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Aus tausenden von Ideen (in cerebro, Datenbanken, kombinatori- |
sche Chemie, etc.) werden einige hundert Substanzen chemisch
synthetisiert und in vitro getestet. Eine kleinere Zahl von aussichts-
reichen Kandidatsubstanzen werden anschliessend im Tierversuch
getestet. Nur wenige Substanzen schaffen es in die klinische Pri-
fung. Bis eine neu(artig)e Wirksubstanz auf den Markt kommt, sind
10-15 Jahre Forschung & Entwicklung notwendig. www bluewave-industries.com

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Schloss-Schlussel-Prinzip (1894)

Emil Fischer (1852-1919)
1902: Nobelpreis fir Chemie

nobelprize.org

oldiockandkeyco_co.Uuk

muarchives. missouri.edu

“Um ein Bild zu gebrauchen, will ich sagen, dass Enzym und Glykosid zueinander
passen mussen, wie Schloss und Schlissel, um eine chemische Wirkung auf-
einander ausuben zu koénnen.”

Emil Fischer {1 894] Carboanhydrase (Schloss) + Acetazolamid (Schiissel)

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Das Kraftfeld (force field)
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Die Kraftfeldgleichung erstellt die Beziehung zwischen Struktur und Energie

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Gebundene und nicht-gebundene Wechselwirkungen

Gebundene Wechselwirkungen
« 1-2: Bindungslangen
« 1-3: Bindungswinkel

e 1—4: Torsionswinkel

Total = 3.5 x Anzahl Atome

Nicht-gebundene Wechselwirkungen

 Elektrostatische WW

« van der Waals Krafte

« Wasserstoffbriicken

« WW mit Metallzentren
e Dipol-Dipol-WW
 Polarisationseffekte

Total = 0.5 x n x (n—1); n = Anzahl Atome

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Gebundene und nicht-gebunde Wechselwirkungsterme
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Wasserstoffbrucken

E
4 « der “kovalente” Anteil wird mit einem 12/10-
Lennard—Jones-Potential berechnet
L e die Linearitat mit einem cos2-Term
e die Direktionalitat mit einem cos*-Term (n = 2,4)
EniBond =( Cl]u i D”m) 12/10-Energi
ry rj -Energien
+c05*(BDon-H- Acc) * 05" (OH..-Lig -LP) Typ Optimaler H--Akzeptor-Abstand [in A] ~ Energie [in kcal/mol]
O-H-0 1.79 495
O-H-N 1.89 465
O-H-S 2.54 ~175
N-H-O 1.89 —4.10
N-H-N 1.99 ~3.50
N-H--S 2.64 ~1.50
S-H--0 2.09 230
S-H--N 2.19 ~2.00
S-H-S 2.84 ~1.20

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Wasserstoffbrucken

Glutamin

.........................
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————————— Wasserstoffbriicke

_________ Lone-pair Vektor
_________ Linearitats-Vektor

Wasserstoffbriicken sind gerichtete Krafte

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Metall-Ligand-Bindungen: kovalent oder ionisch?

ZnII
........... B
‘.1 B9
Metall-Ligand-Bindung = ionisch Metall-Ligand-Bindung = kovalent
ELig—Met = Eelektrostatisch + Evan der Waals ELig—Met = E1—2 + E1—3 + E1—4
- unrealistisch kurze Bindungen — keine Simulation, da Werte vorgegeben

Experiment: d, _, = 1.91-2.04 A

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Struktur und Energie eines Molekiils sind direkt verbunden

Molekiile bleiben gern ,,cool - in einem tiefen energetischen Zustand B)

Definition: Hohe Energie = Instabiles System

Die Energie von Molekiilen lasst sich mit
Molekiilmechanikrechnungen (Kraftfeld-
Rechnungen, molecular-mechanics cal-

culations) minimieren. Dabei wird deren
Struktur optimiert. Tiefe Energie = Stabiles System

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Einfache Konformationssuche

@ = (frei)drehbare Bindung

N, . =(360°/30°)5=12-12-12-12-12 =248 832

Konf.

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Konformationssuche

Zweck: Auffinden von energetisch gilinstigen Zustanden (— globales Minimum und lokale
Minima) eines Molekiils oder eines kleineren Systems

Ablauf:

1) Generieren von der Startkonformation (gelb; zufallig, systematisch, rationell...)

2) Strukturoptimierung zum nachsten Minimum (rot; Gradient Methoden)

Die Zeitfolge ist nicht wichtig, nur ob das globale Minimum und alle relevante lokale Minima

/ \o/ /

Struktur

gefunden wurden

Energie

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Molecular Modeling: Computergestiitzte Verfahren in der modernen Arzneistoffentwicklung

Systematische Konformationssuche

fahig alle Minima (globales + alle lokale) zu finden

alle Freiheitsgrade n (Torsionswinkeln — frei-drehbare Bindungen) werden systematisch
variiert (Kleinmolekiile: n < 10; Proteine n > 500 !!! = n/a)

nur fiir kleine Systeme: z.B. Molekiil mit 5 frei-drehbaren Bindungen, Schrittweite 30°, N =
(360°/30°)5 = 125 = 248 832 Konformere

Ny, = (360°/Schrittweite)”

Energie

Struktur

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Energiefenster
* (energy window) |

* relativ zum globalen Minimum

» Typische Grosse (Kleinmolekiile): 5-10 keal/mol ’ B | E— L1

e filtert Konformere mit hohen E vom finalen Konformersatz

Energiefenster

GM

Struktur

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Energiefenster
(energy window) |

* relativ zum globalen Minimum

» Typische Grosse (Kleinmolekiile): 5-10 keal/mol ’ B | E— L1

e filtert Konformere mit hohen E vom finalen Konformersatz

Energiefenster

GM

Struktur

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Was ist Molekulares Docking?

Auffinden von der bevorzugten Orientierung und Konformation — der bioaktiven Pose - eines
(typischerweise kleinen) Molekiils innerhalb von der Bindungsstelle eines anderen (Makro)Molekiils
mittels einer Computer Simulation

folgt das Schloss-Schliissel Konzept (Komplementaritit der wechselwirkenden Molekiile); heute beinhaltet
auch Induced Fit - Hand-und-Handschuhe Konzept

ist von fundamentaler Bedeutung fiir den rationellen Arzneistoffdesign (Virtual Screening) und
Voraussage von Off-Target Bindung (Nebenwirkungen, Protein-vermittelte Toxizitat)

Terminologie

Rezeptor (Gastgeber, Schloss, Handschuh) = empfangendes Molekiil, meistens Protein oder NS

Ligand (Gast, Schliissel, Hand) = das komplementire Partnermolekiil, das am Rezeptor bindet
Bindungsmodus = die Orientierung des Ligandes relativ zum Rezeptor und auch die Konformation des
Ligandes und des Rezeptors, wenn zusammengebunden

Scoring = Auswertung der Pose durch Quantifizieren der intermolekularen Wechselwirkungen (z.B.
Wasserstoftbriicken, hydrophobe Kontakte, Elektrostatik...)

Ranking = Anordnen der Liganden basierend auf das Score (typischerweise AG, Gling)

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Molecular Docking

extrem komplexes, aber gleichzeitig extrem attraktives rechnerisches Konzept

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Die bioaktive Pose mittels Docking zu finden, aber wie?

Sampling = ausforschen aller (?) moglichen Bindungsmodi eines kleinen Molekiils in der Bindungsstelle eines
Proteins

Manuelles Docking = “fundierte Vermutung”, subjektiv, nicht reproduzierbar, aufwindig, limitierter
Datendurchlauf

Random Sampling = ineffektiv, konnte theoretisch zur besten Losung fiihren, aber Wahrscheinlichkeit ist
sehr gering selbst fiir kleine flexible Molekiile

Rationell (Regel) basiert = man versucht die rechnerische Komplexitait vom Docking zu reduzieren -
ahnliche Molekiile binden mit einem ahnlichen Bindungsmodus:

- Uberlagerung des gedockten Molekiils mit dem Templatmolekiil (co-kristallisiert)

- Uberlagerung des gedockten Molekiils mit dem Pharmacophore (Bindungsstellenabdruck)

- Fragmentieren des gedockten Molekiils, platzieren der Fragmente in die idealen Lagen und Wiederaufbau des
Molekiils innerhalb der Bindungsstelle

- viele verschiedene Algorithmen wurden entwickelt (verschiedene Vorteile/Nachteile)

Kombinatorische Explosion = 3 Translationen + 3 Rotationen + drehbare Bindungen (Ligand) + Rotamere
der Seitenketten (Protein) + explizite Wassermolekiile (+ Kofaktoren, Hauptkette...)

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Molekiildynamik-Simulationen

Newton’sche Bewegungsgleichung (1687): r(t+At) = r(t) + or/ot-At + 0.5-0°r/0t>-At?

Minimums-Energie-Struktur von Phe-AMP 120 ps Moleklldynamik-Simulation von Phe-AMP

Molekiildynamik simuliert molekulare Bewegungen auf atomarer Ebene

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Zeitskala biophysikalischer Vorgange

Newton’sche Bewegungsgleichung (1687): r(t+At) = r(t) + or/ ot At + 0.5:Pr/ o - AP

Biophysikalischer Vorgang Zeitdauer [sec]
Vibration gebundener Atome 107 - 107"
Longitudinale Bewegung von Basen in einer DNA 107 -10"
Globale Dehnung einer DNA 107" - 10™"
Drehung einer Protein-Seitenkette an der Proteinoberfliche 107" — 107"
,Befreiung* einer verborgenen Seitenkette durch Torsionsinderungen 107" — 10~
Relative Bewegung globuldrer Regionen in Proteinen 107 - 107
Drehung einer mittelgrossen Seitenkette im Innern des Proteins 107%- 1
Allosterische Ubergiinge 10° -1
Lokale Denaturierung 10°- 10
Diffusion kleiner Molekiile in die Bindungstasche 10°°-107°

Zeitintervall fiir die Integration At = 2x10-15 sec

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Ligand-basiertes Design
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M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Pharmakophor - Eigenschaften

Molecular Modeling: Computergestiitzte Verfahren in der modernen Arzneistoffentwicklung
Typische molekulare Eigenschaften (funktionelle Gruppen) erkannt im Modeling Software

L= 1 X3 2

H-bond Donor H-bond Akzeptor Lipophil Linker Ring -System

Erweiterte Pharmakophor-Repriasentation

- Raumlich Ausgeschlossene Zonen

- Direktionale Eigenschaften:

Extension Vektore, Ringnormalen, n-Systeme

- Winkeln, Dihedralwinkeln zwischen Eigenschaften

- Speziell entwickelte Deskriptoren/Eigenschaften

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Struktur-basiertes Design: Workflow

3D-Proteinstruktur (PDB oder in-house)
{
Vervollstandigung (Wasserstoffatome, fehlende Seitenketten, Residuen und Schleifen)
J
Erstellung der H-bond Netzwerke, Solvatisierung

J
Strukturoptimierung (Molekiilmechanik, Molekiildynamik)

e

T  3D-—Struktur der aktiven Verbindung (Model Building / Optimierung)
J
MOLEKULARES DOCKING
(interaktiv / automatisch)

1
Strukturoptimierung
(Molekiilmechanik, Molekiildynamik)
L
Abschatzung der Bindungsaffinitat
l
chemische Synthese
J

experimentelle Verifizierung der Bindungsaffinitat

UOo11edJIpowW [BINIINIIS

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Strukturoptimierung: E

ligand—Protein

Ligand — Rezeptor Komplementaritdt!

 hydrophobe Wechselwirkungen

« Verdrangung am Protein gebundener Wassermolekiile
(Entropischer Effekt)

« Salzbriicken

» Wechselwirkungen mit den Metallen

« doppelte H-briicken

 Karbonylgruppen: >C=0

« Stickstoffatome in aromatischen Ringen: —N=

« iiberbriickende Wassermolekiile

« Hydroxygruppen: —OH (3 H-briicken im Wasser!)

- geladene Gruppen (Ausnahme: richtige Salzbriicken, Metalle)

Entscheidend ist die Differenz der Interaktionen (Starke) mit Wasser
(in wasserigem Umgebung) und mit Protein (in der Bindungsstelle) - AG

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Ligand-Rezeptor Komplementaritat
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Homologie-Modellierung

» Proteine mit vergleichbarer Aminosauresequenz — vergleichbare biologische Funktionen
» die Tertitarstruktur ist oft besser konserviert als die Primarstruktur

Faltung von Trypsin, Chymotrypsin und Elastase Katalytische Triade: Asp102—His57—Ser195

Uberlagerupg drei Serinproteasen : Trypsin, Chymotrypsin und Elastase
Ubereinstimmung der Primarsequenzen : 30—35%

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Homologie-Modellierung

Comparison with non-redundant set of PDB structures
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M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Abschiatzung der Bindungsaffinitat von Wirkstoffen

Immobilisierung (Translation, Rotation, Konformation)
= - ¥
"Induced Fit"
Y

(Anpassung des Proteins)

Teilfreisetzung von Wasser

Desolvatisierung 1+

L

Bioaktve
Konformation

Gebundener Ligand

\' Protein v
Freisetzung von Wasser

ungebundener Zustund

Gebundener Zsdand

E E + E E E — TAS

Bindung = Ligand—-Protein Ligand-Solvens  “~Innere Spannung - Ligand-Desolvatation

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Abschatzung der Bindungsaffinitiat von Wirkstoffen

_ Training + Validation Set

PHip
8 ///,/’ /’1 *’ 7 /////
mQSAR-Modell (Rezeptorsurrogat) fiir den Ostrogenrezeptor a 4 e ; s
: % ." T
5 //// ; : ‘¢’ ,//
+ 8
i ] <] L //
22 3 4 5 3 7 & 9 10pKiexp)
- Scramble Test
, ’ oL
5 Lkl et
St AT
Vorteil: wenn richtig trainiert und validiert, gute Leistung A
Nachteil: eingeschrankte Anwendbarkeit ol i s
22 3 - 4 5 3 7 3 ) 10pKiexp)

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Pharmakokinetik
* Orale Verfugbarkeit : am haufigsten gebraucht (Pharmaindustrie)

Lipinski’s rule of 5
MW < 500
nHB-Donor < 5
nHB-Akzeptor < 10
LogP < 5

Veber rules
- PSA < 140 A?
- nRotBond < 10

MW =124, nHBdon =1, nHBacc =2, LogP =1.2, PSA =31 A%, nRotBond =1

Haut : transdermale Patchs (z.B. Hormone oder opioidale Analgetika)

Inhalation : Schwebstaub (Abgase, Fentanyle), volatile Verbindungen, Gase...

Speziell : okular, bukkal, ...

Weitere wichtige Eigenschaften: logS, pK , (gesammte) Ladung...

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Z 0N

Distribution Coefficient LogD - including protonation

D=c

.. +
octanol / ( Cwater ionized C.water neutral)

LogD depends on pH as it includes de/protonated states
LogD = LogP (for neutral at pH far from pKa)

pKa's — carboxyl 4.0, sulfhydryl 10.0

HS N HS N

© OH © 0O

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016
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Proton dissociation constant - pKa

pKa = -log K AG=-RTInK =-2.303-RTlog K,

pPK, = AGaq / -2.303 RT

AGgas
gas phase: A-H > A + H* O
AG_(A-H) AG,(A) A @
aqueous phase: A~H AGa A v 4+ H+ v

v

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016



Molecular Modeling: Computergestiitzte Verfahren in der modernen Arzneistoffentwicklung

Warum braucht es in silico Toxikologie?

Vor der Massenproduktion muss jede Substanz detailliert charakterisiert 600
und getestet sein:

- Arzneistoffe >00
- Kosmetika (UV Filter, Parfum..)

- Additiva (Polymer, Flame Retardants...)
- Agrochemikalien

- Farbstoffe & Pigmente

Number of compounds
[etl (8]
o o
o o
| |

3R (Reduction, Replacement, Refinement)
100 1
Regulatorische Behorden EC, EPA... (REACH Programm)

gesammelte Kenntnisse kann man nutzen um die toxische Phanomena zu

. . S
erklaren und vermeiden 3
o
N
S
.. $.C
Drug Attrition Rates %9*‘ s

Waring M.J. et al. Nature Reviews: Drug Discovery (2015), 14, 475.
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VirtualToxLab : In silico Test auf Nebenwirkungen und Toxizitat

Automatisches Docking und Abschatzung der Bindungsaffinitat an 16 Antitargets

Toxic Potential

0.8 —

Data submission Vat Yellow 4

Bisphenol M, Sudan I11

0.7 — Aldosterone, Danazol, 17[3-Estradiol, Fluticasone, Triiodo-L-thryronine
Bisphenol P, Budesonide, Stanozolol, Terfenadine, 2-CF,-TCDD
Bisphenol BP/FL, Mifepristone, Sarafloxacin, TCDD, Thyroxine
Bifentrin, Cisapride, Clostebol. Diethylstilbestrol. Cholesterol, Raloxifene
Cafestol, Dibenzo|ah]anthracene, E121, Endosulfane. Stanozolol

DDT, Donepezil, Pregnanediol, Br/Cl-Rutaecarpine, Tetrahydrogestrinone
Boldenone., Methyltrienolone, Ochratoxin A, Octrizole, Paroxetine

T768-core Linux cluster 0.6

Benzola]pyrene, Drospirenone, Fluoxetine, Quinine, Vitamin D5
Benzophenone-12, Chloramphenicol, Chrysene. Genistein. Samandarine
Androsterone, Bisphenol A, Erythrosine, Vitamin E

0.5

[
b=
©
—_
L
B=d
o
=

Boswellic acid, Caspsaicin, Dutasteride, Nuciferine, Warfarin
Androstenone., 3-BC. Octocrylene, Rofecoxib, THC

Calcein, 4-MBC, Resveratrol, Warfarin, Venlafaxine. Zearalenone
E104, Naringenin, Nicotine, Sildenafil. Vitamin A

Captopril, Histidin, Homosalate, Vitamin C

Adrenaline, Cannabivarin, Trioxsalen

Ecstasy, Galaxolide, Glyphosate, LSD

Apiol. Cinnamaldehyde. Hypoglycin, Methylparabene

Ambrox, Aspirin, Ethylmaltol, Nitrofurantoin, Raspberry ketone
Auxin, Fluorene, Glutamic acid

04

L
-
i}

03

od oo od oo od ool

02 —¢ Vitamin B,, Flavin, Menthol, Pazufloxacin, Salicylic acid, Topiramate
Benzaldehyde. Citronellol
Camphor, Limonene, Saffranal
Caffeine. Citric acid, Fenchone. Phenol
0.1 -4 Acetazolamide, Adamantane, Xanthopterin
4 Dulcin. Eucaliptol
Cyclamate. Fluorouracil. Sulfanilamide
4 Adenine, Cyclamate, Pterin
0o —4 Water

s towards 16 target proteins suspected to trigger adverse effects 3D/4D visualization

Nukleare (z.B. Androgen-, Oestrogen-) Rezeptoren — endokrine Storungen; HERG Rezeptor — Kardiotoxizitiit;
Cytochrome P450 — metabolische Storungen; Arylhydrocarbon Rezeptor — Karzinogenizitdt;
Das toxische Potenzial
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VirtualToxLab — Technisches Flussdiagramm

VTL User Interface/Viewer ™"

VTLBuilder "

» Struciure up/download (PDB, mol2, sdf) |+ [ ; o ]
« Resulls + structure view in real-time 30/4D Generation of 30 pound struciures

Data exchange via SSH protocol

768-Core Linux Cluster

Structure Analysis
« Listener

LT « Structure-consistency check
s * Profonation & lautomeric state; Epik®
» Communicator

l

Structure Optimization & Conformational
Search (in aqueous solution)

OPLS force field: MacroModel®

¥

Estimation of the

toxic potential
ToxPot***
Partial Charges and Solvation Energies
= Atomic charges (CM1): AMSOL™
= Solvation energy (explicit): Aqguarius™**
4D Boltzmann scoring: 16 target proteins i
(AR, AhR, 1A2, 2C9, 2D6, 3A4, ERc[,

GR, hERG, LXR, MR, PPARy, PR, TRw) : .
. Automated docking: 16 target proteins
« Quantification of Ngand-water interactions al the 40 level (AR, AhR, 1A2, 2C9, 2D6, 3A4, ERw,
« Quantification of ligand-protein interactions at the 40 lavel GR, hERG, LXR, MR, PPARy, PR, TRaw)
* Determination of AEg,, [WalerBox — Protein] » Flexible prealignment: Alignator***
* Calculation of binding '?,f _ﬁm”" » Automated, Mexible docking: Cheetah™**
Software BzScore4D : : : .
directional force field + dynamic solvation

&

M.Smiesko & A. Vedani — Departement Pharmazeutische Wissenschaften, Universitit Basel, 2016



