2 Computersimulationen zur Mutagenitiat von
synthetischen und nativen Epoxiden

Das Buch ,,Chemische Karzinogenese von A bis Z“ [1] beschreibt die Simulationstech-
niken sowie die Prognoseergebnisse bei der Klassifizierung mutagen wirkender Verbin-
dungen. Basismaterial bildeten die Monograph-Publikationen der TARC)'. Bei einer
Klasse wichtiger organischer Zwischenprodukte, den synthetischen Epoxiden, gelang
jedoch eine Einteilung in mutagen und nicht mutagen wirkende Strukturen nicht. Der
Datensatz lie3 sich nicht in Klassen partitionieren. D. h. alle damals produzierten pri-
miren Epoxide (Abb. 2-1, Teil A) zeigten ein mutagenes Eigenschaftsbild. Doch wie
erfolgt eine solche computergestiitzte Klassifizierung, die eine Menge vorgegebener
Valenzstrichformeln in wirkende und nicht wirkende Eigenschaften einteilt?

Zur Simulationen von Struktur-Eigenschaftsbeziehungen sind {iblicherweise zwei ma-
thematische Operationen erforderlich. Im ersten Schritt werden die Valenzstrichformeln
parametrisiert. Man erhélt fiir jede vorgegebene Struktur in Form ihres Molekiilgraphen
einen d-dimensionalen Objektvektor aus elektronischen und/oder topologischen Parame-
tern. Die Méchtigkeit von d ist zunéchst frei wéhlbar, sollte im Verlauf der Simulationen
aber bewusst auf ein Minimum reduziert werden. Zur Parametrisierung dienen hiufig
Verfahren, auf deren Basiswerte man problemlos zugreifen kann. Hierzu gehort z. B. die
Bildung elektrotopologischer Indices geméf3 Tab. 2-1 nach Kier und Hall [11]. Andere
typische Parameter wiren die Graphenmetrik [19, 71], die Trigheitsmomente eines
Molekiils oder spektroskopische Parameter [18]. Alle n zu untersuchenden Strukturen
zusammen bilden dann eine d * n groe Wertematrix (Abb. 2-1). Sie wird im zweiten
Simulationsschritt partitioniert, fiir die Mutagenitétsanalyse in die Klasse der mutagenen
und in die Klasse der nicht mutagenen Strukturen.

> Parametrisierung

Molekilgraph 1: X; = (Xq7, Xo1yeeer Xg1)
X; = (X12) Xappe00s Xg2) Matrix d * n fiir n Molekiile
X, = (xlnl Kanseees xdn,

Abb. 2-1: Molekiilgraph, Bildung der Objektvektoren und die Vereinigung der Vektoren zur
Matrix

' Die Ersterwdhnung unbekannter Begriffe oder Abkiirzungen wird im Text fett ge-
druckt angezeigt. Die Begriffserkldrungen befinden sich im Glossar Kap. 13.
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2.1 Parametrisierung der Molekiilabbildung

Prinzipiell konnte jedes Skelettatom eines Molekiilgraphen ein Merkmal im Vektor
darstellen. Doch es ist keinesfalls sinnvoll, mit so vielen Merkmalen zu arbeiten. Man
sucht vielmehr gerade beim Simulieren mit Neuronalen Netzen stets nach jener Abbil-
dung, die mit minimaler Zahl von Merkmalen und in kurzer Zeit Ergebnisse fehlerfrei
generieren kann [53].

N el

primdres Epoxid sekundédres Epoxid

mit nucleophilem Angriff auf DNA kein nucleophiler Andockvorgang
sterisch an DNA mdglich

Abb. 2-2: Alkylierungsmodell fiir Epoxide, links: primare Epoxidstrukturen mit erlaubtem An-
dockvorgang, rechts: sekundares Epoxid mit verbotener Andockung

Einer solchen iterativen Merkmalssuche bedarf es im speziellen Falle der synthetischen
Epoxide jedoch nicht. Aus der Organischen Chemie kennt man die Reaktionsorte der
Epoxide. Es sind die dem O-Atom im Oxyranring benachbarten C-Atome [12]. Sie soll-
ten auch das Reaktionszentrum fiir den Andockvorgang an eine DNA- oder RNA-Base
in der lebenden Zelle fiir den Initialschritt der Mutagenese bilden (Abb. 2-2). Natiirlich
besteht zwischen In-vitro- und In-vivo-Reaktionen ein gravierender Unterschied. Beim
Eindringen in die Zelle miissen die Noxen u. a. geometrische Sperren iiberwinden oder
laufen Gefahr, durch Metabolisierungsreaktionen detoxifiziert zu werden. Das sind Hin-
dernisse, die es in der klassischen Chemie so nicht gibt. Diese, dem eigentlichen An-
dockvorgang vorgelagerten Reaktionen lassen sich u. a. durch Parameter der Graphen-
metrik oder durch Trigheitsmomente abbilden.

Die Wirksamkeit der Trigheitsmomente auf die Klassifizierung ergibt sich u. a. aus
der Besonderheit der Enzymkatalyse (Abb. 2-3, oberer Teil). Sie erfolgt in sogenannten
Enzymtaschen und kommt nur dann zustande, wenn die Geometrie des Targets mit der
Geometrie der Tasche iibereinstimmen. Und diese Ahnlichkeiten in den Geometrien von
Tasche und Target lassen sich durch die Triagheitsmomente der Targetmolekiile abbilden
(Abb. 2-3, unterer Teil). So kann z. B. ein kugelformiges Molekiil wesentlich schlechter
in der Enzymtasche fixiert werden als ein ellipsoidférmiges. Bei kugelformiger Geomet-
rie betrdgt das Verhiltnis von maximalem zu minimalem Trigheitsmonent etwa 1, bei
Ellipsoiden dagegen > 1.
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Enzymtasche

E+S-—"(ES) — - E+M

E Enzym S Substrat M Metabolit

Tragheitsmomente

I max/ | min >> 1 I max/ | min =1

Abb. 2-3: Modell einer Enzymkatalyse (oben) und Form seiner mathematischen Abbildung
durch Tragheitsmomente (unten)

Im Falle der Epoxide handelt es sich z. T. um sehr kleine Molekiile, sodass sterische
Hindernisse kaum von Relevanz sind. Deshalb werden zunichst aus didaktischen Griin-
den zur Abbildung der Epoxide nur die beiden, dem Oxyransauerstoff benachbarten C-
Atome als Merkmale vorgegeben und durch elektrotopologische Indices gemal3 Tab. 2-1
parametrisiert. Bei den elektrotopologischen Indices handelt es sich um sogenannte
Konnektivititen, die durch elektronische Parameter korrigiert sind. Diese Grundwerte
der Skelettatome werden durch eine weitere Korrektur ergdnzt, die das topologische
Umfeld des jeweiligen Atoms abbildet. Damit berechnen sich die elektrotopologischen
Indices zu:
S = I; + Al
Gl. 21
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Die inhédrenten Werte sind fiir die in organischen Verbindungen typischen Skelettatome
in Tab. 2-1 aufgelistet. Das topologische Umfeld ergibt sich zu:

n
Al = Z ) (I = 1)/7f;
i=

Gl. 2-2
mit: n = Gesamtzahl der Skelettatome j im Umfeld des Knotens i,
I;, I; inhdrente Werte der Skelettatome gemél Tab. 2-1,
r;j ihre topologische Distanz zueinander.
Tab. 2-1: Elektrotopologische Indices [11]
Atom/Gruppe I-Wert Atom/Gruppe I-Wert Atom/Gruppe I-Wert
>C< 1,25 =CH,, =N- 3 -F 8
>CH- 1,33 -O- 3,5 Cl 411
-CHyp- 1,5 =CH, NH; 4 -Br 2,75
>C= 1,667 =NH 5 -l 2,12
-CHjs, =CH-, 2 =N, -OH 6 =S 3,667
>N-
=C-, -NH- 2,5 =0 7 -SH 3.222
-S- 1,833
X2
1,6 |-
13
10 |2
n®
0,7
04
01 L
i i
0,9 1,1 13 1,5 17

Abb. 2-4: 2-dimensionale Darstellung der Epoxide (Notation: 1 Cyclohexenoxid, 2 C 18:1Fettsaure-
epoxid, 3 PO, 4 Styrenoxid, 5 EO, 6 Epichlorhydrin, 7 1,2-Butenoxid, 8 Safrolderivat, 9 Estragolderi-
vat)

In Abb. 2-4 sind nun die elektrotopologischen Parameter fiir die beiden C-Atome gegen-
einander aufgetragen. Es fallt sofort auf, dass ein C-Atom primédrer Epoxide, also die
CH,-Struktur, in allen mutagen wirkenden Epoxidstrukturen eine fast gleiche Abbildung
erfahrt und nur das C-Atom der R-CH-Gruppe in Abhéngigkeit des Umfeldes stérker
verdnderliche Parameter aufweist. Diese Aussage trifft sowohl fiir die mutagen wirken-
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den synthetischen Epoxide, also z. B. EO, PO oder Epichlorhydrin (Abb. 2-4, Notation
4-6) als auch fiir die im Nagetierexperiment hepatokarzinogen [14] wirkenden nativen
Safrol- (8) bzw. Estragolderivate (9) zu.

2.2 Klassifizierungsverfahren

Die eingangs erwidhnte Wertematrix unterwirft man bei Merkmalssdtzen mit d = 3
Merkmalen im zweiten Simulationsschritt einem mathematischen Klassifizierungsver-
fahren. Das kann u. a. eine Hauptkomponentenanalyse, fiir Mehrklassenprobleme ein
Clusterverfahren oder eine Simulation mit einem N N sein. Eine Klassifizierung mit
einem N N soll modellhaft am Beispiel nativer Epoxide demonstriert werden. Als Aus-
gangsdaten dienten sowohl die in Abb. 2-5 aufgefiihrten Estragol- (A) als auch Safrolde-
rivate (B). In beiden Substanzklassen treten Vertreter mit primédren Oxyranstrukturen auf
(Abb. 2-5). Die nativen Epoxide der genannten Substanzklassen weisen im Nagetierex-
periment ein hohes hepatokarzinogenes Potenzial auf [1].

H2|C —-- CH --——CH2

Ri

mit: Ri =H, OH, C=OOCH3

Abb. 2-5: Strukturen nativer, mutagen wirkender Epoxide [14], links: Estragolderivate, rechts:
Safraolderivate

Das Ergebnis der Klassifizierung des oben genannten Datensatzes mit einem N N ist in
Tab. 2-2 dargestellt. Das Netz wurde mit elektrotopologischen Indizes (Spalte 2), mit
empirischen Parametern bestehend aus dem Trigheitsmoment, dem DHMO-Wert und
Konnektivititen (Spalte 3) sowie mit Parametern der Grahpenmetrik (Spalte 4) paramet-
risiert.

Das N N liefert fiir die ersten beiden Datensitze fehlerfreie Klassifizierungen in kur-
zen Simulationszeiten (Zeilen 3 und 4). Der Netzaufbau des N N besteht dabei aus einer
variablen Inputschicht entsprechend der Anzahl der vorgegebenen Merkmale, 8 bzw. 10
Knoten in der Zwischenschicht und einem Outputknoten fiir die mutagenen Strukturen.
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Der Datensatz mit Werten der Graphenmetrik weist dagegen einen Fehler auf (Zeile 4).
Allein mit Molekiilgraphen ist der Wirkunterschied von mutagen wirkendem Estragol
und nicht mutagenem Anethol nicht abzubilden. Beide Strukturen sind Strukturisomere
und besitzen die gleiche Graphenmetrik.

Tab. 2-2: Mutagenitiatsprognose fiir epoxidierte und nicht epoxidierte Safrolderivate durch
Simulationen mit einem N N

Parameter elektrotopologische Tragheitsmoment Metrik von Mole-
Indizes [11] DHMO, Konnektivi- kiilgraphen [19]
taten [1]
1 2 5 4
" Zahl der Merkmale | 3 5 5
* Netzaufbau)' 3/8/1 5/8/1 5/10/1
3 o n n
$|mylat|onsze|t 8 >1 2
in min
* Fehler 0 0 1

)! Knotenzahl in der Input-, Hidden- und Outputschicht

Allgemein erwartet man, dass nach Ausfithrung des Klassifizierungsverfahrens sich
Cluster mit unterschiedlicher Wirkung bilden, speziell bei der Mutagenitdtsprognose
zwei Klassen: die der mutagen wirkenden und die der nicht mutagen wirkenden Struktu-
ren (Abb. 2-6). Mitunter iiberschneiden sich jedoch beide Klassen, d. h. fiir die Objekte
der Schnittmenge ist dann leider keine Aussage iiber ihre Wirkung zu treffen. Im Falle
der priméren Epoxide ergab sich, wie bereits angedeutet, jedoch ein vollig anderes Bild.
Alle Objekte gehorten nur einer einzigen Klasse an.

Tab. 2-3: Verfahren zur Klassifizierung von Daten

Verfahren Zahl der Merkmale Anzahl der Klassen
" visuell 2 maximal 3 2

? Neuronales Netz [22] 2 bis 99 >2

3 Hauptkomponentenanalyse [1, 21] >3 >2

* Clusteranalyse [20] beliebig beliebig

In einer gemeinsamen 2-dimensionalen Abbildung aus elektrotopologischen Indices
gemil (Gl. 2-2) unterscheiden sich die Epoxidstrukturen von priméren und sekundéren
Epoxiden. Sekundére Epoxide, z. B. von nativen Fettsdureestern, aber auch ein Derivat
vom Cyclohexenepoxid, heben sich deutlich vom Bereich der priméren Epoxide ab. Ein
Syntheseprodukt aus zwei Cyclohexenoxidstrukturen war das erste synthetisch herge-
stellte, nicht mutagen wirkende Epoxid, das mit der Handelsbezeichnung ,,Epoxy-221°*
[13] im Jahre 1996 auf den Markt kam. Aus Abb. 2-6 ist ferner erkenntlich, dass fiir die
2-dimensionale Darstellung des Epoxid-Datensatzes das menschliche Auge als Klassifi-
kator ausreichend ist. Mathematische Darstellungen zur Klassifizierung kénnen damit
entfallen.
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Xz

nicht mutagen

mutagen

A 4

X1

Abb. 2-6: Klassifizierung von Strukturen zur Eigenschaftsprognose (2-Klassenproblem, Abbil-
dung der Objekte durch zwei Merkmale X; und X3)

Die Suche nach nicht mutagen wirkenden nativen Epoxiden fiihrte auf die Struktur der
Vernolsdure (Tab. 13-4). Sie ist bis zu 80 % im Vernoniadl enthalten, was u. a. zu 42 %
Bestandteil der Olpflanze Vernonia galamensis ist. Dieses Vernoniadl wird u. a. seit
mehreren Jahrzehnten in der US-Kosmetikindustrie als Rohstoff eingesetzt. Negative
Nebenwirkungen sind bisher nicht bekannt geworden. Allein — es war bis Ende des 20.
Jahrhunderts nicht gelungen, die wildwachsende Steppenpflanze fiir eine maschinelle
Ernte zu kultivieren; der Ertrag der Wildform fiir chemische GroBsynthesen jedoch viel
zu gering. Aber mit der Kenntnis einer nicht mutagen wirkenden, nativen Epoxidstruktur
war das Bauprinzip zu ihrer Herstellung gefunden. Man musste ungeséttigte Fettsduren
epoxidieren!
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