


1. Einf¸hrung

Die Vollendung des Humangenomprojekts hat die πKarte™
skizziert, der man sich zuk¸nftig bedienen wird, um ein
vollst‰ndiges Verst‰ndnis der zellul‰ren Prozesse auf mole-
kularer Ebene zu erlangen. Insbesondere die Art, Funktion
und Menge der Proteine, die unter bestimmten Bedingungen
in einer Zelle exprimiert werden (Proteomik), ihr Zusam-
menspiel und ihre Wechselwirkung mit supramolekularen

Strukturen wie Membranen oder dem Cytoskelett sind von
grˆ˚tem Interesse. Seit kurzem gibt es Bem¸hungen, die
Strukturen aller gefalteten Proteine, die vom menschlichen
Genom exprimiert/kodiert werden, durch Rˆntgenkristallo-
graphie oder Kernresonanzspektroskopie zu bestimmen
(strukturelle Genomik).[1] Die Strukturbestimmung ist f¸r
das Verst‰ndnis der Proteinfunktion essentiell und wird an
das Endziel heranf¸hren: Die Funktion aller Proteine durch
kleine Molek¸le zu beeinflussen, welche ein spezifisches
Protein entweder selektiv inhibieren oder aktivieren.[2] Die
Kombinatorische Chemie wird die Methode der Wahl sein,
um diese gro˚e Aufgabe anzugehen. In diesem Aufsatz
sammeln wir Argumente f¸r die These, dass im unendlichen
πStrukturraum™ denkbarer chemischer Verbindungen[3] Na-
turstoffe einfach zug‰ngliche, biologisch validierte Startpunk-
te f¸r das Design von Substanzbibliotheken sind. Dabei
werden Naturstoffe definiert als alle chemischen Verbindun-
gen mit niedrigem Molekulargewicht, die von biologischen
Organismen gebildet werden. Mit solchen von Naturstoffen
inspirierten Bibliotheken sollte es mˆglich sein, Leitstruktu-
ren mit einer hˆheren Trefferwahrscheinlichkeit und von
besserer Qualit‰t zu finden, wenn diese Bibliotheken in
Hochdurchsatz-Screening-Prozessen eingesetzt werden.[4, 5]
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bindungen unendlich gro˚ ist, stellt
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1.1. Ern¸chterung beim Design von kombinatorischen
Bibliotheken

Der zu Beginn der 90er Jahre des letzten Jahrhunderts
vorherrschende Enthusiasmus f¸r die Kombinatorische Che-
mie als Methode in der pharmazeutischen Forschung wurde
am Ende des Jahrtausends entt‰uscht. Die urspr¸ngliche
Hoffnung erf¸llte sich nicht, dass mit der Synthese von
Substanzbibliotheken, welche Millionen von Verbindungen
enthalten, ‰hnlich viele oder sogar mehr Wirkstoffkandidaten
erhalten werden als durch historische Substanzsammlungen
pharmazeutischer Unternehmen und sich damit das Problem
der Leitstruktursuche lˆsen l‰sst. Ganz im Gegenteil: einige
dieser Bibliotheken enthielten fast keine Leitstruktur. Offen-
sichtlich waren die den einzelnen Bibliothekssubstanzen zu

Grunde liegenden Strukturen biologisch nicht relevant. Rasch
wurde deutlich, dass nicht die Anzahl der Substanzen die
Qualit‰t einer Bibliothek bestimmt, sondern die πDiversi-
t‰t™[4] und die πWirkstoff-æhnlichkeit™ der Verbindungen[6, 7] ±
qualitative Parameter, die es heute im Bibliotheksdesign zu
ber¸cksichtigen gilt.

Wegen dieser desillusionierenden Erfahrungen bem¸hte
man sich intensiv, effiziente Leitprinzipien zu finden, die die
Qualit‰t und die biologische Relevanz von Bibliotheken
verbessern und damit zu hohen Trefferzahlen f¸hren. Im
Zentrum solcher Entwicklungskonzepte steht das Identifizie-
ren von Verbindungsklassen, deren Strukturen schon bio-
logisch validiert wurden, die durch Synthese zug‰nglich sind
und kombinatorisch variiert werden kˆnnen, wobei daf¸r das
Grundger¸st dieser Verbindungsklassen als Basis dient. Hier
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stellen wir Argumente f¸r einen Ansatz zur Lˆsung dieses
fundamentalen Problems vor, der die Struktur biologisch
aktiver, f¸r die Bindung an spezifische Proteine im Verlauf
der Evolution selektionierter Naturstoffe nutzt.

2. Proteinfaltung und Proteinfunktion

Proteine kˆnnen als modular aufgebaute Biomolek¸le
betrachtet werden, die aus individuellen Bausteinen zusam-
mengesetzt sind. Die Bausteine werden als Dom‰nen be-
zeichnet: Sie sind Abschnitte eines Proteins, die unabh‰ngig
vom Rest des Molek¸ls eine kompakte Anordnung von
Sekund‰rstrukturelementen (wie �-Helices, �-Faltbl‰tter
oder �-Schleifen) bilden und durch mehr oder weniger
komplexe Peptidlinker verbunden sind. Als Dom‰nenfamilie
wird hier eine Familie von verwandten Sequenzen bezeichnet,
die einen gemeinsamen πVorfahren™ haben und sich durch
divergente Evolution unterschiedlich entwickelt haben. Ver-
schiedene Sequenzfamilien (oder Dom‰nen) kˆnnen dem
gleichen Faltungstyp angehˆren (Abbildung 1). Dieses Ph‰-
nomen kann entweder durch funktionelle oder physikalische
Einschr‰nkungen oder als Resultat einer divergenten Evolu-
tion erkl‰rt werden.[8] Dom‰nen sind strukturell konservierte
Einheiten, die aber genetisch mobil sein kˆnnen.[9]

Abbildung 1. Der modulare Aufbau von Multidom‰nenproteinen.

Obwohl die Anzahl aller verschiedenen menschlichen
Proteine auf 100000 bis 450000 gesch‰tzt wird, herrscht
Einigkeit dar¸ber, dass die Anzahl der Dom‰nenfamilien und
± vor allem ± die der topologisch unterschiedlichen Faltungs-
typen vermutlich viel kleiner ist. Gegenw‰rtig sind etwa 600
verschiedene Faltungstypen bekannt,[10] die aus der drei-
dimensionalen Anordnung aller strukturell charakterisierten
Proteine abgeleitet wurden.[11, 12] Daten aus den laufenden
Genomsquenzierungsprojekten ermˆglichen es, die Anzahl
aller in der Natur existierenden Faltungstypen und Sequenz-
familien zu sch‰tzen. Gegenw‰rtige Sch‰tzungen variieren
zwischen 600 und 8000 verschiedenen Faltungstypen sowie
4000 und 60000 Sequenzfamilien.[12c, 13, 14]

Es gibt gro˚e Anstrengungen, die Zusammenh‰nge zwi-
schen Proteinfunktion und Proteinfaltung zu verstehen.[9a, 15]

Insbesondere die stetig wachsenden Datenmengen aus den
Genomsequenzierungsprojekten, evaluiert mithilfe der Bio-
informatik, ermˆglichen eine schnellere Erkennung von

Mustern, als es die aufw‰ndigere Methode der strukturellen
Genomik (die von der Struktur auf die Funktion zu schlie˚en
versucht) allein vermˆgen w¸rde.[9] Zum jetzigen Zeitpunkt
sind wir noch weit von einem tiefen und einheitlichen
Verst‰ndnis entfernt. Die Untersuchungen werden durch die
geringe Anzahl an kristallographisch zug‰nglichen Strukturen
von Proteinen mit gebundenen Liganden eingeschr‰nkt.[16]

Dennoch wurden einige interessante Beobachtungen ge-
macht. Die folgenden Ausf¸hrungen sollen einen ‹berblick
¸ber die Diversit‰t und evolution‰ren Beziehungen von
Ligandenbindungsstellen in Proteinen geben.[17]

2.1. æhnlicher Faltungstyp bindet ‰hnliche Liganden ± ein
Konzept und seine Einschr‰nkungen

Durch viele Beispiele ist belegt, dass Proteinfamilien
‰hnlichen Faltungstypen angehˆren kˆnnen, obwohl sie auf
den ersten Blick vollkommen verschiedene Sequenzen haben
und/oder ganz verschiedene chemische Reaktionen kataly-
sieren. Hierbei kˆnnen die Reste im aktiven Zentrum unter-
schiedlich angeordnet sein. Diese Proteinfamilien sind aus
den gleichen πVorfahren™ hervorgegangen und kˆnnen daher
noch immer ‰hnliche Liganden binden.[18] Da die Sequenz-
homologie manchmal schwach oder nicht erkennbar ist, ist
das Aufsp¸ren solcher F‰lle nicht immer einfach.

Ein eindrucksvolles Beispiel f¸r dieses Prinzip ist die
Leukotrien-A4-Hydrolase/Aminopeptidase (LTA4H), ein bi-
funktionelles Enzym, dessen Aminopeptidasefunktion mit
einer weiteren Funktion, der vinylogen Hydrolyse des Leu-
kotrienepoxids LTA4 zu LTB4, kombiniert ist. Beide Reak-
tionen werden im gleichen Zn-haltigen aktiven Zentrum
katalysiert.[19a] In diesem Fall war das Vorkommen von
einigen kurzen konservierten Sequenzelementen ausrei-
chend, die Verwandtschaft der Enzyme zu Metallopeptidasen
zu belegen.[19e] Die evolution‰re Beziehung des LTA4H-
Faltungtyps (der zu dieser Zeit noch unbekannt war) zu M1-
Metallopeptidasen h‰tte sofort nahegelegt, dass man Pepti-
daseinhibitoren als potentielle Liganden pr¸ft. In der Tat
inhibiert der Aminopeptidaseinhibitor Bestatin die Biosyn-
these von LTB4.[19e] Dieser Befund und die Tatsache, dass
Captopril als Inhibitor des Angiotensin konvertierenden
Enzyms (ACE; auch eine Metalloprotease) ebenfalls LTA4H
inhibiert,[19e] haben die ænderung der Leitstrukturen nahege-
legt. Daraus gingen Molek¸le hervor, die LTA4H im nano-
molaren Bereich inhibieren.[19b±d] Eine sp‰ter durchgef¸hrte
Strukturbestimmung von LTA4H best‰tigte, dass LTA4H und
Thermolysin dem gleichen Faltungstyp angehˆren (Abbil-
dung 2, Schema 1) Dar¸ber hinaus wird der Faltungstyp der
katalytischen Dom‰ne von LTA4H auch von den Peptidasen
Aureolysin, Neprilysin und Elastase eingenommen.

Empirische Beobachtungen zeigen, dass verwandte Se-
quenzen ‰hnliche Faltungstypen haben. Dies bedeutet aber
nicht, dass die aktiven Zentren auch von sequentiell homo-
logen Resten aufgebaut sein m¸ssen: Petsko et al. haben
durch eine sorgf‰ltige, vergleichende Rˆntgenstrukturanalyse
von Enyzmen aus der Enolase-Superfamilie (Enolase, muco-
natlactonisierendes Enzym und Mandelat-Racemase) die
gemeinsamen Prinzipien im Design dieser aktiven Zentren
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Abbildung 2. ‹berlagerung der Strukturen von LTA4H (rot) und Ther-
molysin (blau).
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Schema 1. LTA4-Hydrolase und Thermolysin gehˆren dem gleichen Fal-
tungstyp an und werden beide durch Bestatin inhibiert, katalysieren aber
zwei verschiedene Reaktionen.

erkannt. Dabei spielt die Abstraktion eines �-Protons einer
Carbons‰ure eine entscheidende Rolle f¸r die Gesamtreak-
tion.[20] Obwohl die Reste mit den katalytischen funktionellen
Gruppen an verschiedenen Stellen des gefalteten Proteins
liegen und ihre Identit‰t sowie Rolle im Katalyseprozess
variieren, bleibt die Position der katalytischen Gruppen
relativ zum Substrat unver‰ndert. Die drei Enzyme zeigen
signifikante Sequenzhomologien sowie den gleichen Faltungs-
typ und kˆnnen deshalb zur selben Proteinfamilie gez‰hlt
werden. Auch wenn sie wohl nicht in dieselben funktionellen
Targetfamilien eingeordnet worden w‰ren, da sie unter-
schiedliche Reaktionen katalysieren, h‰tte die durch ihre
‰hnliche Struktur offenbarte Verwandtschaft eine rationale
Suche nach Liganden nahegelegt, die an das aktive Zentrum
mit seinen gemeinsamen Merkmalen binden.

Dieser auf der Sequenzanalyse beruhende Ansatz ver-
spricht langfristig eine Verk¸rzung des Prozesses von der
Genidentifzierung bis zum Aufsp¸ren der Leitstruktur.[21]

Beispielsweise kˆnnte die Analyse eines Gens mithilfe der

Bioinformatik ergeben, dass das entsprechende Protein ein
sich aus schon bekannten Dom‰nen zusammensetzendes
Multidom‰nenprotein ist.[22] Sind f¸r diese Dom‰nen schon
Liganden bekannt, dann kˆnnten diese als Startpunkte f¸r das
Design und die Synthese von Substanzbibliotheken dienen
(Abbildung 3). Die Inhibitorentwicklung kˆnnte ohne weite-
re Informationen der ansonsten durch Rˆntgenstrukturanaly-
se oder NMR-Spektroskopie bestimmten dreidimensionalen
Struktur des Proteins begonnen werden ± sogar ohne weiteres
Wissen ¸ber die biologische Funktionen, Bindungspartner
usw., die man durch biochemische oder zellbiologische
Methoden erh‰lt.

Genomik/Proteomik

Klonieren/Proteinexpression Bioinformatik

Strukturbestimmung
Vorhersage der 

Domänenarchitektur

Datenbanksuche nach bekannten Liganden für verwandte Domänen

Auswahl potentieller Ligandenklassen

Bibliothekssynthese von ähnlichen Verbindungen

Treffer

Leitstrukturen

Wirkstoffe

Assay

Abbildung 3. Der Einfluss der Sequenzanalyse auf denWirkstofffindungs-
prozess.

Der Ansatz π‰hnlicher Faltungstyp bindet ‰hnliche Ligan-
den™ kann aber versagen, wenn die divergente Evolution zu
weit fortgeschritten ist und die πæhnlichkeiten™ in der
Bindungstasche verloren gegangen sind.[17a] Aber auch in
diesen F‰llen kˆnnen noch ‹bereinstimmungen bestehen,
z.B. die Position der Bindungsstelle innerhalb des Faltungs-
typs. Daf¸r wurde der Begriff πSupersite™ eingef¸hrt, wie
im Ferredoxin-Faltungstyp.[23] Eine potentielle Supersite
kann auch im Cystatin-Faltungstyp erkannt werden (Abbil-
dung 4). Vermutlich leiten sich diese ‹bereinstimmungen
aus einer divergenten Evolution ab.[24] Auch wenn die
Diversit‰t innerhalb der Bindungstasche nicht durch eine
kombinatorische Bibliothek um ein einzelnes Strukturge-
r¸st abgedeckt werden kann, kˆnnten die evolution‰ren

3006 Angew. Chem. 2002, 114, 3002 ± 3015



AUFSæTZESubstanzbibliotheken auf Naturstoff-Basis

Abbildung 4. Proteine, die dem Cystatin-Faltungstyp angehˆren. T¸rkis:
�5-3-Ketosteroidisomerase, komplexiert mit dem Reaktionsintermediat
Equilenin (PDB Code 4TSU); blau: Scytalondehydratase, komplexiert mit
dem Inhibitor Carpropamid (pink) (PDB Code 2STD); rot: Naphthalin-
1,2-dioxygenase-�-Untereinheit (kein gebundener Ligand) (PDB Code
1EG9); orange: NTF2 als Komplex mit Ran (gr¸n) (PDB Code 1A2K).

Verwandtschaftsbeziehungen Hinweise geben, welche ande-
ren Leitstrukturen in Frage kommen.

Zusammenenfassend kann festgehalten werden, dass der
Vorteil der Klassifikation nach Dom‰nenfamilien anders als
bei der konventionellen Klassifikation nach funktionellen
Zielverbindungen (Kinasen, Proteasen, Phosphatasen usw.)
darin liegt, Erstere allein aus der Sequenzinformation ab-
leiten zu kˆnnen. Dies kann vor allem in der ersten Phase
eines Screening-Prozesses hilfreich sein, wenn noch sehr
wenig ¸ber das gesuchte Protein bekannt ist. Dabei sollen
bekannte Liganden gepr¸ft werden, die an sequenziell
verwandte Proteine binden, wie im Fall des Peptidase-
Inhibitors Bestatin und der Leukotrien-A4-Hydrolase.

2.2. Verschiedene Faltungstypen binden den gleichen
Liganden ± privilegierte Strukturen

Der Begriff der privilegierten Struktur wurde von der
Gruppe um Evans bei Merck eingef¸hrt, die in ihren

pharmakologischen Untersuchungen der Benzodiazepine er-
kannten,[25] dass Derivate innerhalb dieser Verbindungsklasse
nicht nur an den Benzodiazepin-Rezeptor des zentralen
Nervensystems binden, sondern auch an Cholecystokinin-
Rezeptoren, obwohl die nat¸rlichen Substrate dieser Rezep-
toren nur geringe Gemeinsamkeiten mit dieser Verbindungs-
klasse aufweisen. Periphere Benzodiazepin-Rezeptoren sind
eine dritte Klasse von Rezeptoren, an die diese Substanz-
klasse bindet. Man nimmt an, dass Benzodiazepine als
Peptidmimetika eine intrinsisch gute Bindungsaffinit‰t zu
einigen Proteinen haben, die ‰hnliche Regionen von Peptiden
oder Proteinen binden. Nach Evans et al. sind privilegierte
Strukturen als eine Verbindungsklasse definiert, deren Mit-
glieder mit verschiedenartigen Proteinrezeptorbindungsstel-
len wechselwirken kˆnnen.

3. Naturstoffe und privilegierte Strukturen

Naturstoffe verf¸gen oftmals ¸ber privilegierte Strukturen
gem‰˚ der in Abschnitt 2.2. vorgestellten Definition, da sie
von verschiedenen Proteinen synthetisiert oder modifiziert
werden und daher an diese Proteine binden m¸ssen. Zudem
schlie˚t ihre eigentliche biologische Funktion oft das Binden
an weitere Proteine ein. Beispielsweise binden Nucleotidtri-
phosphate (NTP) (neben anderen Proteinen) an P-Schleifen-
haltige Nucleotidtriphosphathydrolasen ± die vierth‰ufigste
Dom‰ne in der gegenw‰rtigen Humangenomdatenbank. Des
Weiteren binden sie auch an Proteinkinasen (f¸nfth‰ufigste
Dom‰ne), an die Actin-Typ-Dom‰ne und viele andere. Nucleo-
tide werden daher von einer Vielzahl von verschiedenen
Proteinen gebunden, die dabei entweder ‰hnlichen oder auch
vˆllig verschiedenen Faltungstypen angehˆren (Abbildung 5

Abbildung 5. ‹berlagerung der GTP-Bindungsstellen einiger bekannter
Strukturen von GTP-bindenden Proteinen, einschlie˚lich kleiner GTP-
bindender Proteine, heterotrimerer G-Proteine und des Elongationsfak-
tors Tu. Die Nucleotide sind in gr¸n, das Proteinr¸ckgrat in gelb
dargestellt.
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und 6).[26] Im Fall von verschiedenen Faltungstypen (wie den
P-Schleifen-haltigen NTP-Hydrolasen und den Proteinkina-
sen) sind die ‰hnlichen Formen und Eigenschaften der
Bindungstaschen f¸r die Nucleotide in den verschiedenen
Ger¸sten das Ergebnis einer konvergenten Evolution. So
verf¸gen sowohl die Proteinkinasen als auch die P-Schleifen-
haltige NTPasen ¸ber ein glycinreiches Motiv, um die
Phosphate der Nucleotide zu binden, unterscheiden sich aber
in der spezifischen Anordnung der Glycinreste.[27]

Abbildung 6. NTP-Bindungsstellen in zwei verschiedenen Faltungstypen:
Ras (links) und Proteinkinase C (rechts).

Es ist daher wahrscheinlich, dass noch weitere nutzbare
privilegierte Strukturen wie das Peptidmimetikum Benzodi-
azepin unter den Liganden zu finden sind, die in der Evolu-
tion f¸r die Bindung an besondere Bindungstaschen oder
Faltungstypen selektioniert wurden. Gleichzeitig wurden die
Bindungstaschen ebenfalls von der Natur bei ihrem Bestre-
ben selektioniert, modulare Dom‰nen effizient zu nutzen.

Wenn man bei den Naturstoffen nach privilegierten Struk-
turen sucht, stellt sich die Frage, warum Naturstoffe aus
verschiedenen Organismen (oft unerwartete) Heilwirkungen
beim Menschen haben und warum die Trefferquote bei
Naturstoffsammlungen in Hochdurchsatz-Screeningverfah-
ren oft drastisch hˆher ist als die Trefferquote bei gro˚en
klassischen Bibliotheken aus der Kombinatorischen Che-
mie.[28] Zwei F‰lle kˆnnen dabei unterschieden werden:
Naturstoffe binden zuf‰llig an einzelne menschliche Proteine
oder sie wurden in der Evolution darauf selektioniert, an
Proteine zu binden, die den menschlichen Proteinen ‰hnlich
sind. Der zweite Fall erscheint in Anbetracht der engen
Verwandtschaft der Genome aller Organismen als sehr
plausibel. Dar¸ber hinaus kann angenommen werden, dass
zumindest die meisten der von der Natur gebildeten Sub-
stanzen f¸r den herstellenden Organismus einen Zweck
erf¸llen. Viele Pflanzen bilden Alkaloide, um sich vor dem
πGefressenwerden™ durch Tiere, insbesondere S‰ugetiere, zu
sch¸tzen. Demnach wurden Alkaloide darauf selektioniert,
an bestimmte S‰ugetierproteine zu binden und giftig f¸r den
entsprechenden Organismus zu sein. Wirkstoffe wie Morphin,
Nicotin, Ephedrin, Strychnin, Chinin und Atropin sind solche

Alkaloide. Andere Beispiele sind die Gifte von Schlangen,
Frˆschen oder Spinnen, die auch daf¸r geschaffen wurden,
S‰ugetiere zu vergiften oder zu l‰hmen. Unter anderem
wirken sie dabei auf Ionenkan‰le in S‰ugetierzellmembranen
ein.

Wahrscheinlich werden sogar Wirkstoffe wie Cyclosporin,
FK506 und Rapamycin zur chemischen Verteidigung ihres
herstellenden Organismus gebildet.[29] Es gibt z.B. in der Hefe
Proteine, die homolog zu denen an der Immunsupression
beteiligten menschlichen Proteinen sind. Daher ist es kein
Zufall, dass diese Substanzen auch aktiv gegen menschliche
Proteine sind, obwohl sie letztlich dort eine ganz andere
Wirkung entfalten.

Ein gegebenes Strukturger¸st kann somit im chemischen
Sinne als privilegiert betrachtet werden, d.h. es verf¸gt ¸ber
eine notwendige Kombination aus Flexibilit‰t und Starrheit,
und pr‰sentiert funktionelle Gruppen in ad‰quater r‰um-
licher Anordnung (z.B. Biphenyle). Zweitens, und vielleicht
zus‰tzlich, kann ein solches Ger¸st auch im biologischen
Sinne privilegiert sein, indem Naturstoffe nachgeahmt wer-
den, die an unterschiedliche Proteindom‰nen binden. Bei-
spielsweise ist der Proteinkinaseinhibitor Genistein ein kom-
petetiver Inhibitor der ATP-Bindung durch Proteintyrosinki-
nasen (PTK), der aber auch Topoisomerase II und
1-Phosphatidylinositol-4-kinase inhibiert und mit dem ÷st-
rogenrezeptor interagiert.[30] Ein privilegiertes Grundger¸st
ist eine Basis f¸r das Auffinden von guten Proteinliganden. Es
ist sicherlich notwendig, die zu Grunde liegende Struktur
einem Optimierungsprozess zu unterwerfen, um sowohl die
Bindungsaffinit‰t als auch die -selektivit‰t zu verbessern.
Nicht notwendigerweise, aber ¸berraschend oft zeigen be-
stimmte Naturstoffe bereits vorteilhafte pharmakokinetische
Eigenschaften. Dies erscheint logisch, da in ihrem biologi-
schen Umfeld (z.B. nach der Bildung durch einen Organismus
zum Zweck der Selbstverteidigung) diese Substanzen den
Weg zum Zielprotein in anderen Organismen finden m¸ssen.
Die Bedeutung der Naturstoffe in derWirkstoffforschung und
-entwicklung spiegelt sich darin wider, dass etwa die H‰lfte
der meistverkauftenMedikamente entweder Naturstoffe oder
Naturstoffderivate sind.[31±33] Ihre Rolle bei antibakteriellen
und immunsupressiven Wirkstoffen oder Krebstherapeutika
ist dabei sogar noch ausgepr‰gter.

4. Biologisch validierte Startpunkte f¸r das
Bibliotheksdesign

Wenn f¸r bestimmte Dom‰nenfamilien Ligandentypen
oder Grundger¸ste bereits aus der Untersuchung evolution‰r
verwandter Proteine bekannt sind, dann kˆnnte die zugrunde-
liegende Struktur dieser Liganden als Leitprinzip f¸r die
Entwicklung einer Bibliothek genutzt werden. Solche Ligan-
den w¸rden die gesuchten biologisch validierten Startpunkte
im chemischen πStrukturraum™ f¸r die zielgerichtete Ent-
wicklung einer Bibliothek sein. Wie bereits ausgef¸hrt, kˆn-
nen Naturstoffe als biologisch validierte strukturelle Ein-
heiten angesehen werden.

Bibliotheken, die in Anlehnung an das Grundger¸st von
Naturstoffen geplant und synthetisiert werden, sollten bei
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einer signifikant reduzierten Bibliotheksgrˆ˚e Proteinaktivi-
t‰tsmodulatoren mit einer hˆheren Trefferquote liefern.
Innerhalb einer Gruppe von eng verwandten Proteindom‰-
nen variieren die Details der Struktur ¸blicherweise substan-
ziell. Diese Variationen bilden die Basis f¸r selektive Bindung
und Inhibierung (z.B. in der ATP-Bindungstasche von Pro-
teinkinasen). Daher m¸ssen Konfiguration und Substitution
des Grundger¸sts der potentiellen Liganden mit funktionel-
len Gruppen ebenfalls variiert werden. Es ist nicht notwendig
und wahrscheinlich sogar kontraproduktiv, einen Naturstoff
in jedem strukturellen Detail exakt nachzubauen.

Der vorstehend abgeleitete Ansatz auf Struktur-Basis
unterscheidet sich in seinen grunds‰tzlichen ‹berlegungen
von verwandten Konzepten, die sich auf die Generierung
chemischer Diversit‰t konzentrieren. Dieser Aspekt wird
aber trotzdem vom Ansatz auf Struktur-Basis nicht vernach-
l‰ssigt ± dieser baut vielmehr auf der von der Natur selbst
geschaffenen Diversit‰t auf. Damit lassen sich neue privile-
gierte Strukturen aus der Natur identifizieren, die f¸r
verschiedene Anwendungen in der Chemischen Biologie
und Biomedizin von gro˚em Nutzen sein kˆnnen.

Die Tragf‰higkeit dieses Ansatzes wurde von Waldmann,
Giannis und Mitarbeitern belegt.[34] Die Nakijichinone 1a ± d
sind die einzigen bisher bekannten nat¸rlich vorkommenden
Inhibitoren der Her-2/Neu-Rezeptor-Tyrosinkinase, die in
¸ber 30% aller prim‰ren Brust-, Eierstock- und Magenkarzi-
nome ¸berexprimiert wird. Mit dem Ansatz auf Struktur-
Basis wurde eine Bibliothek bestehend aus 56 Analoga dieser
Leitstruktur synthetisiert und diese Analoga auf ihre inhibi-
torische Aktivit‰t gegen¸ber anderen Rezeptor-Tyrosinkina-
sen untersucht, die eine Rolle bei Zellsignalprozessen und
Proliferation spielen, z.B. den Rezeptoren der vaskul‰ren
endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGFR1 ± 3), dem Tie-2-
Rezeptor, dem insulin‰hnlichen Wachtumsfaktor-1-Rezeptor
(IGF1R) und dem Rezeptor des epidermalen Wachstums-
faktors (ErbB-1). Obwohl keiner der Naturstoffe 1a ± d
signifikante inhibitorische Aktivti‰t gegen¸ber dem neuen
Satz Rezeptorkinasen aufwies, konnten sechs Verbindungen
der Bibliothek als Kinaseinhibitoren im niederen mikromo-
laren Bereich identifiziert werden (Schema 2, Abbildung 7,
Tabelle 1). Insbesondere wurde ein Strukturtyp identifiziert,
der die selektive Inhibierung der Tie-2-Rezeptorkinase er-
mˆglicht. Dieses Protein spielt eine wichtige Rolle in der
Regulation der Blutgef‰˚bildung und damit in der Krebs-
entstehung. Die Ergebnisse unterstreichen die Notwendig-
keit, kombinatorische Bibliotheken auf der Basis von Natur-
stoffen aufzubauen anstatt nur die Naturstoffe selbst zu
nutzen. Beim Screening der nat¸rlichen Substanzen allein
w‰re dieser Inhibitortyp nicht gefunden worden.

5. Aufbau von Naturstoffbibliotheken durch
Festphasensynthese

Unabdingbar f¸r den Erfolg des Ansatzes auf Struktur-
Basis beim Bibliotheksdesign ist, dass effiziente, verl‰ssliche
Methoden und Mehrstufensynthesesequenzen f¸r die Total-
synthese von Naturstoffen und deren Analoga an polymeren
Tr‰gern verf¸gbar sind. Die entsprechenden Umsetzungen
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Schema 2. Verbindungen 2 ± 7 einer Bibliothek bestehend aus 56 Nakiji-
chinonanaloga.

m¸ssen ‰hnlich selektiv und robust sein wie die verwandten
klassischen Umsetzungen - unabh‰ngig von den Einschr‰n-
kungen und unterschiedlichen Anspr¸chen, die sich durch die
Ankn¸pfung an die feste Phase ergeben.

In den letzten f¸nf Jahren hat die Herstellung von Natur-
stoffbibliotheken wachsende Aufmerksamkeit gefunden. Da
dieses Gebiet erst k¸rzlich in ‹bersichtsartikeln zusammen-
gefasst wurde,[35] legen wir hier den Schwerpunkt auf Fest-
phasensynthesen, bei denen ganze Molek¸lger¸ste aufgebaut
werden. Die nachgeschaltete Derivatisierung von in Lˆsung
synthetisierten und dann immobilisierten Naturstoffgrund-
ger¸sten wird nur exemplarisch erw‰hnt. Anhand von ausge-
w‰hlten Beispielen werden sowohl der gegenw‰rtige Stand
dieser Methode als auch deren Grenzen aufgezeigt.

Epothilone sind Naturstoffe, die ausMyxobakterien isoliert
wurden. Sie induzieren Tubulinpolymerisation und sind daher
cytotoxisch ± auch gegen paclitaxelresistente Tumorzelllinien.
Die erfolgreiche Festphasensynthese von Epothilon A durch
Nicolaou et al. ist ein Meilenstein in der Synthese von
komplexen Molek¸len an der festen Phase.[36] Ein polymer-
gebundenes Wittig-Ylid 8 wurde bei einer Olefinierungsreak-
tion mit 9, einer Aldolreaktion mit 10 und einer Veresterung
mit 11 weiter umgesetzt (Schema 3). Bei einer durch Grubbs-
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Abbildung 7. ‹berlagerung einiger Rezeptorkinasen, die von der
Nakijichinonanalogabibliothek inhibiert werden. Gelb: Tie-2-
Rezeptorkinase, rot: VEGFR2, blau: IGF1R mit einem gebun-
denen ATP-Analogon. (Wir danken Lars Kissau f¸r die An-
fertigung dieses Bildes.)

Katalysator vermittelten Olefin-Metathese wurde in
einer eleganten πablˆsenden™ Cyclisierung aus der
acyclischen Vorstufe der Makrocyclus 12 gebildet.
Nach zwei abschlie˚enden Umsetzungen in Lˆsung
konnte Epothilon A 13 erhalten werden. Mit dieser
Reaktionsfolge wurde zum ersten Mal gezeigt, dass
die Vielstufensynthese von komplexen Naturstoffen
an der festen Phase mˆglich ist. In einer nachfolgen-
den Arbeit stellten Nicolaou et al. eine Bibliothek von
weiteren Analoga her, mit denen Struktur-Aktivit‰ts-
Beziehungen innerhalb dieser Verbindungsklasse auf-
gestellt werden konnten.[36b]

Prostaglandine spielen eine wichtige Rolle bei
verschiedenen physiologischen Prozessen und zeigen
dabei eine sehr subtile Struktur-Aktivit‰ts-Beziehung,
was sie zu besonders interessanten Zielverbindungen
der kombinatorischen Chemie macht. Ellman et. al
haben die Festphasensynthese einer Bibliothek mit 26
Prostaglandin-E1-Analoga 14 beschrieben. Nach dem
Modifizieren der Kernstruktur 15 durch eine Suzuki-
Kupplung mit 16 wurde die relative Konfiguration der
die beiden Seitenketten tragenden Kohlenstoffatome
durch eine diastereoselektive Michael-Addition des
Cuprats 17 an das Enon 18 festgelegt (Schema 4).[37]

In einer experimentell anpruchsvollen Arbeit ge-
lang Shair et. al die biomimetische Synthese einiger
von Carpanon abgeleiteten Verbindungen des Typs 19
durch eine PhI(OAc)2-vermittelte oxidative Hetero-

dimerisierung. Nach drei Stufen an fester Phase wurde eine
Bibliothek bestehend aus sechs Verbindungen hoher struk-
tureller Komplexit‰t erhalten (Schema 5). Shair et al. k¸n-
digten die Synthese einer Bibliothek mit 100000 Verbindun-
gen und deren Verwendung im Hochdurchsatz-Screening an,
was wegen der biologischen Aktivit‰t von Carpanon auf
gro˚es Interesse sto˚en wird.[38]
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Tabelle 1. Inhibierung von verschiedenen Rezeptortyrosinkinasen mit
Nakijichinonanaloga.

IC50 [��] f¸r die Rezeptoren
Verb. EGFR ErbB-2 IGF1R VEGFR-2 VEGFR-3 Tie-2

1a ± d ± ± ± - ± ±
2 ± ± ± 21 ± ±
3 ± ± ± ± ± 18
4 ± ± ± ± ± 14
5 ± 29 ± 8 ± ±
6 ± ± 6 ± 3 5
7 ± ± 0.5 ± ± 9
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Sarcodictyine haben wegen ihrer strukturellen Komplexit‰t
und insbesondere wegen ihrer antikarzinogenen Wirkung (sie
wirken ‰hnlich wie Paclitaxel auf die Interaktion von Tubulin
und Microtubulin) gro˚e Aufmerksamkeit erregt. Nicolaou
et al. haben eine Bibliothek mit den Sarcodictyinderivaten
20a ± c aufgebaut. Wegen der Komplexit‰t dieser Naturstoffe
entschieden sie sich f¸r eine Strategie, bei der das Grund-

ger¸st 21 des Naturstoffes zun‰chst in Lˆsung hergestellt und
dann ¸ber einen s‰urelabilen Linker an die feste Phase
angekn¸pft wurde. Nachfolgend wurden drei reaktive funk-
tionelle Gruppen des Grundger¸stes diversifiziert (Sche-
ma 6). In einer Bibliothek mit 22 Verbindungen wurden
Substanzen mit einer hˆheren biologischen Aktivit‰t als der
des eigentlichen Naturstoffs identifiziert. Auch konnte eine
Struktur-Aktivit‰ts-Beziehung abgeleitet werden.[39]

Diese Kombination der Synthese des Grundger¸stes in
Lˆsung mit anschlie˚ender diversifzierender Modifizierung
an fester Phase wurde von Waldmann et al. bei ihrer Synthese
einer Bibliothek bestehend aus 31 Analoga des Proteinkina-
se-C-Aktivators Indolactam V 22 verwendet (Schema 7).[40]

Waldmann et al. synthetisierten auch eine Bibliothek
bestehend aus Analoga des antitumoral wirkenden Phospha-
taseinhibitors Dysidiolid.[41] Bemerkenswert an dieser elfstu-
figen Festphasensynthese ist, dass viele verschiedene Reak-
tionen mit unterschiedlichen Anforderungen erfolgreich
durchgef¸hrt werden konnten. Schl¸sselschritte der Synthese
sind eine asymmetrische Diels-Alder-Reaktion mit dem
chiralen Dienophil 25, eine oxidative Modifizierung des
Furans 26 mit Singulett-Sauerstoff und die vollst‰ndige
Abspaltung des Produkts von der festen Phase durch Olefin-
metathese (Schema 8). Die gesamte Sequenz ermˆglicht
einen raschen Zugang zu neun Analoga des Naturstoffs und
die Identifizierung eines potenten Inhibitors der den Zellzyk-
lus kontrollierenden Phosphatase cdc25c mit einem vielver-

sprechenden Selektivit‰tsmuster. Anders als bei
vielen anderen Naturstoffsynthesen an fester Pha-
se wurde bei dieser Synthese das gesamte Grund-
ger¸st in mehrstufigen Reaktionsfolgen aufgebaut,
anstatt ein in Lˆsung generiertes fortgeschrittenes
Intermediat an die feste Phase zu kn¸pfen und
anschlie˚end die Substituenten zu variieren. Damit
ist ¸berzeugend gezeigt, dass vielstufige Totalsyn-
thesen von Naturstoffen und engen Verwandten
am festen Tr‰ger durchgef¸hrt werden kˆnnen.

Jauch et al. haben k¸rzlich den Weg f¸r die
Festphasensynthese einer Bibliothek bestehend
aus Mniopetalen geebnet. Aus dieser Verbindungs-
klasse sind schon Inhibitoren der HIV-Reverse-
Transkriptase hervorgegangen.[42] Bemerkenswert
an ihrer Synthese ist die Bildung von 27 mithilfe
einer Baylis-Hillman-Reaktion und dessen weitere
Umsetzung in einer intramolekularen Diels-Alder-
Reaktion zu 28 (Schema 9).

6. Alternative Ans‰tze

Der hier vorgestellte Ansatz ist nur einer unter
mehreren. So haben in den letzten Jahren compu-

tergest¸tzte Methoden gro˚es Interesse bei der Entwicklung
effizienterer Ans‰tze zur Leitstruktursuche gefunden.[43] Von
den verschiedenen Ans‰tze, die gegenw‰rtig untersucht
werden, ist die von Schreiber et al. eingef¸hrte diversit‰ts-
orientierte Synthese konzeptionell dem naturstoffgest¸tzten
Bibiotheksdesign verwandt.[44] Die diversit‰tsorientierte Syn-
these f¸r chemische Genetik zielt auf Bibliotheken bestehend
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aus Verbindungen mit riesiger dreidimensionaler struktu-
reller Komplexit‰t, Funktionalit‰t und Diversit‰t ab ± in
diesem Sinne kˆnnen solche Substanzen als πNaturstoff-
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Schema 8. Synthese einer Bibliothek bestehend aus 6-epi-Dysidiolidana-
loga nach Waldmann et al. : a) EtPPh3I, nBuLi, 24, THF, RT, 16 h, danach
nBuLi, 0 �C; b) TMSOTf, CH2Cl2, �78 �C, 5 h; c) PTSA, Aceton, DCE,
H2O; c) (Ph3PCH2OMe)Cl, KOtBu, THF, RT, 2 h; d) PPTS, THF, 1%H2O,
R¸ckfluss, 16 h; f) 3-Bromfuran, nBuLi, THF, �78 �C, 5 h; g) O2, H¸nig-
Base, Bengalrosa, h�, �78 �C, CH2Cl2; h) Grubbs-Katalysator (2� 10%),
CH2Cl2, RT, 16 h. OTf�Trifluormethansulfonat, p-Toluolsulfonat, DCE�
1,2-Dichlorethan.

‰hnlich™ angesehen werden.[45] W‰hrend Naturstoffbibliothe-
ken von einem biologisch validierten Startpunkt bezogen auf
die Konformation und Struktur von potentiellen proteinbin-
denden Molek¸len ausgehen, deckt die diversit‰tsorientierte
Synthese eine Verbindungskomplexit‰t um einen Startpunkt
ab, der vorwiegend wegen seiner chemischen Zug‰nglichkeit
und seiner πNaturstoff-æhnlichkeit™ im Sinne struktureller
Komplexit‰t ausgew‰hlt wurde (Tabelle 2). In Tabelle 2
sind die Positionen f¸r beide Ans‰tze aufgelistet. Es muss
aber betont werden, dass beide Ans‰tze ineinander ¸ber-
gehen und f¸r jede bisher synthetisierte kombinatorische
Bibliothek Positionen aus beiden Strategien zutreffen ± mit
unterschiedlicher Auspr‰gung der spezifischen Charakteris-
tika.

Proteinliganden, die aus dem Screening solcher diversit‰ts-
orientierter Bibliotheken hervorgehen, erg‰nzen den natur-
stoffgest¸tzten Ansatz, da sie zu privilegierten Grundstruk-
turen f¸hren kˆnnen, die sich von den Naturstoffger¸sten
unterscheiden (z.B. die Benzodiazepine).
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Fortschritte bei der Herstellung von Naturstoffbiblio-
theken haben ¸berzeugend gezeigt, dass die Festphasensyn-
these einen Stand erreicht hat, der ihren Einsatz in der
Naturstoffsynthese gestattet. Es ist mˆglich, komplexe Ziel-
molek¸le anzugehen, die eine zweistellige Anzahl an Syn-
theseschritten erfordern. Obwohl die Gesamtausbeuten der
vorgestellten Synthesen hoch sind, ist der Bedarf an effizien-
ten und selektiven Reaktionen, die f¸r die Festphasensyn-
these verwendet werden kˆnnen, grˆ˚er als je zuvor. Es ist zu
erwarten, dass der anhaltende Fortschritt in der Methoden-
entwicklung einen gro˚en Beitrag f¸r die Suche nach struk-
turell komplexeren und vielf‰ltigeren Bibliotheken liefern
wird. Eine weitere Richtung f¸r zuk¸nftige Untersuchungen
wird sicherlich die Herstellung von grˆ˚eren Bibliotheken

sein, bei denen die gro˚en Vorteile der Festphasen-
synthese gegen¸ber der Synthese in Lˆsung den
anf‰nglichen Optimierungsbedarf rechtfertigen wer-
den.[5, 38b] Der zus‰tzliche Syntheseaufwand, den
kombinatorische Bibliotheken von strukturell kom-
plexen Naturstoffanaloga erfordern, sollte durch
hˆhere Trefferquoten und bessere Leitstrukturen
mehr als kompensiert werden ± und das bei Biblio-
theken, die kleiner als die konventionellen sind.

Da die Naturstoffe schon von der Natur als
biologisch relevante Leitstrukturen im unendlichen
πStrukturraum™ selektioniert worden sind, gibt es
gewichtige Argumente, kombinatorische Bibliothe-
ken auf Basis dieser Strukturger¸ste aufzubauen.
Die Natur war sehr zur¸ckhaltend im Gebrauch der
Vielzahl mˆglicher Proteinstrukturen und hat sich
selbst auf eine kleine Zahl von Dom‰nen und
Faltungstypen beschr‰nkt. Diese wenigen Grund-
muster wurden durch die individuellen Aminos‰u-
renseitenketten aber so mannigfaltig variiert, dass
die Suche nach niedermolekularen Liganden f¸r
diese Proteine im chemischen πStrukturraum™ wei-
terhin sehr herausfordernd bleiben wird.
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Tabelle 2. Vergleich von Elementen der naturstoffgest¸tzten kombinatorischen Synthese mit denen der diversit‰tsorientierten Synthese.

Naturstoffgest¸tzt Diversit‰tsorientiert

� Ziel ist, eine fokussierte Diversit‰t um einen biologisch validierten
Startpunkt im chemischen πStrukturraum™ zu erhalten ± die Diversit‰t
dieser Startpunkte wurde von der Natur gew‰hlt

� Ziel ist, eine maximale Diversit‰t um eine Position im chemischen
πStrukturraum™ zu erhalten, die nach ihrer chemischen Zug‰nglichkeit und
πNaturstoff-æhnlichkeit™ (d.h. struktureller Komplexit‰t) gew‰hlt wurde

� Synthesemethoden werden prim‰r danach gew‰hlt, ob sie zur gew‰hlten
Kernstruktur f¸hren; sogar dann, wenn dieses Ziel ein hohes Ma˚ an
Optimierung erforderlich macht

� Syntheseweg wird durch πwirkungsvolle™ chemische Reaktionen bestimmt
(im Allgemeinen hohe Ausbeute, stereoselektiv, bindungskn¸pfend, tole-
rant gegen¸ber funktionellen Gruppen usw.)

� Retrosynthesen werden auch danach beurteilt, ob sie Diversit‰t
generieren kˆnnen

� vorw‰rtsgerichtete, diversit‰tsorientierte Syntheseplanung

� Bausteine sind kommerziell erh‰ltlich oder werden in Lˆsung synthetisiert � Bausteine sollen in gro˚er Diversit‰t kommerziell erh‰ltlich sein
� Parallelsynthese oder Split-Pool-Synthese � kodierte Split-Pool-Synthese ist Methode der Wahl
� kleine bis mittlere Bibliotheksgrˆ˚e � gro˚es Bibliotheksformat
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