson et 

al., 2007). Grundvoraussetzung für die Anwendung ist die Verfügbarkeit von 

mindestens einem bioaktiven Referenzmolekül. Wenn eine dreidimensionale (3D) 

Rezeptorstruktur verfügbar ist, können auch rezeptorbasierte Methoden angewendet 

werden (Mohan et al., 2005; Rester, 2006). Oft findet eine simultane Anwendung beider 

Techniken statt. Pseudorezeptormodelle, die vor 20 Jahren erdacht wurden (Kato et al., 

1987; Kato et al., 1992), können als „Brücke“ zwischen den Ansätzen fungieren, wenn 

die parallele Anwendung beider Strategien nicht möglich ist. 

Zu Beginn eines Wirkstoffentwicklungsprojektes ist die 3D Struktur eines Zielproteins 

nicht immer verfügbar. Dies liegt an dem Trend zur Suche nach Wirkstoffen für G-

Protein gekoppelter Rezeptoren (GPCR), für die es derzeit an kristallisierten Strukturen 

mangelt. Somit sind diese Projekte auf die Nutzung von ligandenbasierten Methoden 

eingeschränkt. Gegenwärtig beinhaltet die Protein Data Bank (PDB) (Bernstein et al., 

1977), seit 1998 unter der Leitung des Research Collaboratory for Structural 

Bioinformatics (RCSB) (Bermann et al., 2000), ungefähr 50.000 Einträge von 

aufgeklärten Strukturen, deren Zahl jährlich exponential wächst. Nichtsdestotrotz sind 

es nur 27 Einträge (0,05%), die mit GPCR in Beziehung stehen. Hierunter fallen 23 
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Strukturen des Rhodopsins (PDB Einträge 1ln6, 2j4y, 1h68, 1jfp, 1jgj, 2i35, 1gue, 1xio, 

2f93, 2i36, 2i37, 1f88, 1gu8, 1hzx, 1l9h, 1u19, 2f95, 2ii7, 2ii8, 2g87, 2hpy, 1gzm und 

2ped), drei Strukturen des b2 adrenergen Rezeptors (PDB Einträge 2rh1, 2r4r und 2r4s) 

und eine Struktur des b1 adrenergen Rezeptors (PDB Eintrag 2vt4). Durch die limitierte 

Zahl von 3D Informationen zu Membranproteinen ist die Anwendbarkeit von 

rezeptorbasierten Ansätzen für viele pharmazeutisch interessante Zielproteine 

eingeschränkt (Scapin, 2006; Lacapère, 2007). Weiterentwicklungen der 

Kristallisierungsmethoden von Membranproteinen in Kombination mit 

Hochdurchsatzkristallisation sollen diesen Rückstand nachbessern (Granseth et al., 

2007). Zwischenzeitlich verschafft man sich Abhilfe durch die Anwendung von 

rezeptorbasierten Ansätzen auf Homologiemodellen, die von verwandten Proteinen mit 

hoher Sequenzidentität abgeleitet sind (Costanzi, 2005). 

Um diese Kluft zu überbrücken, wurden hybride Ansätze entwickelt. Der prominenteste 

Ansatz ist die Modellierung von quantitativen Struktur-Aktivitätsbeziehungen (QSAR)  

zur Korrelation von Bindeaffinitäten bekannter Liganden und deren physikochemischen 

und topologischen Eigenschaften (Tropsha & Golbraikh, 2007; Lill, 2007). Im Kontext 

von Pseudorezeptoren sind insbesondere diejenigen QSAR Techniken interessant, 

welche molekulare Merkmale auf ein Feld (Oberfläche oder Gitter) um die molekulare 

Überlagerung von Referenzkonformeren generieren (3D QSAR). Einige Beispiele auf 

diesem Gebiet sind CoMFA (Cramer et al., 1988), GOLPE (Baroni et al., 1993), 

CoMSIA (Baroni et al., 1993) und QSiAR (Kubinyi, 1998). Diese können zur 

Erklärung der für eine Interaktion von Ligand und Rezeptor verantwortlichen 

molekularen Attribute herangezogen werden. Folglich werden 3D QSAR Methoden 

auch zur Vorhersage von Aktivitäten neuer Screeningsubstanzen eingesetzt. Obwohl 

diese Fähigkeit bereits in vielen Publikationen demonstriert wurde (Tropsha & 

Golbraikh, 2007; Lill, 2007), ist die Nutzung von nicht-atombasierten 3D QSAR 

Methoden in Wirkstoffentwicklungsprojekten unüblich. Ein Grund hierfür ist die 

bessere Erklärbarkeit von Rezeptor-Liganden Interaktionen bei atombasierten 

Methoden, die ein direktes Design von chemischen Strukturen erlauben. 

Pseudorezeptormodelle repräsentieren eine Methode, die solche Vorzüge bietet. 
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Tabelle 1. Chronologische Übersicht aller Pseudorezeptorentwicklungen. 

Programm Jahr Typ Literatur 
RECEPS 1987 gitterbasiert (Kato et al., 1987 & 1992) 
HASL 1988 gitterbasiert (Doweyko, 1988) 
MORPHEUS 1989 gitterbasiert (Andrews et al., 1989) 
VOROM 1991 partitionsbasiert (Crippen, 1991; Bradley et al., 1993) 
Yak 1993 peptidbasiert (Vedani et al., 1993; Vedani et al., 1995) 
GERM 1994 atombasiert (Walters & Hinds, 1994) 
RECEPTOR 1995 oberflächenbasiert (Hahn, 1995; Hahn & Rogers, 1995) 
QXP 1997 fragmentbasiert (McMartin & Bohacek, 1997) 
EGSITE2 1997 partitionsbasiert (Crippen, 1997) 
SKELGEN 1997 partitionsbasiert (Todorov & Dean, 1997 & 1998) 
PrGen 1998 peptidbasiert (Zbinden et al., 1998) 
PARM 1998 atombasiert (Chen et al., 1998) 
Quasar 1998 atombasiert (Vedani & Zbinden, 1998) 
Hostdesigner 2002 fragmentbasiert (Hay & Firman, 2002) 
FLARM 2002 atombasiert (Pei & Zhou, 2002) 
RAPTOR 2004 oberflächenbasiert (Lill et al., 2004) 
WeP 2004 atombasiert (Chae et al., 2004) 
FLARM2.0 2005 atombasiert (Pei et al., 2005) 
ConCept 2007 fragmentbasiert (Chen et al., 2007) 
 

Das Pseudorezeptorkonzept 

Die Idee von Pseudorezeptormodellen ist die Konstruktion eines Ersatzes für eine 3D 

Struktur des Zielproteins um Ligandenkonformationen (Tanrikulu & Schneider, 2008). 

Das Modell soll dabei die Form der Bindetasche und die für eine erfolgreiche 

Ligandenbindung notwendigen Interaktionspunkte vorzeigen. Pseudorezeptoren 

beschreiben einen Rezeptorersatz, der ein alternatives Wirtssystem zur nicht-kovalenten 

Bindung bekannter Liganden mit hoher Affinität darstellt. 

Pioniere der Pseudorezeptormodellierung konstruierten diese auf manuelle Art und 

Weise – zum Beispiel durch die Faltung einer Peptidkette in eine „Bettform“, bestehend 

aus einem zentralen b-Faltblatt flankiert von zwei a-Helices (Momany et al., 1989). 

Andere entwickelten einen Pseudorezeptor indem sie um einen GRID-

Konsensuspharmakaphor (Davis et al., 1994) mit Hilfe des Programms SYBYL (Tripos 

Inc., St. Louis, USA, www.tripos.com) die zur Ligandeninteraktion identifizierten 

Aminosäureketten positionierten (Höltje & Anzali, 1992). Zeitgleich wurden interaktive 

Pseudorezeptormodellierungsprogramme entwickelt. Obwohl Vedani et al. (Snyder et 

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
























































































































































































































