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Genetische Algorithmen im 3D-QSAR:
Verwendung multipler Wirkstofforientierungen
zur verbesserten Voraussage der Toxizitat
Angelo Vedani l, Daniel R. Mclvlasters' und Max Dobler?
'Biografik-Labor 3R, CH-Basel; 2ETH, Laboratorium fur Organische Chemie, CH-ZUrich

Zusammenfassung
Kurrlicn haben wir an dieser Stelle uber die Verwendung von
3D-QSAR Methoden zur Voraussage der Toxizitat von Diben-
rodioxinen, Dibenzofuranen. und Biphenylen berichtet (Vedani
et al., 1999a). Der Einsat; solcher Methoden ist zulassig, weil
es als gesichert gilt, dass die Toxizitdt dieser Substanzen durch
Aryl hydrocarbon (Ah}-Rezeptor - einem wichtigen Protein im
FremdstoJfmetabolismus von Siiugern - vermittelt wird. In
einer Erweiterung eines an unserem Labor entwickelten
Konzeptes (Vedani et al., 1998) zeigen wir in diesem Beitrag,
dass sicherere Voraussagen moglicn werden, wenn anstelle
einer einzigen - und daher notgedrungen subjektiven -
Annahme der gegenseitigen Orientierung der Toxine zur
Erstellung des Rezeptorsurrogates mit einem Ensemble
verschiedener; denkbarer Anordnungen gearbeitet wird. Der
Beitrag eines jeden Individuums aus diesem Ensemble zur
Toxin-Rezeptor- Wechselwirkung wird mittels eines Boltzmann-
Kriteriums bestimmt. Wahrend im singularen Modelljeweils
eines der 26 Toxine im externen Testsatz falscb positiv bz».
falsch negativ eingestuJt wurde, werden im multiplen Modell,
das bis zu vier verschiedene Anordnungen pro Substanz
beriicksichiigt, aile Testsubstanzen innerhalb eines Faktors 10
der experimentellen Bindungsaffinitiit korrekt vorausgesagt.
Diese Resultate belegen, dass auf genetischen Algorithmen
beruhendes 3D-QSAR bei rezeptor-gekoppelten Phdnomenen
imstande ist, die Toxizitdt von chemischen oder pharmakologi-
schen Substanzen "in computo" korrekt vorauszusagen. Damit
kann die Methode im toxikologischen Screening eingesetzt
werden und belastende Tierversuche ersetzen.

Summary: Genetic algorithms in 3D-QSAR: The use of
multiple ligand orientations for improved predictions of
toxicity.
In a recent article in this journal, we discussed the application
of a 3D-QSAR technique to the prediction of the toxicity of
dibenzodioxins, dibentofurans, and biphenyls (Vedani et al.,
I 999a). The use of such methods is legitimate because there is
strong evidence that the toxicity is mediated by the Aryl
hydrocarbon (Ah) receptor, a regulatory element involved in
the mammalian metabolism of xenobiotics. In an extention to a
concept developed at our laboratory (Vedani et al., 1998), we
now show that safer predictions are possible if instead of a
single - and, therefore, necessarily biased - assumption about
the mutual orientation of the toxins, an ensemble of possible
orientations is used for model construction. The contribution
of a single entity within this ensemble to the toxin-receptor
interaction energy is determined by a Boltzmann criterion.
While in the single-orientation model two of the 26 toxins of an
external test set were predicted false positive or false negative,
all test substances are correctly predicted in the multiple-
orientation model - including up tofour different orientations
per molecule - within afactor 10 of the experimental binding
affinity.
These results demonstrate that 3D-QSAR techniques based on
a genetic algorithm can be used to predict the toxicity of
chemical and pharmacological substances" in computo" if a
receptor-mediated mechanism can be assumed. Consequently,
the method can be used in toxicological screening assays,
thereby replacing stressful tests on animals.

Keywords: 3R, reduce, 3D-QSAR, genetic algorithm, multiple ligand representation, Aryl hydrocarbon receptor, dibenzodioxins,
dibenzofurans, biphenyls

2,3,7,8- Tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD) und verwandte halogenierte aro-
matische Substanzen werden in zahlrei-
chen industriellen Verbrennungsprozessen
freigesetzt und treten in der Folge in vie-
len Teilen des globalen Okosystems auf
(Rappe, 1993). Ein Kontakt mit solchen
Substanzen fuhrt beim Menschen zur Aus-
bildung von Chlorakne und zur Induktion

gewisser Enzymaktivitaten in der Leber.
In Tieren und menschlichen Zellkulturen
ruft diese Verbindungsklasse ein breites
Spektrum an toxischen und biochemi-
schen Reaktionen wie Hauttoxizitat, Im-
munotoxizitat, Lebertoxizitat und Tumor-
entwicklung hervor (siehe z.B. Safe,
1990). Reaktionen des Organismus auf
TCDD beruhen auf derenWechselwirkun-
gen mit dem Aryl hydrocarbon (Ah)-Re-
zeptor - einem intrazelluliiren Protein, das

1 Einleitung
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im Fremdstoffmetabolismus von Saugern
eine wichtige Rolle spielt. In eine Zelle
eingedrungen, bindet TCDD zunachst an
den Ah-Rezeptor, der sich im Kern als ein
heterodimerer Komplex akkumuliert. Die-
ser nukleare Komplex agiert schliesslich
als Iigand-induzierter Transkriptionsfak-
tor (siehe z.B. Safe and Krishnan, 1995;
Swanson and Bradfield, 1993).
Quantitative Struktur- Wirkungsbezie-

hungen (Quantitative structure-activity re-
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lations hips, QSARs) versuchen mittels
mathematischer oder virtueller Modelle
die biologische Aktivitat einer Serie yon
strukturell oder wirkungsmassig ver-
gleichbaren Substanzen quantitativ zu er-
klaren, QSAR basiert auf der Annahme,
dass molekulare Eigenschaften mit bio-
logischer Aktivitat korreliert werden kon-
nen. QSAR-Ansatze, die auf der dreidi-
mensionalen Struktur der Wirkstoffe be-
ruhen (3D-QSAR) sind besonders lei-
stungsfahig, weil sie gerichtete Krafte
(Wasserstoffbriieken, Metall- Ligand-
Weehselwirkungen, elektrisehe Dipole)
am wahren biologisehen Rezeptor besser
zu simulieren vermogen. Die Aussage-
kraft Yon (3D- )QSAR-Ansatzen ist aus
zwei Grunden moglicherweise stark ein-
geschrankt: Erstens beruhen diese Kon-
zepte meist auf der Verwendung eines
starren, gemittelten Modells, das den fle-
xiblen biologischen Rezeptor reprasentie-
fen soll und, zweitens, besteht immer eine
Unsieherheit beziiglieh der gegenseitigen
raurnlichen Anordnung der Wirkstoffe.
Die Reprasentation des biologischen Re-
zeptors dureh eine Familie yon Rezeptor-
surrogaten anstelle eines einzelnen Mo-
dells (---? genetische Algorithmen) wird
der Flexibilitat des biologischen Rezep-
tors viel eher gerecht. Mit solchen An-
satzen erstellte QSARs haben in jungster
Zeit denn auch einen enormen Boom er-
lebt (Rogers and Hopfinger, 1994; Wal-
ter and Hinds, 1994; Hahn, 1995; Vedani
et al., 1998; 1999b). Bei einem an unse-
rem Labor entwickelten Konzept (quasi-
atomistic receptor modeling: Software
Quasar) kann zusatzlich ein lokaler in-
duced fit, d.h. die raumliche Anpassung
des Rezeptors an die individuellen Wirk-
stoffe einschliesslich Wasserstoffbriik-
ken-Flip-Flop simuliert werden (Vedani
et al., 1998). Die Unsicherheit beziiglich
der - notgedrungen nur subjektiv - zu er-
stellenden Wirkstoffanordnung konnte
bisher aber noch in keiner Methode wirk-
lich ausgeraumt werden.

Mittels Quasar haben wir kiirzlich ein
Rezeptormodell fiir den Ah-Rezeptor er-
stellt. Das Modell wurde mit 76 Diben-
zodioxinen, Dibenzofuranen und Biphe-
nylen trainiert und anhand yon 26 davon
verschiedenen Substanzen getestet. 24
dieser Testsubstanzen (92,3%) wurden
innerhalb eines Faktors 10 der experimen-
tellen Bindungsaffinitat vorausgesagt. Je
ein Toxin wurde falsch positiv bzw. falsch
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M49: Orlenllerung A ~ 74,5% M49: Orientierung B ~ 8,0"/0 M 49: Orlentlerung C -'717.1% M4 9: Orientierung 040,4%

Abbildung 1: Mogliche relative Orientierung von 2-Methoxyl-3,7,8-trichlordibenzodioxin
(M49) und 7-Trifluormethyl-2,3-dichlordibenzodioxin (M65) und der aus der simulierten
Evolution resultierenden Hauflqkeit,

negativ eingestuft (Vedani et aI., 1999a).
Damit wurde gezeigt, dass quasi-atomi-
stic receptor modeling in der ersten Ent-
wicklungsphase yon Chemikalien und
Pharmaka zum Screening auf ein toxiko-
logisches Potential eingesetzt werden und
damit belastende Versuche an Tieren er-
setzen kann. In dieser Arbeit wollen wir
aufzeigen, dass durch die Verwendung ei-
nes Ensembles an Wirkstoff-Orientierun-
gen die Voraussagekraft des Ansatzes noch
verbessert werden kann.

2 Methodik

Auf Details des Quasar-Algorithmus soll
hier nieht emeut eingegangen werden (vgI.
Vedani et aI., 1998; 1999a; 1999b); ledig-
lich die Bereehnung der Beitrage der in-
dividuellen Orientierungen (bzw. Konfor-
mationen: raumliche Faltung des Wirk-
stoffes) an die totale Energie uber eine
normalisierte Boltzmann- Verteilung muss
definiert werden (Vedani et aI., 1999b):

den Normalisierungsfaktor darstellt

3 Resultate und Diskussion

Die dreidimensionalen Strukturen der ins-
gesamt 102 verwendeten Dibenzodioxine,
Dibenzofurane und Biphenyle wurden mit

MacroModel (Mohamadi etal., 1990) er-
zeugt und unter Verwendung des AM-
BER-Kraftfeldes (Weiner et aI., 1984) in
wassriger Losung optimiert. Gegeniiber
unserer fruheren 3D-QSAR-Studie (Ve-
dani et ai., 1999) wurde jedes Toxin in
bis zu vier versehiedenen Orientierungen
beriieksiehigt. Weil die gegenseitige Ori-
entierung der Wirkstoffe nieht in objek-
tiver Weise bestimmt werden kann, ver-
mindert dieser multiple Ansatz eine mag-
lieherweise ungiinstige Einflussnahme
durch den (Software-) Anwender. Die Be-
riicksichtigung der untersehiedliehen Ori-
entierungen resultierte in insgesamt 386
Reprasentationen fur die 102 Toxine.
Trainings- und Testsatz und die experi-
mentellen Bindungsaffinitaten wurden
unverandert aus der friiheren Studie iiber-
nommen. Abbildung 1 zeigt jeweils vier
mogliche Orientierungen zweier Toxine.

Fiir die Familie yon 200 Rezeptormo-
dellen wurden mitte1s quasi-atomistic re-
ceptor modeling (Software Quasar, Ve-
dani et al., 1998) 10'000 Evolutions-
schritte simuliert. Die Mutationsrate beim
cross-over (Transkriptionsfehler) wurde
wiederum auf 2% festgesetzt. Der cross-
validierte q2-Wert fur die 76 Toxine des
Trainingssatzes betragt 0,839 (Simulati-
on mit lediglich einer Orientierung pro
Wirkstoff: 0,836; Vedani et aI., 1999a);
die mittlere Abweichung (RMS) der frei-
en Bindungsenergie 0,63 (0,64) kcal/mol,
was einer Unsicherheit yon einem Fak-
tor 2,9 (3,0) entspricht. Die maximale in-
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Abbildung 2: Grafischer Vergleich der berechneten und experimentellen Bindungsaffiniti:iten der untersuchten 102 Dibenzodioxine,
Dibenzofurane und Biphenyle bezliglich des Ah-Rezeptors. A: Simulation mit nur einer Orientierung pro Toxin; B: Simulation mit 1-
4 Orientierungen pro Wirkstoff, Die 76 Substanzen aus dem Trainingssatz sind durch offene Kreise markiert; die 26 Substanzen aus
dem Testsatz durch ausgeflillte Kreise. Werte, die oberhalb der gestrichelten Linien (Faktor 10,0 in K) Iiegen, sind falsch-negativ;
diejenigen, die unterhalb der gestrichelten Linien Iiegen, sind falsch-positiv.

dividuelle Abweichung betragt 2,0 (2,1)
kcal/mol, entsprechend einem Faktor 30
(36) in K. Yon den 76 Substanzen wer-
den eine (zwei) falsch-positiv voraus-
gesagt, zwei (drei) falsch negativ (Abb.
2).
Entscheidender als die Reproduktion

des Trainingssatzes ist aber die Voraussa-
gekraft beztiglich Toxine des Testsatzes:
Yon 26 Testsubstanzen werden keine
falsch-positiv (Simulation mit lediglich
einer Orientierung pro Wirkstoff: 1) oder
falsch negativ (1) vorausgesagt. Die mitt-
lere Abweichung betragt 0,69 (0,82) kcall
mol, entsprechend einem Faktor 3,2 (4,1)
in K; die maximale individuelle Abwei-
chung betragt 1,3 (1,8) kcallmol, entspre-
chend einem Faktor 8,6 (21). Dies ist ge-
genuber der Simulation mit lediglich ei-
ner Orientierung pro Wirkstoff (Vedani et
al., 1999a) eine wesentliche Verbesserung
der Qualitat des Modells. Yon besonde-
rem Interesse sind die Beitrage der indi-
viduellen Orientierungen zur Gesamten-
ergie. Yon den 76 Toxinen des Traingssat-
zes bevorzugen 42 eine der 1-4 Orientie-
rungen mit uber 90% Selektivitat; in 15
Fallen tragen zwei Orientierungen mit ei-
nem ca. 3: 1-Verhaltnis und bei 8 Substan-
zen zwei Orientierungen mit einem ca.
1:1-Verhaltnis zum Gesamtbild bei. Bei
den iibrigen 11 Toxinen tragen drei oder
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vier Orientierungen signifikant zum Er-
gebnis bei. Die entsprechende Aufschltis-
selung fur die 26 Wirkstoffe des Testsat-
zes betragt 17:4:0:5.
Beztiglich der Verteilung besonders

raumerftillender Substituenten auf die
pseudosymmetrischen Positionen 2, 3, 6
und 7 einer willkiirlichen Dibenzodioxin-
Referenz ist auffallend, dass nur zwei der
vier moglichen Orientierungen signifikant
populiert sind - interessanterweise befin-
den sie sich am selben aromatischen Ring.
Die Toxine 49 und 51 stellen die Ausnah-
men: Wahrend 49 diese .Ausreisser-Ori-
entierung" mit 75% Haufigkeit besetzt,
wahlt sie 51 in 50% aller Madelle an. In-
nerhalb dieser zwei mehrheitlich besetz-
ten Orientierungen wahlen die tert-butyl-
Substituenten vorzugsweise die eine, die
.flacheren" Phenylgruppenjedoch die an-
dere. Hier ist 66 die Ausnahme, aber es
populiert die beiden Orientierungen mit
jeweils 49%. Interessant ist auch die Tat-
sache, dass oft eine andere Orientierung
als relevant erkannt wurde, als in der Si-
mulation mit nur einer Orientierung (vgl.
Vedani et al., 1999a) angenommen wurde
(vgl. Abb. 1):Wahrend beispielsweise fur
49 tatsachlich die damals angenommene
Orientierung die bedeutendste ist (74,5%
populiert), tragt sie bei 65 iiberhaupt nicht
zur Gesamtenergie bei; vielmehr ist hier

eine urn 1800 rotierte Orientierung signi-
fikant populiert (92,9%). Dies zeigt, dass
der Algorithmus durchaus in der Lage ist,
in objektiver Weise zwischen verschiede-
nen Orientierungen zu diskriminieren.

4 Schlussfolgerungen und 3R-
Relevanz

Durch die Verwendung eines Ensembles
yon Wirkstoffen mit multipler Orientie-
rung konnte das Potential eines 3D-
QSAR-Konzeptes (Software Quasar) zur
Voraussage der Toxizitat gesteigert wer-
den: Van den 26 als Testsubstanzen ver-
wendeten Dibenzodioxinen, Dibenzo-
furanen und Biphenylen wurde keine Sub-
stanz falsch-positiv oder falsch-negativ
vorausgesagt, d.h. die Voraussage weicht
bei keinem Toxin mehr als einen Faktor
10 yon der experimentellen Bindungsaf-
finitat ab; im Mittel sogar nur urn einen
Faktor 3 - eine deutliche Verbesserung
gegeniiber der Simulation mit lediglich
einer Orientierung pro Wirkstoff. Beim
Vorliegen eines Rezeptor-vermittelten
Mechanismus fur die Toxizitat - diese
Annahme wird aber vom genetischen Al-
gorithmus gleich selbst uberpruft - kann
die Methode in der chemischen und der
pharmazeutischen Forschung zum Ab-
schatzen des toxikologischen Potentials
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eingesetzt werden. Das frUhzeitige Erken-
nen eines rnoglichen toxischen Effektes
macht nicht nur eine aufwendige Synthe-
se (Umweltbelastung, Ressourcen) i.iber-
flussig, sondem verhindert insbesondere
unnotige und belastende Versuche an le-
benden Tieren.
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Verfiigbarkeit
Die dreidimensionalen Koordinaten
sarntlicher Modelle, die Tabelle mit be-
rechneten und experimentellen Bin-
dungsaffinitaten sowie Information tiber
die Quasar-Software konnen via http://
www.biograf.ch angefordert werden.
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Nachtraglicher Kommentar
Die imArtikel beschriebene Simulation WUf-

de kurzlich durch eine vierte Klasse von Sub-
stanzen, die an den Ah-Rezeptor binden, er-
weitert: polyaromatische Kohlenwasserstof-
fe (PAHs). Die 30 Substanzen des Testsat-
zes (4PAHs) werden im Mittel mit einem
Fehler von einem Faktor 3,4 in der Bindungs-
affinitat vorausgesagt. Die maximale indivi-
duelle Abweichungt betragt einen Faktor
10,3; d.h. es werden wiederumkeinefalsch-
positiven oderfalsch-negativen Voraussagen
gemacht. Dies belegt, dass die Methode im-
stande ist, die Giftigkeit ganz unterschiedli-
cher Substanzen richtig vorauszusagen, die
fur Ah-Rezeptor-induzierte Phanomene ver-
antwortlich sind.
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