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Die erfolgreiche Entwicklung von effektiven Hochdurchsatz-
Technologien f�r die biologische Testung von Substanzen
hatte in der letzten Dekade zur Folge, dass die Bereitstellung
ausreichender Mengen an niedermolekularen organischen
Testverbindungen zum Flaschenhals der Wirkstoff-Forschung
wurde. Methoden der kombinatorischen Chemie, mit denen
sowohl m$glichst diverse als auch fokussierte Substanzbi-
bliotheken erzeugt werden k$nnen, haben sich daraufhin als
wichtiges Kettenglied in der Wirkstoffentwicklung etabliert.
Die urspr�ngliche Hoffnung, durch die Bereitstellung einer
Vielzahl von m$glichst diversen Ligandbibliotheken schneller
zu neuen potenziellen Treffern f�r eine Leitstrukturentwick-
lung zu kommen, hat sich jedoch nicht erf�llt.[1–3]

Deshalb ist man dazu �bergegangen, fokussierte Ligand-
bibliotheken zu entwerfen. Als Ausgangspunkt dient dazu ein
privilegierter Zentralbaustein, der ein passendes Wechsel-
wirkungsmuster zur Adressierung des konservierten Bin-
dungsmotivs einer Proteinfamilie enth2lt.[4] Versehen mit
geeigneten Substituenten und Seitenketten sollen dessen
Derivate anschließend die gew�nschte biologische Aktivit2t
gegen�ber ausgew2hlten Mitgliedern einer Proteinfamilie
erzielen.[5–8]

Hier stellen wir KNOBLE (KNOwledge-Based Ligand
Enumeration) als neue Strategie zum strukturbasierten
Aufbau einer fokussierten kombinatorischen Bibliothek vor.
Bei jedem Arbeitsschritt wird die synthetische Zug2nglich-
keit der Reaktanten und der Produkte ber�cksichtigt. Zur
=berpr�fung des Konzepts werden einzelneMolek�le aus der
Bibliothek synthetisiert und anschließend biologisch getestet.
Das Ziel dieser Methode ist die Identifizierung erster Leit-
strukturen. Diese sollen mit geringem Aufwand synthetisier-

bar sein und �ber eine ausreichende Affinit2t zum Zielpro-
tein verf�gen, sodass eine R$ntgenstrukturbestimmung im
Komplex mit dem Protein m$glich wird. Die so erhaltene
Struktur des Protein-Ligand-Komplexes soll dann als Aus-
gangspunkt f�r die weitere strukturbasierte Optimierung der
entdeckten Leitstruktur dienen.
Zum Aufbau einer virtuellen kombinatorischen Biblio-

thek wird ein Zentralbaustein ausgew2hlt, der �ber entspre-
chende Linkergruppen f�r die Einf�hrung geeigneter Sub-
stituenten verf�gen muss. Alle f�r die Synthese infrage
kommenden Bausteine werden herausgesucht und in einer
Computersimulation zu den kompletten Liganden zusam-
mengesetzt. Dabei erfolgt die Auswahl der Seitenketten
anhand der Gestalt und der physikochemischen Eigenschaf-
ten der Proteinbindetasche des Zielproteins. Proteinbinde-
taschen, insbesondere in Serinproteasen, k$nnen in klar de-
finierte Subtaschen unterteilt werden, die dann getrennt
voneinander untersucht werden k$nnen. Nach Identifizierung
und Extraktion einer Subtasche k$nnen mit der Cavbase-
Methode Pseudozentren f�r den Vergleich zugewiesen
werden. Anschließend kann diese Beschreibung der Subta-
schen f�r die Entdeckung 2hnlicher Taschen mit Cavbase
herangezogen werden.[10–13]

Cavbase detektiert automatisch die Bindetaschen und
beschreibt ihre physikochemischen Eigenschaften anhand
von f�nf generischen Deskriptoren. Die molekulare Erken-
nung wird durch die Bildung von Wasserstoffbr�cken und
hydrophoben Kontakten bestimmt. =ber 130000 Protein-
bindetaschen sind in der Cavbase-Datenbank gespeichert und
�ber die Verkn�pfung mit der Datenbank Relibase zug2ng-
lich.[14] Beide Datenbanken beruhen auf Strukturinformatio-
nen zu Protein-Ligand-Komplexen aus der Proteindatenbank
(PDB).[15] Cavbase vergleicht alle gespeicherten Bindeta-
schen mit der zuvor definierten Suchanfrage. Als Ergebnis
wird eine Bewertungsliste mit absteigender Bhnlichkeit zur
gesuchten Bindetasche erhalten.
Bez�glich des Designs einer f�r die Zielstruktur spezifi-

schen Molek�lbibliothek liefert Cavbase nicht nur 2hnliche
Subtaschen, sondern auch die Bausteine von Liganden, die
diese Bindetaschen besetzen. Die chemischen Formeln der
Ligandbausteine aus den gefundenen Taschen werden extra-
hiert und f�r eine Substruktursuche in Chemikalienkatalogen
verwendet. Es werden m$gliche Ausgangsverbindungen her-
ausgesucht, die diese Ligandbausteine enthalten und reaktive
Gruppen tragen, die f�r chemische Umsetzungen verwendet
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werden k$nnen. Sie werden ausgewertet und dienen zum
Aufstellen eines allgemeinen Syntheseschemas zum Aufbau
einer Molek�lbibliothek mit den gew�nschten Ligandbau-
steinen nach den Prinzipien der kombinatorischen Chemie.
Wir haben diese neue Strategie am Beispiel der Serin-

proteasen �berpr�ft. Enzyme dieser Klasse spalten Polypep-
tidketten nach unterschiedlichen Erkennungsmotiven. W2h-
rend der Spaltung entsteht ein kovalent verkn�pftes Acyl-
enzym, und nach dem Prozess verbleibt der N-terminale Teil
der Peptidkette an der Protease. Deshalb haben Serinprote-
asen auf der ungestrichenen Seite ausgepr2gte Subtaschen,
um die Peptidkette des Substrats nahe der Spaltungsstelle zu
binden. Zus2tzlich wird die Bindung durch Wasserstoffbr�-
cken zu dem Peptidr�ckgrat verst2rkt.
Als Referenzprotein soll im Folgenden Thrombin dienen.

Thrombin zeichnet sich durch drei klar definierte Subtaschen
aus, in denen das Substrat zur Spaltung der Peptidbindung
fixiert wird. Die Suchanfragen in der Datenbank Cavbase
ergaben f�r jede Subtasche ca. 4000 Treffer mit 2hnlichen
Taschen. Darunter wurden f�r die Thrombin-S1-Subtasche
646 und die S3-Subtasche 550 Bindetaschen von anderen
Vertretern der Serinprotease-Familie gefunden. F�r die S2-
Subtasche fanden sich nur 274 Eintr2ge aus anderen Serin-
proteasen, was auf eine selektivit2tsbestimmende Besonder-
heit der Serinprotease Thrombin in diesem Bereich zur�ck-
zuf�hren ist. Die S2-Subtasche wird r2umlich stark durch die
60er-Schleife begrenzt.
Bei genauerer Analyse der Bhnlichkeitsbewertungen f�r

die S3-Subtasche f2llt der hydrophobe Charakter auf, der
durch einen Tryptophanrest am Boden der Tasche bedingt ist
(z.B. Acrosin, Cathepsin G, Faktor VIIa, Faktor IXa, Fak-
tor XIa, Chymase, Trypsin, Faktor Xa, C1s-Elastase, Tryptase,
t-Plasminogen-Aktivator, Protein C und Granzym A). F�r
die S1-Tasche ergeben sich Treffer in folgenden Serinprote-
asen: Cathepsin G, Faktor VIIa, Faktor IXa, Faktor XIa,
Trypsin, Tryptase, Protein C, FaktorXa, t-Plasminogen-Akti-
vator, Enteropeptidase und Urokinase.
Aus den vielen als 2hnlich entdeckten Taschen werden die

darin gebundenen Ligandbausteine extrahiert. Dabei wird
durch den Vergleich mit der Thrombintasche darauf geachtet,
dass nur solche Ligandbausteine entnommen werden, die ein
2hnliches Wechselwirkungsmuster in Thrombin eingehen
k$nnten. Bei der Cavbase-Suche f�r die S2-Tasche im Bereich
der 60er-Schleife wird die spezifische Gestalt dieser Tasche
deutlich: Unter den ersten 100 2hnlichen Taschen befinden
sich 98 Taschen, die aus Proteinstrukturen anderer Thrombin-
Komplexe stammen.
Ligandbausteine mit einem Isopropylrest, einem alipha-

tischen und heteroaliphatischen Ring (wie einem Pyrrolidin-
ring) oder Bausteine mit aromatischen Ringen kommen sehr
h2ufig vor (Abbildung 1).
Charakteristisch f�r die S1-Subtasche ist die Seitenkette

von Aspartat189, die hochkonserviert in eine durch hydro-
phobe Aminos2uren gebildete Umgebung eingebettet ist.
Durch den Bindetaschenvergleich fallen Ligandbausteine mit
gleichen physikochemischen Wechselwirkungseigenschaften
auf, wobei das genaue Ausmaß an Bhnlichkeit in der Ami-
nos2uresequenz des umgebenden Proteins keine Rolle spielt.
Interessanterweise werden unter den besetzenden Ligand-

bausteinen nicht nur basische Reste gefunden, die die As-
partatseitenkette adressieren, sondern auch halogensubstitu-
ierte Phenylringe, die in Richtung einer Tyrosinseitenkette
zeigen (Abbildung 1). Am deutlichsten variieren die chemi-
schen Eigenschaften der Ligandbausteine f�r die S3-Tasche.
Im Einzelnen werden f�r diese Subtasche Vorschl2ge f�r
Reste aus Liganden gefunden, die sehr unterschiedlichen
Vertretern der Serinprotease-Familie entstammen (Abbil-
dung 1).
Hier zeigt sich die St2rke des vorgestellten Ansatzes, da

nicht nur die bekannten Thrombininhibitoren zur Erstellung
der kombinatorischen Bibliothek herausgesucht werden.
Auch Ligandbausteine aus Proteinen, die 2hnliche Subta-
schen enthalten wie Thrombin und 2hnliche Wechselwirkun-
gen ausbilden, werden gefunden. Ein „Subtaschen-Hopping“
zu anderen Vertretern der Serinprotease-Familie wird m$g-
lich.
Auf die Auswahl eines geeigneten Ligandbausteins zur

Adressierung der jeweiligen Subtasche folgte eine Suche im
Sigma-Aldrich-Katalog mithilfe des Programms JME.[16] Die
Ausgangsverbindungen, die aus Suchanfragen f�r die ver-
schiedenen Subtaschen hervorgingen, sind in den
Hintergrundinformationen tabellarisch aufgef�hrt. Bei der
Auswahl geeigneter Ausgangsverbindungen wurde darauf
geachtet, dass eine allgemeine Synthesevorschrift erstellt
werden kann, die jeweils die gleichen funktionellen Gruppen
zur Verkn�pfung der einzelnen Fragmente verwendet. Hier
haben wir uns f�r Ester-, Amid- und Sulfonamid-Verkn�p-
fungen und Reaktionen �ber nucleophile Substitutionen
entschieden. Unter Einbeziehung synthesetechnischer As-
pekte wurden die drei verschiedenen Bausteine (S)-Prolinol,
(S)-2-Hydroxymethylpiperidin und (S)-Valinol f�r die
Adressierung der S2-Subbindetasche als Zentralfragmente
ausgew2hlt (Schema 1).
Als eine weitere Modifikation der P2-Bausteine wurde

zwischen P2 und P3 ein Glycinrest eingef�hrt. Durch diese
Gruppe soll zum einen eineWechselwirkung mit dem Bereich
der nichtspezifischen Peptiderkennung in der Protease er-
m$glicht werden, zum anderen kann die S3/S4-Tasche besser
ausgef�llt werden. Die Verkn�pfung des Zentralfragments
mit den Bausteinen f�r die S1-Subtasche soll �ber eine Es-
terbildung erfolgen. Unter Verwendung von sekund2ren oder
terti2ren Aminen werden die verschiedenen Grundger�ste
�ber eine Amid- oder Sulfonamidbindung bzw. �ber eine
Substitutionsreaktion um die Bausteine zur Besetzung der S3-
Bindetasche erweitert. In Schema 1 sind alle Carbons2ure-
derivate aufgelistet, die als Bausteine f�r die S1-Subtasche,
ebenso wie die Carbons2ure-, Sulfons2ure- und Chlorderi-
vate, die zur Adressierung der S3-Tasche dienten. Die ein-
zelnen Bausteine wurden zun2chst im Computer zusammen-
gesetzt (Schema 2) und mithilfe des kombinatorischen
Moduls von FlexX in das Protein gedockt.[17,18] Zwei Biblio-
theken mit jeweils 507 m$glichen Molek�len – mit und ohne
Glycinrest – wurden erzeugt. F�r jedes w2hrend des kombi-
natorischen Dockings zusammengesetzte Molek�l wurden
die zehn besten Bindungsgeometrien gespeichert, die anhand
der FlexX-Bewertungsfunktion selektiert worden waren. Die
erhaltenen Bindungsgeometrien der beiden auf diese Weise
erstellten kombinatorischen Bibliotheken wurden anschlie-
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ßend mit DrugScoreCSD nachbewertet.[19] Dazu wurden sie
visuell �berpr�ft, wobei sich die einzelnen Atom-Atom-
Kontaktbeitr2ge zur Gesamtbewertung mithilfe einer Com-
putergraphik veranschaulichen ließen.[20]

Wegen der einfacheren Synthese haben wir aus der Liste
am besten bewerteter Bibliotheksmitglieder die 3-Chlorben-
zyl- und 4-Cyanphenyl-Bausteine zur Adressierung der S1-
Tasche ausgew2hlt (Fragmente mit Amidino- oder Guanidi-
nogruppen erfordern mehrere zus2tzliche Syntheseschritte
beim Aufbau der Liganden). F�r die Auswahl der P2- und P3-
Bausteine spielten ebenfalls ihre Zug2nglichkeit und die

Reaktivit2t der gew�nschten funktionellen Gruppen die
entscheidende Rolle. Die letztlich f�r die S3-Tasche selek-
tierten Bausteine, 2-Pyridylessigs2ure, p-Fluorbenzoes2ure
und die tert-Butoxycarbonyl-Gruppe, fanden sich h2ufig als
Bestandteile in den durch FlexX und DrugScoreCSD am
besten bewerteten Liganden. Die Verbindungen 2–6 wurden
synthetisiert und anhand eines Enzymkinetik-Assays[21] als
mikromolare Hemmstoffe identifiziert (siehe Schema 3 und
die Hintergrundinformationen). Anschließend gelang es, 5 in
Thrombinkristalle eindiffundieren zu lassen und eine Struk-
tur des Komplexes mit diesem Liganden zu bestimmen (Ab-

Abbildung 1. Ligandbausteine, die durch eine Subtaschensuche identifiziert wurden. Zum Vergleich ist die kristallographisch bestimmte Bindungs-
geometrie von Melagatran (gr�n, PDB 1k22) in Thrombin[9] (erste Reihe) f�r die S1- (links), S2- (Mitte) und S3-Tasche (rechts) mit drei Beispielen
von Ligandbausteinen in 1hnlichen Subtaschen anderer Proteine dargestellt (zweite bis vierte Reihe). Die dort angetroffenen Proteinoberfl1chen
haben sehr 1hnliche physikochemische Eigenschaften (blau: H-Br�cken-Donor, rot: H-Br�cken-Akzeptor, gr�n: Donor-Akzeptor-Funktionalit1t,
weiß und orange: Bereiche f�r Wechselwirkungen mit aliphatischen bzw. aromatischen Gruppen). In der ersten Reihe sind die physikochemischen
Eigenschaften der Taschen im Melagatran-Komplex gezeigt. Die folgenden Reihen verweisen auf physikochemische Eigenschaften in sehr 1hnli-
chen Subtaschen anderer Proteine. Die Bindungsgeometrie (hellblau, orange, gelb) und Strukturformeln der Ligandbausteine, die diese Subta-
schen besetzen, sind ebenfalls angegeben.
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bildung 2). Diese Struktur kann als Ausgangspunkt f�r eine
weitere strukturbasierte Optimierung der neuen Leitstruktur
dienen.
Thrombin ist eine etablierte Zielstruktur. Zieht man einen

Vergleich zum bekannten Komplex mit Melagatran, einem
potenten Thrombininhibitor, dr2ngen sich die n2chsten Op-
timierungsschritte f$rmlich auf: Zun2chst erscheint die Plat-
zierung des Ester-Sauerstoffatoms nicht ideal. Es hat keine
Donorfunktion, um eine Wasserstoffbr�cke zu der benach-
barten Serinseitenkette einzugehen. Melagatran dagegen
tr2gt in vergleichbarer Position ein Amidstickstoffatom f�r
eine solche Wechselwirkung. Weiterhin f2llt die Esterver-
kn�pfung zwischen P1- und P2-Rest zu lang aus und sollte um

eine Einheit verk�rzt werden. In Verbindung 5 dr2ngt sich das
Ester-Carbonylsauerstoffatom regelrecht in eine Wechsel-
wirkung zur NH-Gruppe von Gly216 hinein. Dies hat zur
Folge, dass die Wechselwirkung des eigentlich f�r diesen
Zweck vorgesehenen Glycin-Fragments in 5 unter Bildung
einer doppelten, parallelen Wasserstoffbr�cke zum Protein-

Schema 1. Strukturformeln der Ligandbausteine f�r die verschiedenen
Subtaschen.

Schema 2. Zusammensetzung der virtuellen kombinatorischen Biblio-
thek mithilfe von FlexXC.

Schema 3. Synthese der Verbindungen 2–6. Die Ki-Werte f�r 2b, 4a,
4b, 4c, 5 und 6 sind in eckigen Klammern angegeben. Reagentien und
Bedingungen sind in den Hintergrundinformationen aufgef�hrt.

Abbildung 2. Lberlagerung der Kristallstrukturen von 5 (P1: 3-Chlor-
benzyl-Rest in blau; P2: Prolinol in braun, Glycinrest in dunkelgrau;
P3: tert-Butylrest in gr�n) und Melagatran (PDB-Nr. 1k22). Melagatran
bildet mit seiner P1-P2-Amidbindung Wasserstoffbr�cken zu Ser195
und Glu192 in Thrombin aus (hell gr�n). Weiterhin kommt es zu einer
doppelten Wasserstoffbr�cke zwischen Melagatran und Gly216. Im Fall
von Verbindung 5 wird der Aufbau eines optimalen Wasserstoffbr�-
ckennetzwerks zwischen Protein und Ligand durch die Wechselwirkung
zwischen dem Ester-Carbonylsauerstoffatom und Gly216NH (violett)
verhindert.
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r�ckgrat ausbleibt. Melagatran hingegen baut dieses typische
Wasserstoffbr�ckennetzwerk auf. Daraus lassen sich die fol-
genden Syntheseschritte ableiten: Die viergliedrige Ester-
verkn�pfung sollte durch eine dreigliedrige Amidverkn�p-
fung ersetzt werden. Dies sollte dann auch das substrat2hn-
liche Bindungsmotiv �ber den Glycinbaustein zu der Ami-
nos2ure Gly216 des Thrombins erm$glichen.
In der vorliegenden Studie wurde ein neues wissensba-

siertes Verfahren zum Design kombinatorischer Ligandbi-
bliotheken �berpr�ft. Das Vorgehen verkn�pft die Auswahl
geeigneter Bausteine mit Strukturinformationen aus anderen
Protein-Ligand-Komplexen, die in ihren 2hnlichen Subta-
schen Ligandfragmente mit vergleichbaren physikochemi-
schen Eigenschaften aufnehmen. Durch die Extraktion dieser
Ligandbausteine und ihr kombinatorisches Zusammensetzen
mit anschließendem Docking wird ein direktes Inhibitorde-
sign in der Proteinbindetasche erm$glicht. Ein analoger
Subtaschenvergleich mit Cavbase f�hrte bereits im Fall der
SARS-Protease zu Vorschl2gen f�r m$gliche Seitenketten-
variationen mit nichtnat�rlichen Aminos2uren in peptido-
mimetischen Inhibitoren.[12]

Computermethoden wird h2ufig vorgeworfen, sie w�rden
beim Design erster Leitstrukturen viel zu komplizierte Mo-
lek�le vorschlagen, die nur mit hohem Aufwand zu syntheti-
sieren sind. Mit dem hier vorgestellten Konzept wird ver-
sucht, gleich von Beginn an dieMachbarkeit einer Synthese in
das Design einzubringen. Computergest�tztes Design und
kombinatorisches Docking f�hren zur Selektion vielverspre-
chender Kandidaten. Dabei baut die Synthesestrategie auf
einfachen Umsetzungen auf und verwendet ausschließlich
kommerziell erh2ltliche Ausgangsverbindungen.
Bei der weiteren Optimierung der so gefundenen Leit-

strukturen sollte dann allerdings auf die metabolische Stabi-
lit2t geachtet werden. Die Esterbindung l2sst sich zwar ein-
fach aufbauen, sie muss aber ersetzt werden, da ihre Spaltung
durch Esterasen sicherlich sehr schnell zu einem Wirkungs-
verlust der Liganden f�hren w�rde. Das beschriebene Ver-
fahren hat allerdings den Vorteil, dass das Design der Ver-
bindungen vollst2ndig auf Bindungsgeometrien beruht, die in
experimentell bestimmten Kristallstrukturen nachgewiesen
wurden.
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