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Biologie-orientierte Synthese

Welche Substanzklassen eignen sich am besten als Werkzeuge fiir
chemisch-biologische Forschung und als Inspiration fiir medizinal-
chemische Projekte? Der chemische Strukturraum ist riesig und kann
durch Synthese von Verbindungen nicht vollstindig exploriert werden.
Daher werden Methoden bendotigt, mit deren Hilfe die biologisch re-
levanten Anteile des chemischen Strukturraums identifiziert und kar-
tiert werden konnen. Die mit diesen Methoden erzeugten Hypothesen
inspirieren dann Syntheseprogramme, um die biologisch relevanten
Teile des Strukturraumes mit realen Verbindungen zu fiillen. Die
Biologie-orientierte Synthese baut darauf auf, dass die Evolution von
Proteinen und Naturstoffen sich auf bestimmte Strukturklassen be-
schrinkt. Sie nutzt eine hierarchische Klassifikation bioaktiver Sub-
stanzen, die auf Substrukturbeziehungen und der Art der biologischen
Aktivitit beruht. Mit dieser Methode werden Geriiststrukturen biolo-
gisch aktiver Substanzklassen ausgewdhlt und als Startpunkte fiir die
Synthese von Substanzkollektionen mit fokussierter Diversitiit ge-
nutzt. Scaffold Hunter, ein intuitiv zugdngliches und hochgradig in-
teraktives Computerprogramm, ermdglicht die Navigation im chemi-
schen Strukturraum. In Bibliotheken niedermolekularer Substanzen,
die nach dem BIOS-Konzept synthetisiert wurden, ist biologische
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das die Aktivitit genau dieses Proteins
selektiv beeinflusst.”) Eine der groften
Herausforderungen bei diesem Unter-
fangen ist die Identifikation geeigneter
Substanzklassen zur Modulation einer

Aktivitit oft angereichert. Sie ermoglichen die Untersuchung kom-
plexer biologischer Phinomene durch direkte Perturbation und kon-
nen dariiber hinaus auch als Inspiration in der Medikamentenent-

wicklung dienen.

yy Die Natur macht nichts umsonst“

Aristoteles

1. Einleitung

Die Untersuchung biologischer Systeme mittels nieder-
molekularer Substanzen (,,small molecules*; Substanzen mit
einem Molekulargewicht unter 800 gmol™') ist ein zentraler
Bestandteil der chemischen Biologie. Bioaktive Molekiile
konnen hervorragende Werkzeuge und molekulare Sonden
fiir die Analyse komplexer biologischer Netzwerke und Sys-
teme mit robuster und redundanter Funktionalitét sein. Thre
Wirkung ist im Unterschied zu genetischen Methoden akut
und nicht chronisch. Sie wirken schnell und reversibel, und
ihre Anwendung ist steuer- und regelbar (durch Konzentra-
tionsverénderung).!! Obwohl sich molekulare Sonden oft in
ihren Eigenschaften von Wirkstoffen unterscheiden,” sind
erfolgreiche chemische Sonden eine wertvolle Inspirations-
quelle fiir die Wirkstoffentwicklung. Im Lauf der vergange-
nen Jahrzehnte wurde eine Vielzahl niedermolekularer Sub-
stanzen entdeckt, die die Aktivitdt einer grolen Zahl von
Proteinen beeinflussen, und der Bedarf an qualitativ hoch-
wertigen chemischen Sonden mit klar definierter Struktur,
Wirkung, Selektivitdt, Wirkmechanismus und Verfiigbarkeit
wichst.Fl Als ein groBes Ziel der chemisch-biologischen
Forschung wurde die Entwicklung eines synthetischen Mo-
lekiils fiir jedes Protein im humanen Genom vorgeschlagen,
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bestimmten Proteinfunktion. Da ak-
tuelle Schitzungen davon ausgehen,
dass der Wirkstoff-dhnliche Struktur-
raum mehr als 10® Molekiile umfasst,
ist es unmoglich, alle moglichen Ver-
bindungen zu synthetisieren.”! Tat-
séchlich reichen weder die Materie im
Universum noch die Zeit bis zum Ende des Universums aus,
um alle diese Molekiile herzustellen. Die entscheidende
Frage bei der Entwicklung niedermolekularer Substanzen fiir
die chemisch-biologische Forschung, und in Analogie und
Erweiterung auch fiir die Wirkstoffentwicklung, ist: Wie kann
man die mit biologisch relevanten Substanzen angereicherten
Teile des chemischen Strukturraums identifizieren? Oder
anders formuliert: Wie kann man den biologisch relevanten
Strukturraum identifizieren, kartieren und in ihm navigie-
ren 70!

Vergleichbar mit der beschrinkten Zuginglichkeit biolo-
gisch relevanter Molekiile war die Natur sehr konservativ bei
der Entwicklung des chemischen Strukturraums, der durch
die Proteinbindungstaschen definiert wird. Ein Protein aus
durchschnittlich 300 Aminosidurebausteinen, von denen jeder
aus einer von 20 unterschiedlichen Aminosiduren besteht,
kann auf mehr als 10** einzigartige Moglichkeiten aufgebaut
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werden.”¥! Selbst die Genome der kompliziertesten Lebewe-
sen kodieren jedoch nicht mehr als 10°~10° Proteine, die oft
innerhalb von Proteinfamilien hoch konservierte Subdoma-
nen enthalten. Diese Konservierung von Strukturen hat eine
beschriankte Zahl an moglichen Bindungstaschen fiir kleine
Molekiile zur Folge, was wiederum die Entwicklung rationa-
ler Methoden fiir die Entwicklung von Liganden und Inhibi-
toren befliigelt. Aktuelle hochmoderne Methoden basieren
beispielsweise auf mechanistischen Uberlegungen (Mecha-
nismus-basierte Inhibitoren), evolutionidren Argumenten
(Sequenzhomologie), dreidimensionaler Proteinstruktur
(strukturbasiertes Design)! oder der Klassifikation von nie-
dermolekularen Substanzen nach vorgegebenen molekularen
Eigenschaften (Deskriptoren).”l Angesichts der beschrink-
ten Diversitdt in der Evolution sowohl der synthetischen
Molekiile als auch der Proteinbindungstaschen, entwickelten
wir eine konzeptionell andere, strukturbasierte Methode, um
biologisch relevante chemische Strukturrdume zu analysieren
und fiir die Entwicklung synthetischer Molekiile fiir che-
misch-biologische und medizinalchemische Forschung zu
nutzen. Wir bezeichnen diese Methode als Biologie-orien-
tierte Synthese (BIOS). BIOS beruht auf der Analyse von
Strukturen aus der Welt der Proteine sowie der niedermole-
kularen Substanzen in Kombination mit der begrenzten Zahl
von Strukturen und Diversitit in der Natur. In diesem Aufsatz
entwickeln wir zundchst das gedankliche Geriist, auf dem
unsere Argumentation beruht. Danach beschreiben wir die
Entwicklung der chemie- und bioinformatischen Methoden
und Werkzeuge, die die Identifizierung, Analyse, Kartierung
und Navigation in biologisch relevanten chemischen Struk-
turrdumen ermoglichen. AnschlieBend zeigen wir Beispiele

Robin S. Bon promovierte 2007 bei Prof.
Romano Orru an der Freien Universitdt
Amsterdam in Organischer Chemie. Danach
absolvierte er ein Postdoktorat in der Abtei-
lung von Prof. Herbert Waldmann am Max-
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Dortmund (Alexander von Humboldt-Sti-
pendiat). Seit November 2009 arbeitet er
als Nachwuchswissenschaftler an der Univer-
sitit Leeds. Gegenstand seiner Forschung ist
die Entwicklung von biologisch aktiven Mo-
lekiilen und Werkzeugen fiir biochemische
Assays und die In-vivo-Bildgebung.
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die Gruppe von Prof. H. Waldmann in der
Abteilung fiir Chemische Biologie am Max-
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Abteilung. Seine Forschungsinteressen gelten
der Entwicklung neuer Synthesemethoden
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fiir die Anwendung dieser Methoden in der Entwicklung und
Synthese von Substanzkollektionen. Schlieflich demonstrie-
ren wir, wie chemische Sonden gemif3 der Logik von BIOS
entwickelt werden konnen und wie ihre Anwendung zu neuen
Einsichten in biologische Phinomene gefiihrt hat.

2. Begrenzte Zahl von Strukturen und Diversitdt im
Strukturraum der Naturstoffe und der Protein-
bindungsstellen

Natiirliche Sekundidrmetabolite niedermolekularer Sub-
stanzen definieren einen Teil des biologisch relevanten che-
mischen Strukturraums, der fiir die Entdeckung bioaktiver
Molekiile von Bedeutung ist. Naturstoffe waren und sind eine
reichhaltige und umfangreiche Inspirationsquelle fiir die
Wirkstoffentwicklung.®! Naturstoff-abgeleitete und Natur-
stoff-inspirierte Substanzbibliotheken haben hohere Treffer-
quoten in biochemischen und biologischen Tests gezeigt (zur
Definition von Naturstoff-abgeleiteten und Naturstoff-inspi-
rierten Substanzen, siche Abbildung 1), und héhere mole-
kulare Komplexitdt und eine hohe Zahl an Stereozentren sind
zwei molekulare Eigenschaften, die Naturstoffe von typi-
schen, vorzugsweise auf der Basis von synthetischer Zu-
ginglichkeit entworfenen kombinatorischen Bibliotheken
unterscheiden. Es konnte gezeigt werden, dass ein direkter
Zusammenhang zwischen diesen molekularen Eigenschaften
und der Erfolgswahrscheinlichkeit in der Entwicklung von
Substanzen vom Wirkstoffvorldufer zum Medikament in der
Klinik besteht.'”) In ihrer Entstehung binden Naturstoffe an
mehrere Proteine. Zum einen verléduft die Biosynthese von

Stefan Wetzel studierte Chemie an den Uni-
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promovierte in der Abteilung von Prof.
Waldmann am Max-Planck-Institut fiir mo-
lekulare Physiologie tiber computergestiitzte
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tis auf den Gebieten der quantitativen Biolo-
gie und Computer-Systembiologie.

Herbert Waldmann wurde am 11. Juni 1957
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der Universitit Mainz. Danach folgte ein
Postdoktorat bei Prof. G. Whitesides an der
Harvard University. Es folgten Berufungen
auf Professuren an den Universititen Bonn
(1991), Karlsruhe (1993) und Dortmund
(1991) sowie als Direktor am MPI fiir mole-
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Gerust ist identisch zum

Gerust ist eng verwandt mit dem
Naturstoffgerust.

Naturstoffgerust.

Gerust wird typischerweise
durch Abbau des Naturstoffs
erhalten (auch die Synthese ist
maéglich).

Gerist wird typischerweise de novo
synthetisiert.

Substituenten werden wahrend der

Synthese eingefuhrt.
Substitutionsmuster ist

weitgehend durch die Reaktivitat
und Gerduststruktur des Naturstoffs
festgelegt.

Substitutionsmuster kann von dem
des Naturstoffs abweichen.

. . . Stereochemie kann variiert werden.
Kein Variieren der Stereochemie.

Abbildung 1. Naturstoff-abgeleitete und Naturstoff-inspirierte Sub-
stanzbibliotheken.

Naturstoffen typischerweise iiber mehrfache, einander nach-
geschaltete Bindung von Zwischenstufen an verschiedene
Enzyme. Zum anderen zeigen viele Naturstoffe eine Vielzahl
biologischer Wirkungen, sowohl innerhalb eines Organismus
als auch bei mehreren Spezies. Gemeinsam legen diese Be-
funde nahe, dass Naturstoffe hochstwahrscheinlich an ver-
schiedene Zielproteine binden und deren Funktion beein-
flussen. Das trifft besonders auf eng verwandte Analoga zu,
die eine gesamte Naturstoffklasse definieren. Tatséchlich sind
die Geriiststrukturen von Naturstoffen in der Natur hoch-
gradig konserviert (siche auch Abschnitt 2.1). Viele Natur-
stoffe, die iiber ein gemeinsames Geriist, aber verschiedene
Substitutionsmuster verfiigen, zeigen verschiedene Profile
biologischer Aktivitdt. Daher definieren Naturstoffgeriist-
strukturen evolutiondr ausgewdhlte ,privilegierte Struktu-
ren“." Diese verleihen der gesamten Substanzklasse die
Fahigkeit zur Interaktion mit und Bindung an verschiedene
Zielproteine und kodieren somit die strukturellen Eigen-
schaften, die fiir eine Bindung benétigt werden. Auf Grund
dieser Eigenschaften definieren Naturstoffgeriiststrukturen
diejenigen biologisch relevanten Teile des riesigen chemi-
schen Strukturraums, die in der Evolution besetzt wurden.
Gleichzeitig sind sie die Antwort der Natur auf die Frage nach
der Kartierung und Navigation im chemischen Strukturraum.
Wichtig ist jedoch, dass dies nicht die einzige Antwort auf
diese Frage darstellt — wie die Entwicklung von Wirkstoffen,
die nicht auf Naturstoffen basieren, durch die pharmazeuti-
sche Industrie seit mehr als einem Jahrhundert zeigt.
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Die hochselektive Erkennung von Naturstoffen und ihren
Vorstufen durch die Biosynthesemaschinerie, spezifische
Rezeptoren und Zielproteine setzt starke molekulare Wech-
selwirkungen zwischen den Naturstoffen und den Ligand-
bindungstaschen der Proteine voraus. Daher muss die Pro-
teinstruktur exakt auf die Strukturmerkmale der Naturstoffe
abgestimmt sein. Die dreidimensionale Struktur von Protei-
nen wird durch die Anordnung von Sekundirstrukturele-
menten, wie a-Helices und -Faltblittern, im Riickgrat des
Proteins bestimmt. Dadurch entstehen die charakteristischen
Faltungstypen der einzelnen Proteindoménen, die dann zu-
sammen die gesamte Proteinstruktur bilden. Kleinere Fal-
tungsbereiche innerhalb von Doméinen, so genannte Subfal-
tungen, legen die Groe und Form der Ligandbindungstasche
sowie die Anordnung der katalytischen und Ligand-erken-
nenden Aminosduren fest. Die jeweilige Struktur und die
chemischen FEigenschaften der Aminosdurebausteine hinge-
gen, vor allem die Seitenketten, bestimmen die Art der Li-
ganden, die gebunden werden konnen. Die Struktur der
Proteinfaltung ist stdrker konserviert als die Aminosédure-
sequenz, und Proteindoménen mit niedriger Sequenzdhn-
lichkeit konnen sehr #hnliche Faltungen einnehmen. Die
Gesamtzahl der Faltungstypen in der Natur wird auf 1000-
8000 geschétzt und fillt fiir die groBen Proteinfamilien noch
niedriger aus.!'”

In der Evolution sowohl der Naturstoffgeriiststrukturen
als auch der Proteinfaltungen ist die Natur konservativ, aber
divers in den Aminoséureseitenketten der Proteine und den
Substituenten der Naturstoffe. Auf dieser Erkenntnis fuSend
haben wir eine mogliche Analogie zwischen den Naturstoff-
geriststrukturen und den Subfaltungen der Ligandbindungs-
taschen sowie integrierten Ankerpunkten fiir die Bindung
vorgeschlagen und untersucht. Wir vermuteten, dass hoch
konservierte Naturstoffgeriiststrukturen auf die ebenfalls
hoch konservierten Subfaltungen der Ligandenbindungs-
taschen abgestimmt sind. Die Wechselwirkung der diversen
Naturstoff-Substituenten mit den ebenso diversen Amino-
sdaureseitenketten in der Ligandbindungstasche fiihrt zu einer
selektiven und starken Bindung. In diesem Fall bestimmt das
Naturstoffgeriist die rdumliche Anordnung der Substituenten
und daher auch, wie der Ligand in Ligandbindungstaschen
mit komplementédrer Form und Grofe, also die komplemen-
tiaren Subfaltungen, passt (siche Abbildung 2). Eine Bindung
kommt jedoch nur dann zu Stande, wenn die Eigenschaften
und GroBe der Naturstoff-Substituenten und der Aminosiu-
reseitenketten in der Ligandbindungstasche ebenfalls gut
zueinander passen. Nach diesem Konzept binden Naturstoffe
(und moglicherweise andere Klassen von niedermolekularen
Substanzen) mit &dhnlichen Geriiststrukturen hochstwahr-
scheinlich an Proteine mit dhnlichen Subfaltungen der Li-
gandbindungstasche. Daher konnte die Identifikation der
strukturellen Ahnlichkeit zwischen Naturstoffgeriiststruktu-
ren und Subfaltungen in Proteinen die Entwicklung Natur-
stoff-inspirierter Verbindungsbibliotheken lenken. Im Ideal-
fall enthalten solche Substanzbibliotheken, die auf Natur-
stoffgeriiststrukturen basieren und mit ausreichend diversen
Substituenten versehen sind, Liganden fiir mehrere Protein-
doménen mit dhnlichen Subfaltungen.
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Proteine

Begrenzte Zahl an Faltungstypen bedingt
konservierte Form der Bindungstaschen.

...AGHLAVRGAAKME...
...SGHLAVRGSARNMD...
...WYANGPADYS...
...YYANGPAEWV...

Unterschiedliche Aminoséuresequenzen
bestimmen die Interaktionsmuster in der
Proteinbindungstasche.

Abbildung 2. Geriistsubstituentenanalogie zwischen niedermolekularen Substanzen und Proteinen. Das
Geriist der niedermolekularen Substanz legt die rdumliche Orientierung der Substituenten fest, wihrend
die Subfaltung die Aminosiureseitenketten rdumlich ausrichtet. Eine Bindung resultiert, wenn kompati-
ble Substituenten in ihrer riumlichen Ausrichtung aufeinander treffen, sodass sie miteinander wechsel-

wirken kénnen.

Diese Argumentation riickt die Struktur der Molekiile
und der Ligand-erkennenden Proteinkernstrukturen in das
Rampenlicht der Auffindung bioaktiver Substanzen. Diese
Chemie-zentrierte Methode zur Substanzentwicklung ist
konzeptionell alternativ zu anderen validen Methoden, die
beispielsweise auf mechanistischen und evolutioniren Uber-
legungen beruhen oder auf die Maximierung chemischer
Diversitit abzielen (siche oben).

Von besonderer Wichtigkeit ist, dass die strukturelle Di-
versitdt der Ligandbindungstaschen, die durch die verschie-
denen Aminosduren bei gleicher Subfaltung entsteht, die
Entwicklung Naturstoff-inspirierter Substanzbibliotheken
zwingend erfordert. Eine solche Substanzbibliothek wird nur
dann Liganden fiir mehrere Proteine beinhalten, wenn die
Diversitdt der Substituenten der jeweiligen Naturstoff-
geriiststruktur auf die Diversitidt der Aminosédureseitenketten
abgestimmt ist, die moglicherweise in den strukturell dhnli-
chen Subfaltungen auftreten.

Zur Priifung und Entwicklung dieses Konzepts und der
Moglichkeit, neue biologisch prévalidierte Startpunkte im
chemischen Strukturraum fiir die Entwicklung synthetischer

Niedermolekulare Verbindungen

Begrenzte Zahl an Geruststrukturklassen bedingt die
konservierte Orientierung des Substituenten durch
die Ligandengeruste.

Verschiedene Substitutionsmuster bestimmen die
Interaktionsmuster einzelner Liganden.
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Substanzbibliotheken zu finden,
haben wir neue chemie- und
bioinformatische Methoden ent-
wickelt. Diese ermoglichen die
Identifikation, Analyse, Kartie-
rung und Navigation in den

HO, { Strukturrdumen der biologisch
0o relevanten Molekiile sowie der
Y Proteinbindungstaschen. Diese

Methoden wurden weiterhin ge-
nutzt, um die Entwicklung von
Substanzbibliotheken zu lenken
und die Bioaktivitdtsprofile be-
stimmter Substanzklassen vor-
herzusagen.

2.1. Strukturelle Klassifikation der
Naturstoffe (SCONP)

Frithe Untersuchungen der
Eigenschaften von Naturstoffen
zielten darauf ab,"® die Unter-
schiede zwischen Naturstoffen
und typischen Verbindungen aus
medizinalchemischen Program-
men zu verstehen sowie die mo-
lekularen Eigenschaften zu ent-
schliisseln, die fiir die biologische
Relevanz der Naturstoffe ver-
antwortlich sind. Spiter wurde
das Konzept der Geriiststruktur-
baume (,scaffold trees“) einge-
fiihrt und auf das ,,Dictionary of
Natural Products“ (DNP) ange-
wendet, woraus die erste struk-
turelle Klassifikation der Natur-
stoffe (SCONP) hervorging.!'¥
Diese Klassifikation kartierte effektiv den chemischen
Strukturraum der Naturstoffe, wie er im DNP, der umfas-
sendsten Datenbank von Naturstoffen, enthalten ist (Abbil-
dung 3).%

Zur Reduktion der hohen strukturellen Diversitdt der
Naturstoffe auf ein beherrschbares Mafl wurden Gertiist-
strukturen, definiert als alle Ringe des jeweiligen Molekiils
sowie die sie verbindenden aliphatischen Ketten und ring-
standige Doppelbindungen, anstelle von Molekiilen klassifi-
ziert und hierarchisch angeordnet. Dabei wird fiir jede Ge-
riiststruktur ein Ast erstellt, der durch iterativen Abbau der
Gertiststruktur um jeweils einen Ring pro Schritt entsteht.
Dieser Abbau wird durch einen Regelsatz gesteuert. Das
resultierende kleinere Geriist wird jeweils als , Elter” be-
zeichnet, das grofere Geriist als ,,Kind“. Ringe werden so
lange wie moglich wiederholt entfernt (in der Regel bis nur
noch ein einzelner Ring iibrig ist), wodurch eine Sequenz von
Gertiststrukturen entsteht. In dieser Abfolge, die auch als
»Ast“ des Geriiststrukturbaums bezeichnet wird, stellt jedes
Eltergeriist eine Substruktur des entsprechenden Kindgeriists
dar. Anders ausgedriickt erwichst ein Kindgeriist aus dem

Angew. Chem. 2011, 123, 10990 —11018
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Abbildung 3. Der Geruststrukturbaum der Naturstoffe.

Eltergeriist. Im letzten Schritt werden alle Aste zusammen-
gefasst und bilden dann den endgiiltigen Geriiststruktur-
baum. Der ,Naturstoffgeriistbaum“ diente als Orientie-
rungshilfe und zur Inspiration bei der Planung und Synthese
mehrerer Naturstoff-inspirierter Substanzkollektionen sowie
bei der Gewinnung neuer biologischer Erkenntnisse. Jedoch
sind nicht nur die Naturstoffe biologisch relevant, sondern
auch zahlreiche andere Substanzklassen, die nicht aus der
Natur stammen, insbesondere viele Wirkstoffe und Agro-
chemikalien. Aus diesem Grund war es notwendig, das Kon-
zept iiber die Naturstoffe hinaus zu erweitern. Die Integration
weiterer Substanzklassen bedingte Anderungen am ur-
spriinglichen Regelsatz, der fiir die Erstellung der struktu-
rellen Klassifikation der Naturstoffe genutzt wurde, und in
dem beispielsweise eine Regel verlangte, dass jedes Elter-
geriist tatsdchlich die Gertiststruktur mindestens eines Na-
turstoffs sein musste.

Zu diesem Zweck wurde ein neuer Satz von 13 Regeln
entwickelt,™ % der weitere Eigenschaften und dirigierende
Argumente einfiihrte. So stellen diese Regeln beispielsweise
sicher, dass jedes Kindgeriist mit genau einem Eltergeriist
verbunden ist. Obwohl durch diesen Schritt die Information
iiber alternative Aste groBtenteils verlorengeht, ist genau
diese Reduktion der Schliisselschritt, um ein visuell ver-
standliches Baumdiagramm mit deutlich erkennbarer Logik
statt eines komplexen Netzwerks zu erhalten. Solche Ver-
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einfachungen ermdéglichen die ,,Skalierung der menschlichen
Wahrnehmung“,[”] das heiBt, sie erlauben dem menschlichen
Verstand, mit groen Datenmengen umzugehen und diese zu
verarbeiten. Die Auswahl an Regeln und deren Reihenfolge
im Regelsatz basiert unter anderem auf synthetischem und
medizinalchemischem Wissen und ist daher teilweise sub-
jektiv. Diese Vorgehensweise ermoglicht eine sehr flexible,
aber dennoch intuitiv verstandliche Klassifikation, die prak-
tisch jedes Molekiil aufnehmen und mit anderen iiber Sub-
strukturbeziehungen verbinden kann.

Die anfiangliche Konzentration auf den von der Natur
genutzten chemischen Strukturraum in der ersten Version des
Naturstoffgeriistbaumes fiihrte zu vielen Liicken im Geriist-
strukturbaum. Die fehlenden Strukturen waren entweder im
Laufe der Evolution nicht synthetisiert oder bis dato nicht
entdeckt worden. Die Erstellung und Uberlagerung von Ge-
riiststrukturbdumen  verschiedener ~Molekiilbibliotheken
wurde durch diese Liicken sehr schwierig, wenn nicht sogar
unmoglich. Die verbesserte Version des Regelsatzes erlaubt
und generiert ,,virtuelle Geriiststrukturen®, um den Baum zu
vervollstindigen. Diese Geriiststrukturen représentieren
keine Molekiile des zu analysierenden Datensatzes. Sie ent-
stehen durch den iterativen Abbau der Gertiststrukturen und
existieren nur insilico. Diese virtuellen Geriiststrukturen
fillen die Liicken und stellen offensichtliche, vielverspre-
chende Ansatzpunkte fiir chemische und biologische For-
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schung dar. Der Begriff der ,Brachiation“ (deutsch:
»Schwinghangeln“) wurde der Anthropologie entliehen, in
der er die Bewegung von Gibbons in den Baumen ihres Le-
bensraumes beschreibt. Im Zusammenhang mit Gertist-
strukturbdumen wird dieser Begriff verwendet, um die Be-
wegung von groflen, komplexeren zu kleineren, strukturell
weniger komplexen Geriiststrukturen entlang der Aste zu
beschreiben. Es wird vorausgesetzt, dass die Art der biolo-
gischen Aktivitdt wihrend der Brachiation erhalten bleibt,
wenn auch in leicht verdnderter Form, z.B. in Bezug auf
Potenz (siche Abbildung 4). Insbesondere erfolgt die Bra-
chiation durch den Naturstoffgeriistbaum bei diesem Ansatz
entlang der Pfade biologischer Relevanz. Dadurch unter-
scheidet sie sich wesentlich von strukturellen Vereinfachun-
gen, die allein auf chemischen Kriterien basieren, z.B. Syn-
thetisierbarkeit der kleineren Geriiststrukturen oder retro-
synthetischen Uberlegungen. Brachiation basiert auf der
Hypothese, dass kleinere Geriiststrukturen Eigenschaften mit
groferen Geriststrukturen, deren Teil sie sind, gemeinsam
haben — dem Konzept, auf dem sich die Fragment-basierte
Wirkstoffentwicklung griindet.

Die Brachiation regte dazu an, den streng Chemie-
basierten Aufbau des Naturstoffgeriistbaumes um Biologie-
geleitete Strukturbiume zu ergéinzen und zu erweitern." So
scheiterten beispielsweise die Versuche, Morphin in den
ersten Naturstoffgeriistbaum einzufiigen (siche Abbil-
dung 22, Abschnitt 4). Die Ergidnzung des Geriiststruktur-
baumes um Gerdiiststrukturen von Substanzen, die keine Na-
turstoffe sind, aber dhnliche biologische Aktivitdt wie Mor-
phin zeigen, hitte es ermoglicht, die Liicken zu schlieen.
Biologie-geleitete Strukturgeriistbiume bieten eine alterna-
tive Perspektive auf den chemischen Strukturraum, indem sie
biologische Aktivitiit als Leitkriterium zum Aufbau der Aste
von Geriiststrukturen heranziehen. In diesem Sinne stellen
sie auf der Brachiation basierende Geriiststrukturbdume dar,
also Sequenzen von Geriiststrukturen mit sehr dhnlicher aber
leicht verdnderter biologischer Aktivitit. Bei der Biologie-
gesteuerten Navigation im chemischen Strukturraum werden
in jedem Abbauschritt alle moglichen Elter-Kind-Paare fiir
das jeweilige Kindgeriist gebildet. Der Aufbau von Asten
erfolgt dann nach gleicher biologischer Aktivitét, z.B. In-
vitro-Aktivitit gegen ein bestimmtes Protein. Sofern mehrere
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Elter-Kind-Paare &dhnliche biologische Aktivitit zeigen,
werden entsprechend mehrere Aste erstellt. Im letzten Schritt
wird dann der ldngste Ast mit den wenigsten Liicken ausge-
wihlt. Die Kombination dieser Aste zum endgiiltigen Ge-
riststrukturbaum erfolgt analog zu den Chemie-basierten
Geriiststrukturbdumen.

Der Wert der Geriiststrukturbdume beruht wesentlich auf
zusitzlicher verkniipfter Information aus verschiedenen
Quellen, beispielsweise dem Ursprung, der Héufigkeit, der
mittleren biologischen Aktivitdt der Geriiststrukturen oder
der Information iiber Zielproteine. Die Notwendigkeit,
hochgradig annotierte Geriiststrukturbdume darzustellen und
dynamisch mit ihnen zu interagieren, um sie intuitiv nutzbar
zu machen, fithrte zur Entwicklung des JAVA-basierten
Computerprogramms ,,Scaffold Hunter“.!"”) Scaffold Hunter
ermoglicht die automatische Darstellung, das Filtern von und
Navigieren in Geriststrukturbdumen auf intuitive Weise. Es
bietet Eigenschafts- und Struktur-basierte Filter, eine grof3e
Auswahl von Methoden zur farblichen Hervorhebung sowie
eine Vielzahl an individuell anpassbaren Einstellungen. Die
interaktive Navigation in den Gertiststrukturbdumen schlie3t
VergroBern und Verkleinern, das Schwenken des Sichtfeldes
sowie die automatische Erstellung von Teilbdumen basierend
auf ausgewdhlten Geriiststrukturen ein. Ein zweites Pro-
gramm namens ,,ScaffoldTreeGenerator” ermoglicht die Er-
stellung von Geriiststrukturdatenbanken aus SD-Dateien,?”!
einem Dateiformat, das von vielen weit verbreiteten Struk-
turzeichenprogrammen, wie unter anderem ChemDraw!®!!
und ISIS Draw,?? exportiert werden kann. Des Weiteren er-
laubt es auch den Import von zusitzlichen Daten, z.B. Bio-
aktivitdtsdaten. Gemeinsam ermdglichen es die beiden Pro-
gramme Chemikern und Biologen, die oft keine Experten in
Chemicinformatik sind, Gertuststrukturdatenbanken aus
praktisch jedem Datensatz von chemischen Strukturen und
damit verkniipften Daten aufzubauen und zu analysieren.
Beide Programme sind frei verfiigbar unter scaffoldhun-
ter.sourceforge.net.

Die Anwendung von Scaffold Hunter sowie der Chemie-
und Biologie-basierten Geriiststrukturbdiume zur Entde-
ckung bioaktiver Substanzen hiangt von dem zu analysieren-
den Datensatz und der Problemstellung ab. Chemie-basierte
Geriiststrukturbdume konnen fiir jede verfiigbare Zahl von

<:2 \S NH E%EQ
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Abbildung 4. ,Schwinghangeln“ im Ast eines Gertststrukturbaums verdeutlicht an einem Beispiel aus den N-Heterocyclen des Naturstoffgeriist-
baumes. In diesem Fall fithrt das Schwinghangeln vom pentacyclischen Geriist des Yohimbins, eines Inhibitors der Phosphatase Cdc25A, zu
tetra-, tri- und bicyclischen Geriiststrukturen. Ausgehend von diesen Geriiststrukturen wurden Substanzbibliotheken synthetisiert, in denen mehre-

re Cdc25A-Inhibitoren identifiziert wurden (Details siehe Abschnitt 3.2).
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Molekiilen und unabhéngig von den iibrigen verfiigbaren
Daten generiert werden. Sie konnen genutzt werden, um
verschiedene Datensédtze zusammenzufiigen und um Synthe-
seprojekte zu inspirieren. Die Bioaktivitits-basierten Ge-
riiststrukturbdume konnen grofSe Mengen von Bioaktivitéts-
daten integrieren und erlauben Vorhersagen von Bioaktivi-
taten. In vielen Fiéllen werden sich beide Methoden gegen-
seitig ergdnzen und sollten parallel angewendet werden,
sofern es die Daten erlauben.

Eine besonders vielversprechende und offensichtliche
Anwendung ist die Nutzung virtueller Gerdiststrukturen in
Chemie-basierten Geriiststrukturbdumen. Da virtuelle Ge-
riststrukturen Eigenschaften mit den benachbarten Gertist-
strukturen teilen, sollten sie gute Ausgangspunkte fiir die
Planung von mit biologischer Aktivitidt angereicherten Sub-
stanzbibliotheken darstellen. Ahnliches sollte auch fiir die
Biologie-basierten Geriiststrukturbdaume gelten. Gertist-
strukturen, die Liicken in den Asten darstellen, also Sub-
stanzklassen ohne Annotation fiir das betrachtete Protein,
konnen gute Startpunkte fiir die Entwicklung von Substanz-
kollektionen mit einer bestimmten, erwarteten Bioaktivitdt
sein.['”)

Um die Frage zu beantworten, ob virtuelle Geriiststruk-
turen, welche die Liicken in Chemie-basierten Geriiststruk-
turbdumen besetzen, vielversprechende Startpunkte fiir die
organische Synthese darstellen, wurde ein Gertiststruktur-
baum aus 765135 Strukturen der PubChem-Datenbank er-
stellt, die mindestens einen Ring enthalten und fiir die Daten
aus biologischen oder biochemischen Tests verfiigbar
waren.' Die in PubChem angegebenen Zielproteine wurden
dann mit einer Liste aus der WOMBAT-Datenbank vergli-
chen. WOMBAT® ist eine Datenbank mit Substanzen sowie
deren Bioaktivitdtsdaten aus der wissenschaftlichen Litera-
tur. Es wurden vielversprechende virtuelle Gertiststrukturen
gesucht, die neben Geriiststrukturen, die gegen das jeweilige
Zielprotein Aktivitdt aufweisen, liegen. Dabei wurden nur
Proteine beriicksichtigt, fiir die Daten in beiden Datenban-
ken verfiigbar waren. In WOMBAT wurde dann nach Ver-
bindungen gesucht, welche die virtuelle Geriiststruktur aus
PubChem enthalten und gegen dasselbe Protein aktiv sind,
also die Liicken im PubChem-Datensatz schlieBen.

Das Potenzial der Methode zur Vorhersage von vielver-
sprechenden Gertiststrukturen wurde anhand des Pyruvat-
kinase-Datensatzes in PubChem untersucht.” Vier Geriist-
strukturen wurden fiir die Erstellung einer kleinen Sub-
stanzkollektion ausgewdhlt. Diese wurde dann biochemisch
auf Inhibition und Aktivierung von Pyruvatkinase untersucht.
Neun Substanzen zeigten einen ACs-Wert <10 um in den
Tests. Virtuelle Geriiste aus Asten mit inhibitorischer Akti-
vitdt ergaben sechs Inhibitoren, und virtuelle Geriiste aus
Asten mit aktivatorischer Aktivitit fiihrten zu drei Aktiva-
toren. Eine Suche in Chemical Abstracts ergab, dass keine
dieser Substanzen vorher in irgendeiner Form mit Kinase-
inhibition in Verbindung gebracht worden war (Abbil-
dung 5).%

Wie vorstehend erwihnt, konnen Biologie-basierte Ge-
riststrukturbdume auf dhnliche Weise verwendet werden.
Eine entsprechende Analyse der WOMBAT-Datenbank mit
Bioaktivitits-basierten Geriiststrukturbdumen zeigte, dass
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Schwinghangeln fiir 1/3 aller Zielproteine moglich ist — in
vielen Fallen tiber 3 bis 9 Schritte. Unter diesen Zielproteinen
finden sich Vertreter aller grof3en Klassen von Proteinen, die
von Wirkstoffen adressiert werden, d.h. Kinasen, Opioid-
rezeptoren, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und Enzyme
(Abbildung 6). Es stellte sich heraus, dass Brachiation we-
sentlich weiter verbreitet ist als erwartet und eher die Regel
als eine Ausnahme darstellt.

Die Moglichkeit, Liicken in Asten fiir die Substanzent-
wicklung zu nutzen, wurde anhand von zwei Sequenzen fiir 5-
Lipoxygenase (5-LOX) und Ostrogenrezeptor alpha (ERa)
biochemisch untersucht. Der Ast fiir 5-LOX enthielt Ver-
bindungen mit 1 bis 7 Ringen, wobei auf der Ebene der Tri-
cyclen eine Liicke in der Annotation auftrat (Abbildung 7).
Der ERa-Ast reichte vom Geriist mit sechs Ringen bis zum
Monocyclus und wies eine Liicke auf der Bicyclus-Ebene auf
(Abbildung 8). Von vier Verbindungen, die ausgehend vom
tricyclischen 5-LOX-Geriist entworfen wurden, zeigten zwei
einstellig mikromolare ICs-Werte in einem zellbasierten
Testsystem. Basierend auf dem bicyclischen Gertiist fiir ERa
wurden acht Verbindungen entworfen. Konzentrationsab-
hiangige Messungen mit einem fluoreszenzbasierten Testsys-
tem identifizierten einen Inhibitor mit einem ICs,-Wert von
20 um gegen ERa und 4.6 pm gegen ERP. Obwohl die Wirk-
samkeit auf den ersten Blick nicht allzu stark erscheint, ergibt
eine nidhere Analyse, dass der nicht-optimierte Inhibitor nur
ca. 100-fach weniger potent ist, als das natiirliche Substrat
Estradiol.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Scaffold Hunter die Iden-
tifikation von Geriststrukturen ermoglicht, die Liicken
filllen, und zwar sowohl in Chemie-basierten als auch in
Biologie-basierten Geriiststrukturbdumen. Diese Strukturen
stellen vielversprechende Startpunkte zum Entwurf von fo-
kussierten Kollektionen niedermolekularer Substanzen dar,
in denen biologische Relevanz fiir das jeweils betrachtete
Protein angereichert ist.

Brachiation kann eine praktikable Strategie sein, um
strukturell einfachere Analoga zu identifizieren, besonders
bei der Entwicklung von Naturstoff-inspirierten Substanz-
bibliotheken. In vielen Fillen sind jedoch kaum Informatio-
nen iiber das Bioaktivitdtsprofil der Naturstoffe verfiigbar.
Daher sind Methoden zur Vorhersage von Bioaktivitit von
groBem Wert. Wie bereits oben erwihnt, ist Brachiation ein
weitverbreitetes Phinomen, und Geriiststrukturklassen, die
Liicken in (nicht) annotierten Geriiststrukturbdumen beset-
zen, konnen dhnliche biologische Aktivitit wie ihre benach-
barten Geriiststrukturen aufweisen. Die beiden Beobach-
tungen fiithrten zu der Hypothese, dass biologische Annota-
tion von annotierten auf nicht-annotierte Substanzbibliothe-
ken iibertragen werden konnte, indem die Gertiststruktur-
bdume der beiden Datensitze vereint werden (Abbildung 9).
Neben der direkten Annotation durch in beiden Datensétzen
enthaltenen Geriiststrukturen sollte sich die Annotation
entlang der Aste des Geriiststrukturbaumes iibertragen
lassen, analog zur Brachiation. Daher kann eine viel umfas-
sendere Annotation erreicht werden, da auch Geriiststruk-
turen, die ausschlieBlich im annotierten Datensatz enthalten
sind, ihre Annotation an benachbarte Geriiststrukturen im
selben Ast iibertragen konnen.
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Abbildung 5. Ausgewihlte Aste des Geriiststrukturbaumes basierend auf dem Pyruvatkinase-Datensatz und den Testergebnissen. Die vier virtuel-
len Geriiststrukturen sind rot dargestellt, zusammen mit der Zahl an Verbindungen fiir das jeweilige Geriist. a) Dieser Ast enthilt mehrere Geriist-
strukturen, die gute Aktivatoren der Pyruvatkinase reprisentieren. b, c) Aste, die Inhibitoren der Pyruvatkinase représentieren. Zusitzliche virtuelle
Geriststrukturen sind grau dargestellt. Die Blautdne représentieren die mittleren log(ACs,)-Werte aus dem Datensatz (dunkleres Blau bedeutet
héhere Aktivitit). Die Bilder wurden aus Scaffold Hunter exportiert. d) Inhibitoren und Aktivatoren der Pyruvatkinase mit einem 1C;-Wert <10 pum
aus dem Test der Pyruvatkinase (Daten verfiigbar in PubChem als Assay ID 2941). Abdruck nach Nat. Chem. Biol. 2008, 5, 581-583.

10998 www.angewandte.de

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angew. Chem. 2011, 123, 10990 —11018


http://www.angewandte.de

Biologie-orientierte Synthese

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren max.
Nuklearhormonrezeptoren ll'.\.St'
ange
andere Rezeptoren m<3
Kinasen =3
04
Proteasen o5
andere Enzyme |6
lonenkanale i
|3
andere Proteine E 09
0% 25% 50% 75% 100%

Anteil der Zielproteine mit
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Abbildung 6. Die Linge einer Brachiations-Sequenz, das heifdt die Zahl
an Ringen, die unter Beibehaltung dhnlicher Bioaktivitit entfernt
werden kénnen, fur die wichtigsten Klassen von durch Wirkstoffe
adressierten Proteinen. Die Verteilung der Lange der lingsten Aste pro
Protein tiber die Proteinklassen hinweg zeigt, dass fiir die meisten Pro-
teinklassen mehr als die Hilfte der Aste eine Lange von 4 oder mehr
aufweist.

Diese Hypothese wurde durch Annotation der Natur-
stoffstrukturen des y-Pyron-Astes des DNP mit Bioaktivi-
tatsinformation aus der WOMBAT-Datenbank gepriift.
Dafiir wurden die entsprechenden Gertiststrukturbdume aus
dem DNP und WOMBAT verschmolzen.

Aus WOMBAT wurden mehrere Geriiststrukturen iden-
tifiziert, bei denen dieselbe Aktivitdt fiir mehr als zwei der
fiinf Geriiste in einem Ast bekannt war. Eine Substanzkol-
lektion aus 500 y-Pyronen, die fiinf Geriiststrukturen auf drei
Hierarchieebenen abdeckten, wurde zusammengestellt.
Diese Bibliothek wurde auf Inhibition der in WOMBAT be-
schriebenen Proteine Monoaminoxidase A und B, der STAT-
Proteine STAT1, STAT3 und STATS5b (STAT =signal trans-
ducers and activators of transciption) sowie der sauren
Sphingomyelinase getestet. Bemerkenswerterweise wurden
Inhibitoren fiir alle Proteine entdeckt (Abbildung 10), die in
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einigen Fillen selektiv (auf Iso-Enzymebene) und dhnlich zu
Strukturen waren, welche unabhingig in ergebnisoffenen
Testreihen gefunden wurden.””!

Diese Ergebnisse belegen, dass Geriiststrukturbdume gut
geeignet sind, um neue Geriiststrukturen fiir die Entwicklung
von Substanzbibliotheken zu identifizieren, indem man die
Liicken in bekannten Datensétzen fiillt. Des Weiteren eroff-
nen sie die Moglichkeit, durch die Verschmelzung von Ge-
riiststrukturbdumen Bioaktivitdtsannotationen von Sub-
stanzklassen ohne Annotation vorherzusagen. Die prospek-
tive Annotation ist besonders wichtig fiir die Vorhersage der
biologischen Funktion von Naturstoffklassen. Allerdings ist
die Methode auf die Geriiststrukturen beschréankt und kann
nicht notwendigerweise die Annotation von biologischer
Aktivitdt fiir einzelne Naturstoffe leisten.

2.2 Proteinstrukturdhnlichkeitsclustering (PSSC)

Bindende molekulare Wechselwirkungen bedingen kom-
plementdre Strukturen in Ligand und Protein, wobei meist
die Substituenten des Liganden und die Seitenketten der im
Protein enthaltenen Aminosduren direkt beteiligt sind. Hohe
Sequenzihnlichkeit bei Proteinen fithrt meist zu sehr dhnli-
chen Strukturen und somit auch zur Bindung &dhnlicher Li-
ganden. Die Definition der Komplementaritit im PSSC-
Konzept geht iiber die Sequenzéhnlichkeit hinaus und inte-
griert Strukturen mit geringer Sequenz-, aber hoher struktu-
reller Ahnlichkeit. Wihrend Sequenzihnlichkeit durch
Analyse der Sequenzhomologie bestimmt werden kann,
werden fiir strukturelle Ahnlichkeit strukturbasierte Metho-
den benotigt.

Die dreidimensionale Anordnung der Interaktionspunkte
im Raum wird durch das Strukturgeriist bestimmt, d.h. durch
die molekulare Geriiststruktur oder die Anordnung des
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Abbildung 7. Ast eines Biologie-basierten Geriiststrukturbaumes fiir 5-LOX-Inhibitoren. Fiir die Geriiststruktur im Kasten ist keine Aktivitatsinfor-
mationen fiir 5-LOX bekannt. Sie diente als Vorlage fiir eine kleine Kollektion von Substanzen, die zwei mikromolare Inhibitoren enthielt.
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Inhibition von ERa/B: IC5y = 20 pm und 4.6 pm

Abbildung 8. Ast des Geriiststrukturbaumes fiir Inhibitoren des Ostrogenrezeptors a/f (ERa/p). Es waren keine
Verbindungen bekannt, welche die Geriiststruktur im Kasten enthielten und die Aktivitdt von ERa/p beeinflussten.
Daher diente dieses Geriist als Vorlage fiir eine kleine Kollektion an Verbindungen, die einen Inhibitor enthielt.

Proteinriickgrats (= Subfaltungstyp) in den Ligand-erken-
nenden Bindungsstellen des Proteins (Abbildung 2). Folglich
sollte fiir eine Bindung die Komplementaritdt auf der ab-
strakteren Ebene der Geriiststrukturen ebenfalls Vorausset-
zung sein. Liganden mit dhnlichen Gertiststrukturen werden
daher von Proteinen mit dhnlichem Subfaltungstyp der Bin-
dungstasche gebunden. Diese Hypothese bildet die Grund-
lage des Proteinstrukturdhnlichkeitsclusterings (PSSC), bei
dem Proteine nach der strukturellen Ahnlichkeit des Sub-
faltungstyps ihrer Bindungstasche gruppiert werden (Abbil-
dung 2). Die resultierenden Gruppen konnen dann genutzt
werden, um beispielsweise vielversprechende Substanzklas-
sen fiir Proteine oder alternative Zielproteine fiir eine be-
stimmte Substanzklasse zu identifizieren.

Ein erstes Beispiel fiir eine mogliche Anwendung des
PSSC basiert auf Literaturdaten.”! Der Farnesoid-X-Rezep-
tor (FXR), ein nukledrer Hormonrezeptor, der eine Schliis-
selrolle in Stoffwechselkrankheiten einnimmt, wurde ge-
meinsam mit dem Ostrogenrezeptor B (ERB)*! und dem
peroxisomalen  Proliferations-aktivierten = Rezeptor vy
(PPARY)® gruppiert. Obwohl die Sequenziihnlichkeit der
drei Proteine weniger als 20 % betrégt, ist der Subfaltungstyp
der Bindungstasche hochgradig konserviert (Abbildung 11).
Eine anschlieBende Literatursuche fiihrte zu dem Naturstoff
Genistein, einem bekannten Inhibitor von ERf3 und PPARY.
Der Wirkstoff Troglitazon beruht auf derselben Geriist-
struktur und ist ein bekannter Regulator von PPARY. Be-
merkenswerterweise wéren auch einige aktive Molekiile aus
einem Screening einer Substanzbibliothek mit 10000 Ben-
zopyranen gegen FXR durch PSSC vorhergesagt worden.
Zusitzlich ergab die Benzopyranbibliothek auch Liganden
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fir die anderen Pro-
teine des Clusters.
Dieser Befund unter-
streicht die Anwen-
0 dung von PSSC bei der
Entwicklung von Sub-
stanzbibliotheken.

Zunichst wurden
Suchen nach struktu-
¢ reller Ahnlichkeit in

der FSSP-Onlineda-
OH tenbank genutzt, um
die  Proteinstruktur-
O ahnlichkeitscluster zu
definieren. Die FSSP-
Datenbank basiert auf
dem Vergleich der
Faltungstypen  eines
nicht-redundanten
Teils der Protein Data
Bank (PDB) mithilfe
des DALI-Algorith-
mus. Die resultierende
Trefferliste wurde
dann nach Ahnlichkeit
und interessanten
Treffern analysiert,
z.B. Uberlagerungen
mit groBBer Struktur-, aber niedriger Sequenzédhnlichkeit. In
einem abschlieBenden Validierungsschritt wurden die
Ligand-erkennenden Kernstrukturen der Proteine des Clus-
ters manuell extrahiert. Dabei handelt es sich um einen ku-
gelformigen Ausschnitt der Proteinstrukturen, dessen Zen-
trum die Bindungsstelle des jeweiligen Proteins bildet.
Anhand der Uberlagerung dieser Kernstrukturen wurde die
strukturelle Ahnlichkeit visuell verifiziert. Allerdings fiihrte
diese Methode zu vielen falsch-positiven Uberlagerungen, bei
denen Teile des Proteins, die nicht in der Nidhe der Bin-
dungstasche liegen, sehr gut {iberlagern und so eine irrefiih-
rend hohe Ahnlichkeit ergeben. In einer verbesserten Me-
thode wurde daher zunédchst die Ligand-erkennende Kern-
struktur,® d.h. die Subfaltung um die Bindungstasche
herum, automatisch extrahiert. AnschlieBend wurden in der
FSSP-Datenbank alle Strukturen gesucht, die strukturell
dhnlich zu diesem ,,Ligand-erkennenden Kern“ sind. Dieses
Verfahren stellt sicher, dass die Ahnlichkeit wirklich in dem
Bereich um die Bindungstasche besteht und verringerte die
Zahl an falsch-positiven Ergebnissen drastisch, wodurch fo-
kussierte Folgeuntersuchungen moglich wurden (Abbil-
dung 12).

Die erste Version der PSSC-Methode wurde verwendet,
um neue Strukturtypen von Inhibitoren zu identifizieren.
Dazu wurde die Geriiststruktur eines Naturstoffs und Inhi-
bitors der Phosphatase Cdc25A genutzt, um neue Inhibitoren
fiir die anderen Proteine der Gruppe zu finden, z.B. fiir
Acetylcholinesterase (AChE) oder die 11p-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase 1 (HSD1, Abbildung 13). Eine Substanz-
bibliothek von Hydroxybutenoliden, einem fiir die Inhibie-
rung von Phosphatasen wichtigen Strukturmotiv, ergab neue
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Abbildung 9. a) die Verschmelzung zweier Gerliststrukturbdume (Drei-
ecke und Quadrate) erzeugt einen neuen Baum. In diesem neuen Ge-
riiststrukturbaum représentieren die Knoten Molekiile, die entweder
aus beiden Baumen (gefiillte Kreise), aus nur einem Baum (gefiillte
Dreiecke/Quadrate) oder aus keinem Baum (umrissene Dreiecke/Qua-
drate) stammen. Annotationen, beispielsweise fiir Zielproteine, kénnen
direkt iibertragen werden, sofern ein Knoten Molekiile aus beiden
Biumen repriasentiert, oder indirekt durch Brachiation. b) Eine vy-
Pyron-Bibliothek mit 500 Substanzen wurde aufgebaut, die fiinf ver-
schiedene Geriiststrukturen im Baum abdeckt.

Inhibitoren fiir AChE- und 113-HSDs (fiir eine detailliertere
Diskussion dieser Ergebnisse siche Abschnitt 3.2).1%

In einem neueren Beispiel wurde ein Proteinstruktur-
dhnlichkeitscluster um gastrische Lipase gesucht, einem
Enzym das durch Substanzen mit dem (-Lacton-Motiv mo-
duliert wird, einschlieBlich des kommerziellen Wirkstoffs
Tetrahydrolipstatin (Orlistat). Die Ahnlichkeitssuche mit der
Ligand-erkennenden Kernstruktur der gastrischen Lipase
ergab als strukturell dhnliches Protein unter anderem Acyl-
proteinthioesterase 1 (APT1). Eine auf Tetrahydrolipstatin
basierende Substanzbibliothek wurde synthetisiert und bio-
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ICs0: 1-10 pm
7 selektiv fir Mao A
6 selektiv fiir Mao B
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Geruststrukturklassen!

3 aktive Substanzen
ICs0: 3-22 um
selektiv fir saure
Sphingomyelinase
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ICs0: 14 - 70 MM
zwei nicht-selektive
STAT1-SH2-Domanen-
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Abbildung 10. Proteinklassen, die in WOMBAT als Ziele des y-Pyron-
Astes annotiert sind, und fiir die Inhibitoren gefunden wurden. Interes-
santerweise wurden aktive Substanzen fiir alle Proteine gefunden, die
fiir nicht-optimierte Substanzen eine bemerkenswerte Selektivitat und
Wirksamkeit aufwiesen.

chemisch gegen APT1 getestet. Interessanterweise konnten
mehrere Inhibitoren von APT1 mit ICy,-Werten im mikro-
und nanomolaren Bereich identifiziert werden (fiir eine de-
tailliertere Diskussion der Ergebnisse sieche Abschnitt 3.2).5
Diese beiden Beispiele fiir die erfolgreiche Anwendung
des PSSC legen nahe, dass die Methode in der Tat einen
gangbaren Weg zur Identifikation neuer Protein-Ligand-
Paare bietet. Fiir Schlussfolgerungen zur generellen An-
wendbarkeit des PSSC oder iiber den Anwendungsbereich
der Methode ist es in Anbetracht der geringen Zahl an mo-
mentan abgeschlossenen Studien allerdings zu friih.*¥

3. Biologie-orientierte Synthese (BIOS)

Die strukturelle Klassifikation der Naturstoffe (SCONP)
einschlieBlich ihrer Erweiterung auf Strukturklassen, die
keine Naturstoffe sind, und PSSC sind zwei komplementire
Herangehensweisen, um biologisch relevante Strukturklassen
im riesigen chemischen Strukturraum zu finden. Allein oder
gemeinsam synergistisch angewendet bilden sie die Grund-
lage des von uns entwickelten Prinzips der Biologie-orien-
tierten Synthese (BIOS) (Abbildung 14).5¢3

BIOS verlangt nach biologischer Relevanz als priméres
Kriterium fiir die Auswahl von Substanzklassen und Gertist-
strukturen. Diese inspirieren die Synthese von Substanz-
bibliotheken, die mit biologischer Aktivitdt angereichert sind.
BIOS-basierte Substanzbibliotheken sind typischerweise
nicht grof3 und miissen es auch nicht sein. Nach unserer Er-
fahrung ergibt das Screening solcher Bibliotheken Treffer-
quoten von 0.2-1.5 %, woraus sich eine Bibliotheksgrof3e von
200-500 Verbindungen ergibt, um Substanzen fiir die weitere
Entwicklung zu erhalten. Die Synthese kann die Anwendung
anspruchsvoller chemischer Methoden und mehrstufiger Se-
quenzen erfordern, besonders wenn Naturstoff-inspirierte
Bibliotheken synthetisiert werden sollen. Diese Investition in
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Abbildung 11. Proteinstrukturihnlichkeitscluster von ER3 im Komplex mit Genistein (Ill, dunkelgrau), PPARy
mit Rosiglitazon (grau) und Farnesoid-X-Rezeptor (hellgrau). Die Uberlagerung der Ligand-erkennenden
Kernstrukturen verdeutlicht die strukturelle Ahnlichkeit der Strukturen von Benzopyran-basierten Liganden

fr ERB, PPARY und FXR.

Extraktion
der Kern-
struktur

Strukturelle
Information

Struktur-
vergleiche

Abbildung 12. Die verbesserte PSSC-Methode. Die Ligand-erkennende Kernstruktur wird
vor der Ahnlichkeitssuche extrahiert und statt der Gesamtstruktur fiir die Suche verwen-
det. Dadurch wird die Suche nach struktureller Ahnlichkeit auf den relevanten Bereich um
die Bindungstasche fokussiert und so die Quote an falsch-positiven Ergebnissen deutlich

gesenkt.

die chemische Entwicklung gleicht sich jedoch sehr gut durch
die kleinere benotigte BibliotheksgroBe aus. BIOS fiihrt zu
relevanteren Substanzklassen, verlangt aber unter Umstédn-
den nach anspruchsvollerer Chemie.

Bedingt durch die Reduktion der strukturellen Komple-
xitdt im Vergleich zu den als Inspiration genutzten Natur-
stoffen konnen die initialen Treffer aus dem Screening von
BIOS-Bibliotheken unselektiv sein und mehrere Proteine mit
dhnlichen Ligand-erkennenden Kernstrukturen binden.
Gleichzeitig konnen sie eine begrenzte Potenz aufweisen, z. B.
1C,5-Werte im mikromolaren Bereich. Bei solchen Konzen-
trationen muss auerdem mogliche unspezifische Bindung in
den Screens in Betracht gezogen werden. Dies erfordert eine
griindliche Entwicklung der Screening-Bedingungen und
Folgeexperimente einschlielich angemessener Kontroll-

FXR-Ligand
ECs,=0.188 um

ering
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experimente. Dabei handelt
es sich allerdings um gene-
relle Probleme, die héaufig
beim Screening und der
Entwicklung von so genann-
ten ,,tool compounds* (Sub-
stanzen, die zur Erforschung
biologischer Systeme einge-
setzt werden) und frithen
Wirkstoffkandidaten auftre-
ten. Sie bedingen die weitere
Entwicklung der initialen
Treffer, um potente und se-
lektive ,,tool compounds* zu
generieren.” Diese Not-
wendigkeit ist in der medizi-
nalchemischen und che-
misch-biologischen For-
schung jedoch stets gegeben.
cl BIOS wurde urspriing-
Cl lich auf der Basis der Struk-
turen von Naturstoffen ent-
wickelt. Das Schliisselkrite-
rium fiir BIOS ist jedoch die
biologische Relevanz, nicht
das Vorkommen in der
Natur. Daher schliefit BIOS
die Naturstoffe mit ein, ist
aber nicht auf diese be-
schriankt, sondern umfasst
auch weite Teile des iibrigen
chemischen Strukturraums.
Insbesondere umfasst diese
Erweiterung auch die zahlreichen Verbin-
dungsklassen, die aus mehr als 100 Jahren
pharmazeutischer Entwicklung hervorgegan-
gen sind und nicht zu den Naturstoffen ge-
horen.

Sowohl SCONP- als auch PSSC-basierte
Substanzbibliotheken beruhen auf struktur-
basierten Argumenten. Bei den aus SCONP
abgeleiteten Substanzbibliotheken lenken die
Gertiststrukturen bioaktiver Molekiile die
Entwicklung und Synthese, wobei sich die
biologische Relevanz vom biosynthetischen
Ursprung und der biologischen Aktivitét herleitet. Gemein-
same Proteinstrukturen bilden die Basis fiir PSSC-basierte
Bibliotheken und belegen deren biologische Relevanz. Beide
Methoden fiir sich alleine geniigen, um BIOS zu inspirieren
und konnen als Hypothesengenerator dienen.

Dariiber hinaus kénnen SCONP und PSSC gemeinsam
auf synergistische Weise angewendet werden, wobei sie sich
gegenseitig bestiarken. Die Entwicklung von 11HSD1- und
APT1-Inhibitoren, die oben kurz erwidhnt wurden und unten
detaillierter diskutiert werden, sind iiberzeugende Beispiele
fiir die Leistungsfahigkeit der Methode.

Die synergistische Anwendung wird oft durch die feh-
lenden Daten fiir Bioaktivitit erschwert, besonders bei Na-
turstoffen, sowie durch fehlende Proteinkristallstrukturen,

Visuelle
Verifikation
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Cdc24A-Phosphatase (hell) und Acetylcholinesterase (dunkel) und zung der BIOS-Methode ge-
11-B-Hydroxysteroiddehydrogenase (dunkel) Cdc25A-Phosphatase (hell) nutzt werden sollen. Prinzipi-
ell sollte die strukturelle
Ahnlichkeit zwischen Protei-
nen der Naturstoffbiosynthese

) & . s =G / . und anderen Proteinen auf
g T Y — ( mogliche Zielproteine fiir
/ \(:‘ ., O#f\o"‘ /// diese  Naturstoffe  hinwei-
; N® 0oy \ sen.! So zeigte ein Vergleich
R Cdc25A:9.4 M der Proteinfaltungstopologie

(PFT) der Enzyme Chalcon-
t synthase (CHS), Chalconiso-
merase (CHI) und Anthocy-
‘ Bibliothek von Analoga anidinsynthase (AND)’ die
Schliisselschritte in der Bio-
synthese von natiirlich vor-

o)
) Me kommenden Chalconen und
o OH HO lflavanoiden katalysieren,
o Ahnlichkeit mit dem katalyti-
(¢} \\ schen Zentrum der Phospho-
o}

inositid-3-kinase (PI3K).

Cdc25A: 0.35 um Cdc25A: 0.35 um Cdc25A: 1.8 um Obwohl CHS, CHI, ANS und

AChE: > 20 pm AChE: > 20 pm AChE: > 20 pm PI3K ihrem Faltungstyp nach
11BHSD1: 14 pm 11BHSD1: 14 pm 11BHSD1: 19 um

als sehr verschieden gelten,
fanden sich &hnliche Anord-
nungen von verschiedenen
Sekundarstrukturen, d.h.
PFTs. In der Tat waren
insbesondere mit gebundenen Liganden oder Inhibitoren. Chalcone unter den ersten gefunden Klassen von Kinase-
Das Fehlen von Proteinkristallstrukturen fillt besonders ins  inhibitoren.F”l Dieser Ansatz stellt eine Verbindung zwischen
Gewicht, wenn biosynthetische Argumente zur Unterstiit-  den biosynthetischen Enzymen eines Naturstoffs und seinen

11BHSD2: 2.4 um 11BHSD2: 2.4 um 11BHSD2: 6.7 UM

Abbildung 13. Cluster der Proteine HSD, Cdc25A und AChE sowie der zugehdrigen aktiven Substanzen aus
einer Dysidiolid-inspirierten Substanzbibliothek.

?/ OSO;Na

Zusammenfiihrung
aufgrund
biologischer
Prévalidierung

Strukturgeriistbaum

D BIOS
_} Design von
OH R Substanz-
bibliotheken
Substanzbibliotheken

basierend auf
biologischer Relevanz

Zielproteincluster

Abbildung 14. BIOS verbindet den chemischen und biologischen Raum, d.h. Proteinstrukturihnlichkeitscluster und Substanzbibliotheken, durch
biologische Vorvalidierung. Dabei geht es weit iiber Naturstoffe hinaus und schliefit alle Substanzklassen mit bekannter biologischer Relevanz mit
ein.
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moglichen Zielproteinen her. Das liickenhafte Wissen tiber
viele biosynthetische Enzyme und ihre Strukturen begrenzt
allerdings die Anwendbarkeit dieser Methode.

3.1. BIOS in der Entwicklung von Substanzbibliotheken

Eine Nutzung von BIOS fiir medizinalchemische und
chemisch-biologische Forschung verlangt nach der Synthese
von Substanzbibliotheken basierend auf biologisch relevan-
ten Strukturgeriisten. Naturstoffe stellen eine groBe Quelle
von bioaktiven Molekiilen dar. Der begrenzte Zugang zu
diesen Molekiilen aus natiirlichen Quellen oder durch syn-
thetische und semi-synthetische Verfahren schrankt die wei-
tere Nutzung in den Biowissenschaften aber oft ein. Es ent-
steht daher ein Bedarf an Synthesen komplexer naturstoff-
dhnlicher Molekiile in ausreichender Menge und Zahl, der
nach der Entwicklung neuer, mit den Randbedingungen der
Bibliothekssynthese kompatibler Strategien und Methoden
verlangt. Ein synergistischer Ansatz zur Nutzung der Leis-
tungsfahigkeit aktueller organischer Synthesen und der
Technologie der kombinatorischen und parallelen Synthese
wird benétigt, um fokussierte Bibliotheken auf der Basis von
Kerngeriiststrukturen von Naturstoffen und anderer biolo-
gisch relevanter Strukturtypen zu synthetisieren. Besonders
begehrt und schwierig sind chemische Reaktionen und Re-
aktionssequenzen (im Bezug auf hohe Gesamtausbeuten und
weniger einzelner Reaktionsschritte), die leicht verfiigbare
Subtrate nutzen und komplexe Naturstoff-basierte Struktu-
ren aufbauen. Dieser Herausforderung wurde beispielsweise
durch die kiirzlich entwickelten Mehrkomponentenreaktio-
nen, Kaskaden- und Dominoreaktionen, multikatalytische
Eintopfreaktionen und asymmetrische Festphasensynthesen
zur Herstellung Naturstoff-dhnlicher Molekiile begegnet. !
Angesichts der verschiedenen Ringsysteme und Kerngeriist-
strukturen in Naturstoffen ist die Wahl eines bevorzugten
Ringsystems als Ziel fiir die Bibliothekssynthese oft alles
andere als trivial. Statistische Analysen der Gertiststrukturen
der Naturstoffe im DNP zeigten, dass mehr als die Hélfte aller
Naturstoffe in der Datenbank mit einem Molekulargewicht
unter 1000 gmol " zwei, drei oder vier Ringe enthalten. Sys-
teme mit zwei bis vier Ringen sind also gute Startpunkte fiir
die Entwicklung naturstoffbasierter Substanzbibliotheken
(Abbildung 15). Bei der Synthese sollte bedacht werden, dass
bei Naturstoff-abgeleiteten Substanzbibliotheken die Ge-
riststruktur identisch mit der des jeweiligen Naturstoffs ist,
wohingegen in Naturstoff-inspirierten Bibliotheken die Ge-
riiststruktur moglicherweise nicht identisch, aber nahe ver-
wandt zur Struktur des zugrundeliegenden Naturstoffs ist.
Die Geriiststruktur wird typischerweise durch De-novo-Syn-
these aufgebaut, wobei das FEinfiilhren von Substituenten
sowie die Variation der Substitutionsmuster und der Stereo-
chemie ermdglicht werden (siche Abbildung 1). Im Folgen-
den fassen wir ausgewéhlte Synthesen Naturstoff-inspirierter
Substanzkollektionen zusammen. Fiir einen aktuellen Uber-
blick iiber das Gebiet empfehlen wir dem Leser umfassendere
Ubersichtsartikel.*)

Eine Naturstoff-inspirierte Synthese wurde entwickelt,
um biologisch aktive Analoga des natiirlich vorkommenden
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Abbildung 15. Vorkommen von Geriiststrukturen mit verschiedenen

Zahlen an Ringen in Naturstoffen. 20.8% aller Naturstoffe enthalten
drei Ringe und markieren das Maximum der Verteilung. Die Geriist-
strukturen mit zwei und vier Ringen liegen innerhalb einer Standard-
abweichung, und 52.8% aller Naturstoffe enthalten Geruststrukturen
mit zwei, drei oder vier Ringen.

Phosphataseinhibitors Dysidiolid (5; Schema 1) zu identifi-
zieren. Dafiir wurde das chirale Dienophil 2 eingesetzt, um
den stereodirigierenden Einfluss des an die feste Phase ge-
bundenen chiralen Diens 1 zu verstirken.*”! Das bicyclische
Geriist 3 wurde durch eine Diels-Alder-Reaktion des Diens 1
mit dem von Tiglinaldehyd abgeleiteten Acetal 2 aufgebaut,
wobei ein endo/exo-Verhiltnis von 91:1 und eine Selektivitét
von 95:5 zugunsten des gewiinschten endo-Isomers beob-
achtet wurden. Das Cycloaddukt 4 wurde durch Ring-
schlussmetathese (RCM) freigesetzt. Weitere Modifikationen
des Cycloaddukts 4 ergaben Dysidiolid-Analoga. Die biolo-
gische Untersuchung der fokussierten, kleinen Substanz-

1) TMSOTf,

: DCM, -78°C O/\O N

2) PTSA, Aceton,

o/j\ DCE, H,0
R —_—
golas

1 2

Grubbs-I-
Katalysator

weitere Modifikationen,
die Dysidiolid-inspirierte «——
Substanzen ergeben -

Dysidiolid Dysidiolid-inspirierte Verbindung

Schema 1. Festphasensynthese von Dysidiolid-inspirierten Verbindun-
gen. TMS =Trimethylsilyl, DCM = Dichlormethan, PTSA = p-Toluolsul-
fonsiure, DCE = Dichlorethan.
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bibliothek ergab mehrere Phosphataseinhibitoren mit cyto-
toxischer Aktivitit gegen verschiedene Krebszellinien, wobei
das Dysidiolid-dhnliche Molekiil 6 als potentester Inhibitor
der Phosphatase Cdc25A mit einem ICs,-Wert von 0.8 pum
identifiziert wurde.

Die Synthese einer Substanzbibliothek an der festen
Phase verlangt oft nach einer Anpassung bekannter Synthe-
semethoden an ein Format zur Bibliothekssynthese. Ent-
wicklungen bei der asymmetrischen Festphasensynthese
haben beispielsweise die Herstellung Naturstoff-inspirierter
Substanzbibliotheken ermoglicht.”®! Ein eindrucksvolles
Beispiel ist die enantionselektive Carbonylallylierung — eine
der bedeutendsten Umwandlungen funktioneller Gruppen —
fiir die stereoselektive Festphasensynthese einer Bibliothek
Naturstoff-inspirierter 8-Lactone (Schema 2).*!l Die Synthe-

Naturstoffe

(0]
Q 2. QQ oR 077
QO OR /\/\/'\/\
L-Ipc,BAlI HE- | A
o\ > /\/\) 13
0 9 s
/\)LH ]
0 OoRr
7 . : o
D-lpcyBAll 9 2 0O OR O =
| ~
0\9 ko | "o
/\MH O\O OR 07 ~F
1 H
b)
X

Schema 2. Synthese stereoisomerer d-Lactone durch asymmetrische Allylierung von Aldehyden an
fester Phase als Schliisselschritt. a) 1. L-Ipc,BAll, 2. Acrylierung; b) 1. b-Ipc,BAll, 2. Acrylierung;
c) 1. Grubbs-Katalysator der 2. Generation, 2. Abspaltung von der festen Phase.

seroute zu den Naturstoff-Analoga beinhaltet mehrere ste-
reokomplementédre Allylierungsreaktionen am polymeren
Trager gefolgt von einer Ringschlussmetathese. Daher
wurden vor der Bibliothekssynthese die Reaktionsbedin-
gungen fiir die Allylierung immobilisierter Aldehyde mitels
B-allyl(diisopinocampheyl)boran (Ipc,Ball) in hoher Aus-
beute und Enantionselektivitdt optimiert. Die Allylierung des
polymergebundenen Aldehyds 7 mittels L-Ipc,BAll ergab
polymergebundenes 8 in einem syn:anti-Verhiltnis von 85:15.
Vorsichtige Ozonolyse der Doppelbindung ergabt Aldehyd
10. Dieser wurde einer zweiten Allylierung mit L-Ipc,Ball
unterworfen, und der entstandene sekundire Alkohol in den
Acrylsdureester 12 umgewandelt. Ringschlussmetathese mit
dem Grubbs-II-Katalysator ergab das o,f-ungesittigte
Lacton 16, das vom polymeren Triager abgespalten (TFA,
Trifluoressigsdure) und acetyliert wurde.
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Das all-syn-Isomer aus Cryptocarya diacetat wurde in
einer Ausbeute von 11% mit einfacher Flash-Chromatogra-
phie isoliert. Alle moglichen acht Stereoisomere des d-Lac-
tons wurden mit dieser Reaktionssequenz hergestellt, wobei
die Allylierungsreaktion stereokomplementir verwendet
wurde. Die Anpassung einer asymmetrischen Reaktion an die
feste Phase ist oft nicht einfach. Dennoch zeigt das Beispiel
des Lactons, dass die heutigen Synthesemethoden im Prinzip
die Synthese aller Stereoisomere eines Naturstoffs erlauben.

Ein weiteres Beispiel der asymmetrischen Festphasen-
synthese bilden stereokontrollierte Aldolreaktionen, mit
deren Hilfe eine Naturstoff-inspirierte Substanzbibliothek
von Spiroacetalen aufgebaut wurde. Substanzen mit Spiro-
acetalen kommen in der Natur héufig vor und sind fiir ihre
diverse biologische Aktivitdt bekannt. Insbesondere das
rigide Spiro[5.5]ketal-Ringsystem
findet sich als Fragment in vielen
komplexen Naturstoffen mit einer
breiten Palette an biologischer Akti-
vitit.*?! Die auBergewohnlich potenten
Spongistatine, welche die Tubulin-Po-
lymerisation inhibieren, enthalten ein
Spiroacetal-Fragment in ihrem macro-
cyclischen Geriist, ebenso wie der
Proteinphosphatase-Inhibitor Tauto-
mycin.®®! Zur Untersuchung der bio-
logischen Funktionen des Spiroacetal-
17 motivs, einschlieBlich der mit dem zu-

grunde liegenden Naturstoff ver-
gleichbaren Bioaktivitidt, wurde eine
0 Festphasensynthese von Spiroacetalen

N OR' OR? Q | mit der asymmetrischen Aldolreaktion
als Schliisselschritt entwickelt. Um zu

18 9 Spiro[5.5]ketalen zu gelangen, wurde

eine Aldolreaktion des festphasenge-

19

bundenen Aldehyds 20 mit dem vorab
gebildeten Z-Borenolat 21 durchge-
fiihrt, die das enantiomeren-

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

angereicherte Aldodaddukt 22 ergab.
Im Unterschied zur Synthese in fliissi-
ger Phase benotigte die Reaktion an
fester Phase zwei Wiederholungen mit
sechs Aquivalenten des chiralen Rea-
gens 21 bis zur vollstindigen Umsetzung des Aldehyds. Eine
weitere anti-selektive Aldolreaktion an der festen Phase mit
dem E-Borenolat ergab die geschiitzten Bis-f3-hydroxyketone
23 als fortgeschrittene Vorstufen der finalen Spiroacetale 24.
Gleichzeitige Entschiitzung der PMB-Gruppe und Acetal-
bildung wurden durch oxidative Spaltung mit DDQ erreicht,
wobei das Spiroketal 24 freigesetzt wurde. Das Verhéltnis der
Diastereomere des Produkts zeigt, dass die zweite Aldol-
reaktion in den Fillen mit gleicher Stereochemie (,,matched
case*) lediglich ein Diastereomer des Spiroacetals 24 ergibt,
wihrend in den Fillen mit unterschiedlicher Stereochemie
(,,mismatched case*) eine geringere Stereoselektivitit beob-
achtet wurde. Fiir das Spiroacetal 25 (Schema 3) aus der
Substanzbibliothek wurde die Inhibiton der Phosphatasen
VHR und PTP1b mit ICs-Werten von 6 um und 39 um
nachgewiesen.
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[2,3-a]chinolizidinen ergab
450 Verbindungen in sechs
bis acht Reaktionsschritten.
Der Syntheseentwurf basiert
auf der Lewis-Siure-vermit-
telten Mannich-Michael-Re-

T 0 och o) aktion zwischen immobili-
3 .
sierten D- oder L-Trypto-
Me” OH phaniminen 29 und elektro-
Spongistatine; zytotoxisch gegen mehrere Krebszelllinen, Tautomycin; nenreichen  Silyloxydienen
inhibieren Tubulinpolymerisation Inhibitor der Phosphatase 1 und 2A . .
30. Die Enaminonprodukte
31 wurden anschlieBend

a) o8P0

R O N NG R
oo~y L g

1) 21 (6.0 Aquiv.), CH,Cl,, -78°C
20 bis 0°C, dann H,0,, 22
DMF/MeQOH, Puffer (2 Zyklen)
2) TBSCI

oTBSO

b)

oTBSO

OH OTE

H 0
/\/\)j\ — H
BnO H

26 27

Schema 3. Synthese Naturstoff-inspirierter Spiroacetale. TBS =tert-Butyldimethylsilyl, DDQ =2,3-Dichlor-5,6-
dicyan-1,4-benzochinon, TIPS =Triisopropylsilyl, PMB = p-Methoxybenzyl, TES =Triethylsilyl, Bn=Benzyl.

Dariiber hinaus storte die Verbindung 25 den geordneten
Aufbau des Mikrotubulinetzwerks in einer humanen Krebs-
zelllinie.*¥

Auf dhnliche Weise wurde ein Fragment des Naturstoffs
Spongistatin, der die Spiroketalstruktur 28 enthilt, an der
festen Phase hergestellt.*”) Dazu wurde der immobilisierte f3-
Hydroxyaldehyd 26 zwei aufeinander folgenden stereoselek-
tiven Aldolreaktionen unterworfen, die das Bis-B-hydroxy-
keton 27 ergaben. Aus dem geschiitzten Polyol 27 ging das
Spiroacetal 28 durch Abspaltung von der festen Phase und In
-situ-Cyclisierung hervor.

Diese Beispiele verdeutlichen, wie BIOS zur Identifika-
tion strukturell einfacherer Startpunkte fiir die Entwicklung
von Substanzbibliotheken beitrédgt und gleichzeitig zu neuen
Inhibitorklassen fiihrt. In einem weiteren Versuch, den
Strukturraum der Naturstoffe mit BIOS zu erkunden, wurden
Indolalkaloidgertiste als Zielstrukturen ausgewéhlt. Die Wahl
basiert auf den strukturell komplexen Alkaloiden Yohimbin
und Ajamalicin, die beide die Proteinphosphatase Cdc25A
inhibieren. Analyse mit SCONP sowie Brachiation (=Be-
wegung entlang eines Astes) entlang der natiirlichen Priva-
lidierungslinie fiithrten zu tetracyclischen Indolo[2,3-a]chino-
lizidinen (Schema 4). Eine Festphasensynthese von Indolo-

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

durch Behandlung mit Saure
? 7°°9 ?TBSOPMB oder Phosgen cyclisiert, wo-
OAO/\/'\HY\/LW durch tetracyclische Ketone
23 und Vinylchloride entstan-
den. Diese wurden weiter
derivatisiert sowie basen-
oder sdurekatalysiert vom
polymeren Trédger abgespal-
ten und ergaben die Indolo-
chinolizidine 32 und 34
(Schema4) in hohen Ge-
samtausbeuten.*"! Die Indo-
lochinolizidin-Bibliothek
enthielt zwei Cdc25A-Inhi-
bitoren mit ICs,-Werten ver-
gleichbar dem des Natur-
stoffs. Die Tryptophanimine
29 wurden ebenfalls genutzt,
um eine Macrolin-inspirierte
Substanzbibliothek*”! zu
synthetisieren,  bestehend
aus tetracyclischen Indol-
Derivaten 35 mit einem ge-
meinsamen Cycloocta-
[6]Indol-Geriist. Die Reduktion des Imins 29 gefolgt von
einer Pictet-Spengler-Reaktion mit Methyl-4,4-dimethoxy-
butyrat fithrte zu den 1,3-trans-p-Carbolinen 33. Die zur
Herstellung des tetracyclischen Geriists notwendige 1,3-cis-
Umlagerung wurde durch Abspaltung von der festen Phase
und regioselektive Epimerisierung unter basischen Bedin-
gungen ausgelost. Das dabei entstehende cis-Isomer durch-
lauft eine Dieckmann-Cyclisierung zum [-Ketoester 35. Die
so hergestellte Macrolin-inspirierte Substanzbibliothek mit
ca. 100 Verbindungen ergab potente Inhibitoren der myco-
bakteriellen Phosphatase MptpB.

FEine andere Naturstoff-inspirierte Synthese zielte auf das
Diaza-verbriickte tetracyclische Indolgeriist ab, das Be-
standteil vieler Alkaloide ist (Schema 4).*¥! Das marine Al-
kaloid Yondelis (ET-743, Schema 4), das eine Diaza-ver-
briickete Geriiststruktur enthélt, erhielt von der FDA 2005
den Status als einzig bekannter Wirkstoff (,,orphan drug
status®) fiir die Behandlung von Ovarialkrebs in den USA.
Obwohl viele Naturstoffe Diaza-verbriickte Ringsysteme
enthalten, schrinkten das seltene Vorkommen in der Natur
sowie die strukturelle Komplexitit die Entwicklung als
Krebstherapeutikum ein. Um Zugang zu Substanzklassen mit
Diaza-verbriickten Ringsystemen zu gewinnen, die mogli-

DDQ
CH,Cly/Puffer
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Norsuaveolin, R = Et
Yohimbin Macrolin Macrophyllin, R = CH,CH,OH

o &) Q R\1 oTMsS oQ

0 /Rz (0]

RCHO
R (1 Min THF)

Iz

MeO,C(CH,),CH(OMe),
3) TFA

H
' YR I ° '
NN T KA ANNCR NN R
Ho :

H I-f CO,Me

1) Na(CN)BH3, 2) TFA, J

35 33 34 Cl
b)

) 25% Piperidin, \( 2 H 5
NHFmoc RZCOZH DIC, N N R

R!
__ HOBt, DIPEA, RT o) HCOzH, RT

~ “NBoc =

37

Angewandte

cherweise breite biolo-
gische Aktivitdt zeigen
(Schema 4b),*! wurde
das immobilisierte
Tryptophanacetal 36
entschiitzt und acety-
liert, sodass die Cycli-

ET-743 .
X = OH. CN sierungsvorstufe 37

entsteht. Die engiiltige
regio- und diastereose-
lektive  Cyclisierung
co Wurde in reiner Amei-
sensdure durchgefiihrt,

R? R'" Abspaltung von der
32 © festen Phase und die
Pictet-Spengler-Cycli-

sierung tiber in situ ge-

nerierte Iminiumionen

erfolgte. Die Diaza-
verbriickten Molekiile

38 wurden als einzelne

Diastereome in hohen

Ausbeuten und mit

hoher Reinheit erhal-

N, _O ten. Aus Fmoc-ge-
[ f schiitztem Tryptophan
und Fmoc-geschiitztem

HN :fo (o-diTBS)DOPA  als
Substrat wurde eine

Bibliothek mit 384

Substanzen mit 3.9-

O 2stufen N OMe 30 " N R 2Stfen N| N. R e '
| NHFmoc (/ ZnCl, \ R > N wobel simultan 1e
RZ

38

Schema 4. Synthese polycyclischer Alkaloid-inspirierter Substanzbibiotheken. Fmoc=9-Fluorenylmethoxycarbonyl, Diazabicyclo-
DIC= Diisopropylcarbodiimid, DIPEA = Diisopropylethylamin, Boc = tert-Butyloxycarbonyl, HOBt = 1-Hydroxybenzo- [3.3.1]non-6-enon-Ge-

triazol.

HO__O H
o HO_O, & 0.0
HO HO
Sy HO o o
HO 0 F Z

OH

HO (0] HO (¢]
SB236049 SB238569 Fulvosaure

39 40 41
(0]
AN N
(0]

RO,C—
43

(Nu)

THF,-60°C, 2d

COR Ausbeute bis zu 99%

ee bis zu 87%

Schema 5. Synthese Naturstoff-inspirierter tricyclischer Benzopyrane.

riisten hergestellt, die

mit Indol und Dihy-

droxybenzol verbriickt
sind und an den verbriickenden Stickstoffatomen
diversifiziert wurden.

Die Untersuchung von tricyclischen Benzopy-
ranen, in denen der Benzopyranring mit weiteren
Heterocyclen (39 und 40) verbriickt ist, zeigte in-
hibitorische Aktivitit gegen Metallo-f-lactamasen
und folglich potenzielle antibakterielle Aktivitit
gegen wirkstoffresistente Bakterienstimme.""! In-
spiriert durch diese Naturstoffe wurde eine neue
[4+42]-Anellierungsroute zum tricyclischen Kern-
geriist der Benzopyrane entwickelt, um eine fo-
kussierte Bibliothek tricyclischer Benzopyrane (45,
Schema 5) herzustellen.”! Die Anellierung zweier
elektronenarmer Systeme, in diesem Fall des
Oxadiens 42 und des Acetylencarboxylats 43,
wurde durch nucleophile Katalyse mit tertifiren
Phosphinen oder Aminen méglich. Das Zwitterion
46, das durch die Addition eines Organokatalysa-
tors 44 an die Alkine 43 entstand, durchlief eine
Reaktionsequenz aus Michael-Addition/Michael-
Addition/Eliminierung, die zur gewiinschten Ziel-
struktur fiihrt. Cinchona-abgeleitete {3-Isocuprei-
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dine als Katalysatoren eroffneten eine
enantioselektive Route zu (5)-45.

Die Synthese Naturstoff-inspirierter
Substanzbibliotheken setzt oft mehrstufige
Synthesesequenzen voraus, die Naturstoff-
dhnliche Komplexitit aufbauen. Diese Vor- MeO  SOsNa
aussetzung erschwert in vielen Fillen die Lamellarin-D-triacetat Lamellarin-o-20-sulfat
Synthese von mittelgroen oder grofien

Substanzbibliotheken und verlangt nach der . Z R AgOTf (10 Mol-%), DTBMP, R! X
. . . R Toluol, 60° C N
COR

Entwicklung von Reaktionen, die Komple-
xitdt erzeugen und schnell und effizient R*0,C —=—CO,R* \ /
komplexe Naturstoff-basierte Geriiststruk- 49 50 51
turen aufbauen.’? Kaskaden- oder Domi- Ag* T

. .. .. .. Cycloisomerisierun
noreaktionen konnen effiziente Losungen *y 9

zur Meisterung dieser Herausforderung sein. "1
H

So nutzt beispielsweise eine effiziente Syn- R A

. . . . [3+2]- X N__CO,R?
these von Pyrroloisochinolonen eine Domi- j@é CO,R® Cycloaddition L o R2 p 2
noreaktion.”® Die Pyrroloisochinolone sind 5 T R T RO.C COR®
mit den Lamellarin-Alkaloiden verwandt RO,C.  COR* e
(Schema 6), einer Familie von marinen Na- 53
turstoffen, die ein hochsubstituiertes Pyr-
roloisochinolongeriist enthalten und unter
anderem humane Topoisomerase I und HI'V-
1-Integrase inhibieren.”” Die Ag'-kataly-
sierte Cyclosiomerisierung von Aklinyl-N-
benzylidenglycinaten 49 zu einem Azome-

Schema 6. Kaskadensynthese Lamellarin-inspirierter Molekiile. DTBMP = 2,6-Di (tert-butyl)-
4-methylpyridin.

thinylid 52 gefolgt von einer dipolaren Cy- R

cloaddition an das Acetylendicarboxylat ] O

ergab die Zwischenstufe 53. Isomerisierung R Me |N+ O

und nachfolgende oxidative Aromatisierung OMe R3

ergab das Pyrroloisochinolon 51 in einer ef- Cryptowolin R' = R? = OMe 5,6-Dihydroindolo[2, 1-alisochinolin Fasca?)lysin

fizienten Eintopfsynthese. Cryptaustolin R'+ R2 = OCH,O  (Inhibitoren der Tubulinpolymerisation) (inhibitor von CDK-4 )
Auf dhnliche Weise wurde kiirzlich eine

Kaskadenreaktion, die Silber-katalysierte ﬂauozc CO,tBu

Cycloisomerisierung von Acetylenaldehyden

.. . . A
als Schliisseltransformation nutzt, bei der
Synthese von diversen Alkaloidringsystemen 50-95%
eingesetzt.” Indoloisochinolone, eine medi-
zinisch bedeutende Substanzklasse mit anti-

kanzerogenen Figenschaften, wurden ein- COZtBu
fach und effizient mittels solcher Kaskaden-

methoden hergestellt. Dazu werden das aus CO,tBu

einem Acetylenbenzaldehyd hergestellte N~

Imin und ein Anilin mit einem entsprechen- > -

den Nucleophil (56) in der entscheidenden RN .

Silber-katalysierten Cyclosiomerisierung Ag

unter Mikrowellenbedingungen zu den Iso- POCI; —

chinoliniumkationen 58 umgesetzt. Der nuc- ofBu DMF, v N O
leophile Angriff des entsprechenden Nuc- O N

88% N
leophils auf das Iminiumkation fithrt zur \5 H o™y
Zwischenstufe 59, die nach decarboxylieren- TN 63

der Aromatisierung die Zielstruktur Indolo- S O H°m°fa$¢aplys(i51 c

[2,1-a]isochinolon (57; Schema 7a) in guten ” =\@C
) Boc 1) AgOTF, 2,6-Lutidin, O
Ausbeuten ergibt. ‘ ‘ M, 150°C 45 min | 62 85% O \_/
Nach dieser Methode wurden die mari- 60 2) HCI (2m) ’ N
nen Naturstoffe Homofascaplysin C und der 61% RO%\T%%H#&?]%H’ 64 0
CDK-5-Inhibitor Fascaplysin synthetisiert 2) konz. HCI Fascaplysin

(Schema 7b). Ausgehend von Boc-geschiitz-
tem 3-Ethinylindol-2-carbaldehyd 60 als ge- Schema 7. Kaskadensynthese Alkaloid-basierter Substanzkollektionen.
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meisamer Vorstufe und dem Anilin 61 fiihrt die Mikrowellen-
unterstiitzte Silber-katalysierte Kaskadencyclisierung zum
pentacyclischen Gertiist 62. Die Formylierung von 62 mit
POCI; fithrt zu reinem Homofascaplysin C, wohingegen die
Oxidation der pentacyclichen Kernstruktur 62 mit Peressig-
sdure und nachfolgende Behandlung mit Séure effizient Fas-
caplysin ergaben.

Ausgewihlte Gertiststrukturen weiterer Substanzbiblio-
theken, die von Naturstoffen abgeleitet wurden und Inhibi-
toren oder molekulare Sonden fiir biologische Anwendungen
hervorgebracht haben, sind in Abbildung 16 zusammenge-

(@] OR?
ﬁiﬁ % Wy °
SR SN o e e TN ?:/(
R' O | P R2 ",
Ho & % R

65
X=0,NH

67, 68, Palmostatine
Melophlin-
Analoga

66
X =0, CH,

NH /I\ “
7
L-N-Me-Trp Me H LLeu @j\

I OH
We., AN
L e\N/Y
N ) Me\l/&oo 0
(0] HN{LJ/O

D-oder L-Lysl t‘!ﬁo_“e "RCM
69 (Brunsvicamid und p-allo-lle oder 70 (Chondramid C)

stereoisomere
Analoga)

Abbildung 16. Auf der BIOS-Methode basierende Substanzbibliothe-
ken.

D-lle

fasst. Der Weg zu enantiomerenreinen Naturstoff-abgeleite-
ten a,p-ungesittigten Lactonen fiihrt iiber eine Hetero-Diels-
Alder-Reaktion Sauerstoff-substituierter Diene mit einem
Glyoxylat in Gegenwart eines chiralen Titankatalysators und
ergibt die gewiinschten Dehydrolactone mit hohen Enantio-
meren- und Diastereomereniiberschiissen. Die biologische
Priifung der Substanzen in zelluldren Assays identifizierte
neue Modulatoren des Zellzyklus und Inhibitoren des Ein-
dringens von Viren in Zellen.” In einem weiteren Projekt
wurde die Hetero-Diels-Alder-Reaktion eines festphasenge-
bundenen Aldehyds mit einem Danishefsky-Dien in Gegen-
wart eines chiralen Katalysators genutzt, um Lactone in hoher
Ausbeute und mit grofem Enantiomereniiberschuss herzu-
stellen. Die Lactone wurden dariiber hinaus an der festen
Phase modifiziert, um eine Naturstoff-inspirierte Substanz-
bibliothek basierend auf dem Tetrahydropyran-Geriist zu
erhalten (Abbildung 16, 66).5"

Melophlin A und B sind Naturstoffe aus der Klasse der
Tetramséduren, welche die Morphologie von HRas-transfor-
mierten NIH3T3-Fibroblasten bei einer Konzentration von
5 ugmL™' riickgingig machen.’ Zur Identifizierung ihres
Zielproteins sowie ihrer biologischen Funktion im Ras-
Signaltransduktionsnetzwerk wurde eine Melophlin-abgelei-
tete Substanzbibliothek synthetisiert (67, Abbildung 16). Die
biologische Untersuchung sowie anschlieBende chemische
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Proteomanalysen enthiillten, dass Melophlin A in Zellen
unerwartet an Dynamine bindet und so die Signalweiterlei-
tung durch das Ras-Netzwerk indirekt beeinflusst, indem es
die Endocytose von MEK, einem Zielprotein von Ras, ver-
hindert.>!

B-Lactone kommen in verschiedenen Naturstoffen vor
und wurden als Geriiststruktur fiir die Synthese der Palmo-
statine (68, Abbildung 16) verwendet. Palmostatin B wurde
als Inhibitor der Acylproteinthioesterase 1 (APT1)P* entwi-
ckelt und erfolgreich genutzt, um die generelle Rolle dieser
Thioesterase bei der Regulierung der Lokalisierung, des in-
trazelluldren Transports und der Signalweiterleitung der S-
palmitoylierten H- und N-Ras-Proteine aufzuklidren (siche
Abschnitt 3.2).16

Cyclopeptidische Geriiststrukturen sind haufig in Natur-
stoffen anzutreffen. Die Brunsvicamide sind modifizierte
Cyclopeptide aus Cyanobakterien, die durch die e-Amino-
gruppe einer D-Lysineinheit cyclisiert und mit Harnstoffein-
heiten funktionalisiert wurden. Sie zeigen potente Inhibition
von Carboxypeptidasen. Eine Bibliothek modifizierter
Brunsvicamide wurde synthetisiert, indem die Aminsédure-
bausteine und die Stereochemie in einer kombinierten Fest-
und Fliissigphasensynthese variiert wurden.® Die kleine
Bibliothek wurde biochemisch auf Inhibition der Carboxy-
peptidase A untersucht. Die Ergebnisse zeigen die Bedeutung
der verschiedenen Aminosduren und besonders die hohe
Relevanz der Stereochemie des Lysins fiir die inhibitorische
Aktivitdt. Dariiber hinaus wurde eine Synthese fiir von
Chondramid C abgeleitete Cyclopeptide entwickelt und zum
Aufbau einer Bibliothek moglicher Modulatoren der Aktin-
filament-Polymerisation eingesetzt.”? Der entscheidende
Makrocyclisierungsschritt wurde mittels einer Ruthenium-
katalysierten Ringschlussmetathese (RCM) durchgefiihrt, die
im Verlauf der Bibliothekssynthese erkennbare Trends in der
Reaktivitidt und der E/Z-Selektivitéit offenbarte. Der wachs-
tumshemmende Effekt der synthetisierten Verbindungen
wurde gemessen, und Struktur-Aktivitdts-Beziehungen
wurden ermittelt, die in guter Ubereinstimmung mit den re-
levanten Daten zu den Naturstoffen zu sein scheinen. Eine
Anzahl weiterer potenter, nicht in der Natur vorkommende
und vereinfachter Analoga wurden fiir weitere Studien zum
Wirkmechanismus ausgewéhlt, insbesondere zur Untersu-
chung des Verhiltnisses zwischen der Cytotoxizitdt der Ver-
bindungen und ihrer Eigenschaft, das Actin-Geriist zu zer-
storen.

Zusitzlich zu diesen illustrierenden Beispielen sind ver-
schiedene Arbeiten publiziert worden, welche die erfolgrei-
che Synthese von Naturstoff-abgeleiteten Substanzbibliothe-
ken beschreiben (fiir umfassende Ubersichten siche
Lit. [38,39], fiir eine Ubersicht mit ausgewihlten Beispielen
siche Lit.[9b]. Auf der Grundlage dieser gemeinsamen
weltweiten Anstrengung kann mit Sicherheit geschlossen
werden, dass die verfiigbaren Synthesemethoden die zuver-
lassige und schnelle Synthese Naturstoff-abgeleiteter Sub-
stanzbibliotheken ermoglichen.

www.angewandte.de

Chemie

11009


http://www.angewandte.de

Aufsitze

11010

3.2. Anwendung von BIOS in der Entwicklung von Liganden und
Inhibitoren sowie in der chemischen Biologie
3.2.1. Die Anwendung von PSSC bei der Entwicklung eines APT1-
Inhibitors

Die H- und N-Ras-Proteine sind S-palmitoylierte mem-
brangebundene GTPasen, die eine wichtige Rolle bei der
Weiterleitung von Wachstumsfaktorsignalen {iber die Plas-
mamembran spielen. Mutationen in Ras-Proteinen treten in
ca. 30% aller Krebserkrankungen auf. Die reversible Ab-
spaltung und Ankniipfung von Palmitinsdure von und an
Cysteine am C-Terminus (Depalmitoylierung und Palmitoy-
lierung) der H- und N-Ras-Isoformen reguliert deren Mem-
branverankerung und spezifische Lokalisierung. Die Dyna-
mik des Palmitat-Umsatzes ist essentiell fiir die Signalwei-
terleitung iiber H- und N-Ras und zur Aufrechterhaltung des
Ras-Transportkreislaufs zwischen der Plasmamembran und
dem Golgi-Apparat (Abbildung 17).*! Acylproteinthioeste-

= T&
(=
—) i
| — —C
-
=~ —]
Palmitoyl- «
transferase d
\'T—
%’E“: =
b @
IQ C
: D) é l'_@

Abbildung 17. Der dynamische Ras-Zyklus. Abdruck nach Cell 2010,
141, 458-471.

rase 1 (APT1) war das einzige bekannte Enzym, das H- und
N-Ras depalmitoyliert, ihre mogliche Rolle im Ras-Zyklus
war aber unklar. Da der Transport von Ras zwischen den
verschiedenen zelluldren Bereichen innerhalb von Sekunden
bis Minuten ablduft, ist ein chemisch-genetischer Ansatz, der
eine schnelle APT1-Inhibition ermdoglicht, besonders zur
Aufklarung der Rolle von APT1 im dynamischen Ras-Zyklus
geeignet. Da ein fiir diesen Zweck geeigneter Inhibitor nicht
verfiigbar war, wurde PSSC zur Entwicklung eines APT1-
Inhibitors eingesetzt.

Die Suche nach Subfaltungen mit Ahnlichkeit zur Li-
gandbindungstasche von APT1 im Rahmen der PSSC-Ana-
lyse ergab eine hohe strukturelle Ahnlichkeit mit der gastri-
schen Lipase aus Hunden, trotz einer sehr geringen Se-
quenzihnlichkeit (kleiner 25 % ). Uberlagerung der Struk-
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turen der beiden aktiven Zentren zeigt eine sehr dhnliche
rdaumliche Anordnung der katalytischen Aminosduren (Ab-
bildung 18). Dies impliziert, dass Substanzen, die dhnlich zu

o]

HJ\NH
I 6“.
Lipase-Inhibition o™ "0 ?i/(/\k
— v

Tetrahydrolipstatin

Proteine mit &hnlicher

g

Ligand-bindender gleiche
Kernstruktur GerUststruktur
(o]
e
APT1-Screening R R2
Bibliothek von
B-Lactonen
O
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/
)
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Abbildung 18. Proteinstrukturahnlichkeitscluster von APT1 (dunkel-
grau) und der gastrischen Lipase (hellgrau) sowie die Logik fiir Synthe-
se und Test einer (-Lactonbibliothek, die den APT1-Inhibitor Palmosta-
tin B ergab.

Lipaseinhibitoren sind, moglicherweise gute APT1-Inhibito-
ren sein konnten. Der Naturstoff-abgeleitete, auf dem Markt
befindliche Wirkstoff Tetrahydrolipstatin (Orlistat) enthilt
ein p-Lacton, das durch das Enzym angegriffen wird und es
durch die Bildung eines Acyl-Enzym-Intermediats inhibiert.
Ausgehend von dieser Analyse wurde eine Bibliothek von [3-
Lactonen synthetisiert. Die potenteste Substanz, Palmosta-
tin B, wurde im Detail charakterisiert (Abbildung 18). Pal-
mostatin B inhibiert APT1 kompetitiv mit einem 1Cs-Wert
von 670 nM durch reversible Acylierung des nucleophilen
Serins der katalytischen Triade des Enzyms. Der resultieren-
de APT1-Komplex von Palmostatin B wird langsam hydro-
lysiert, und die Substanz selbst hat eine Halbwertszeit von
58 h in wissriger Losung. Palmostatin B ist ausreichend 16s-
lich und zellpermeabel, um eine niitzliches Hilfsmittel bei der
Untersuchung der Funktion von APT1 im Ras-Acylierungs-/
Deacylierungszyklus darzustellen.

Folglich wurde Palmostatin B in einer Reihe biochemi-
scher Experimente und Untersuchungen in lebenden Zellen
eingesetzt, einschlieBlich zeitaufgeloster Fluoreszenzmikro-
skopiestudien, die bewiesen, dass die Verbindung in Zellen
mit APT1 interagiert, selektiv fiir APT1 gegeniiber anderen
intrazelluldren Hydrolasen ist und die Depalmitoylierung von
H- und N-Ras in Zellen inhibiert. Palmostatin B stort den
zelluldren Acylierungskreislauf auf der Ebene der Depalmi-
toylierung und fiithrt dadurch zum Verlust der prizisen Lo-
kalisierung von palmitoyliertem Ras an der Membran im
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stationdren Zustand durch entropiegetriebene Verteilung des
Proteins iiber die zelluliren Membranen (Abbildung 17).
Sehr unerwartet schwécht es dadurch das H-/N-Ras-Signal
und induziert die mogliche Reversion von H-Ras-transfor-
mierten MDCK-F3-Zellen zum nicht-transformierten Phi-
notyp.

Die Rolle von APT1 als eine wesentliche Thioesterase im
Acylierungszyklus wurde so eindeutig belegt, und APT1
wurde damit zu einem naheliegenden Zielprotein zur Be-
kdmpfung von Krebs. Palmostatin B ist moglicherweise ein
wertvoller Startpunkt fiir die Entwicklung von Modulatoren
fiir die gestorte Signaltransduktion durch palmitoylierte Ras-
Proteine.

3.2.2. Anwendung von SCONP zur Identifizierung neuer Phos-
phatase-Inhibitoren

Proteinphosphatasen sind entscheidende Regulatoren
einer Vielzahl biologischer Prozesse und Zielproteine in
Wirkstoffentwicklungsprogrammen, z.B. fiir Diabetes und
die Krebstherapie.*! Die Inhibierung von Phosphatasen in
Zellen und in vivo erwies sich allerdings als schwierig, und
daher ist der Bedarf an neuen Phosphatase-Inhibitoren grof.

In einem Versuch, solche neuen Verbindungen zu finden,
wurde eine Bibliothek von 354 Naturstoffen auf Inhibition
mehrerer Phosphatasen getestet.”) Uberraschenderweise
wurde das pentacyclische Alkaloid Yohimbin als Inhibitor
(IC5y=22.3 um) der dual-spezifischen Phosphatase Cdc25A
identifiziert, die als Zielprotein in der Krebstherapie ange-
sehen wird. Da die Synthese einer Substanzbibliothek aus-
gehend vom pentacyclischen Geriist des Yohimbins eine sehr
groBe Herausforderung darstellen wiirde, wurde eine
SCONP- und Brachiationsanalyse fiir diesen Naturstoff
durchgefiihrt. Diese Analyse fiihrte iiber tetra- und tricycli-
sche zu bicyclischen Naturstoffgeriiststrukturen, welche dann
die Synthese von Substanzbibliotheken inspirierten (Abbil-
dung 4 und 19).

Brachiation zu
tetracyclischen

—>

Geriiststrukturen

Cl
450 Verbindungen

|C50 =223 pm

Cdc25A: 2 Inhibitoren IC5q ca. 20 pum
MptpB: 11 Inhibitoren IC5p < 10 pm

Brachiation zu
tri- und bicyclischen

Gerliststrukturen
R“\/ N R1""\. 188 Verbindungen
\~{ N\
N R% Cdc25A: 1 Inhibitor ICs9 = 19 um
/& Ptp1B: 2 Inhibitoren IC59 = 1.7 and 10.2 um
R3" S0 MptpB: 8 Inhibitoren IC5q = 340 - 860 nm

Abbildung 19. Brachiation durch den Indol-Ast des Naturstoff-Geriist-
strukturbaumes und Entwicklung neuer Naturstoff-abgeleiteter Phos-
phatase-Inhibitorklassen.
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Eine Bibliothek von 450 tetracyclischen Indolochinolizi-
dinen wurde wie im Schema 4 gezeigt synthetisiert. Zusitzlich
wurde eine weitere Bibliothek von 188 tri- und bicyclischen
Indolderivaten mittels Fischer-Indol-Synthese und einer
Capture-and-Release-Strategie an Harzkiigelchen syntheti-
siert. Die biochemische Analyse der Substanzkollektion auf
Cdc25A-Inhibition identifizierte zwei tetracyclische und eine
tricyclische Verbindung mit ICs-Werten, die dem des Na-
turstoffs vergleichbar sind. Weiteres Screening gegen andere
Phosphatasen ergab neue Inhibitoren der Proteintyrosin-
phosphatase 1B (PTP1B), einem wichtigen Zielprotein in der
Diabetesforschung, sowie nanomolare Inhibitoren der my-
cobakteriellen Proteintyrosinphosphatase B (MptpB), die ein
vielversprechendes Zielprotein zur Entdeckung neuer Anti-
tuberkulosewirkstoffe ist.

Diese Ergebnisse belegen die erfolgreiche Brachiation
durch den Ast der N-Heterocyclen des SCONP-Baumes. Sie
verdeutlichen, dass der BIOS-Ansatz eine wesentliche Re-
duktion der molekularen Komplexitidt unter Erhaltung der
Art der Bioaktivitit erlaubt und eine Moglichkeit zur Ent-
deckung neuer, einfach zugénglicher von komplexen Natur-
stoffstrukturen abgeleiteter Inhibitorklassen bietet.

3.2.3. PSSC und SCONP kombiniert: Decaline als selektive
118HSD1-Inhibitoren

Glucocorticoide sind Steoridhormone, die den Stoff-
wechsel von Glucose regulieren. Hohe Spiegel von Gluco-
corticoiden fithren moglicherweise zur Entwicklung des Me-
tabolischen Syndroms.” Das aktive Glucocorticoid Cortisol
wird von 118-Hydroxysteroiddehydrogenase (11HSD1)
durch Kkatalytische Reduktion aus Cortison hergestellt.
11BHSD1 wird hauptséchlich in der Leber, dem Fettgewebe
und dem Gehirn exprimiert. In den Nieren Kkatalysiert
11BHSD1 die Inaktivierung von Cortisol durch Oxidation zu
Cortison und schiitzt so den Korper vor Cortisol-induziertem
Bluthochdruck. In Madusen fithrt der globale genetische
Knock-out von 11HSD1 zu erhohter Insulinsensitivitdt und
Resistenz gegen erndhrungsbedingte Fettleibigkeit, Hypo-
glykdmie und Dyslipiddmie (Verschiebung der Lipidzusam-
mensetzung im Blut). Diese Ergebnisse legen nahe, dass
11BHSD1-Inhibitoren bei der Behandlung von Diabetes
Typ 2 und dem Metabolischen Syndrom sowie zur Vorbeu-
gung von Arteriosklerose von Nutzen sein konnten.[*”)

Mehrere Pharma- und Biotechfirmen haben nicht-steroi-
dale 11BHSD1-Inhibitoren mit positiver Wirkung in Tier-
modellen der Ateriosklerose und Diabetes Typ 2 entwickelt,
und die Suche nach Isoenzym-selektiven 11fHSD1-Inhibito-
ren geht weiter. Die synergistische Kombination von PSSC
und SCONP fiihrte zu neuen Typen von selektiven 11HSD1-
Inhibitoren mit zellulidrer Aktivitit.!"

Mittels PSSC wurden 11fHSD1 und 11HSD2 einem
Cluster mit der dual-spezifischen Phosphatase Cdc25A und
der Acetylcholinesterase (AChE, Abbildung 13) zugeordnet.
Obwohl Cdc25A und AChE mechanistisch nicht mit den
11BHSDs verwandt sind und ihre Sequenzéhnlichkeit sehr
niedrig (< 10 %) ist, zeigen die Subfaltungstypen des kataly-
tischen Zentrums und die Positionen der katalytischen Ami-
nosiuren eine gute Uberlagerung (Abbildung 20 B).
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Abbildung 20. A) SCONP-Analyse von Glycyrrhetinsdure und Dysidiolid sowie die Uberlegun-
gen, die zur Identifizierung des selektiven T1BHSD1-Inhibitors 71 fuhrten. B) Uberlagerung
der katalytischen Zentren von Cdc25A (rot), TIBHSD1 (griin) und AChE (blau). Die katalyti-
schen Aminoséuren, Cys-430 (Cdc25A), Tyr-183 (11BHSD1) und Ser-200 (AChE), sind als

raumfiillende Darstellung gezeigt.

Zum Zeitpunkt der Analyse war die Struktur von
11BHSD1 nicht bekannt, sodass ein Homologiemodell fiir die
PSSC-Analyse entwickelt und benutzt wurde. Spéter wurde
die Proteinstruktur bestimmt und publiziert.®® Der Vergleich
bestdtigte die Qualitdt des Homologiemodells und zeigte,
dass prinzipiell hochaufgeloste Kristallstrukturen von Pro-
teinen fiir eine erste, hypothesengenerierende PSSC-Analyse
nicht unbedingt notwendig sind.

AnschlieBend wurden der in der Natur vorkommende
Cdc25A-Inhibitor Dysidiolid und der 11fHSD-Ligand Gly-
cyrrhetinsdure (GS) mithilfe des SCONP-Baumes analysiert.
Der schrittweise Abbau des pentacyclischen Geriists von GS
fiihrte zur bicyclischen 3,4-Dehydrodecalin-Geriiststruktur
IV, wihrend die SCONP-Analyse von Dysidiolid das bicy-
clische Eltergeriist 1,2-Dehydrodecalin VI ergab (Abbil-
dung 2 A). Da VI als alternatives Teilgeriist von GS angese-
hen werden kann, wurde eine Naturstoff-abgeleitete, auf der
Geriiststruktur VI basierende Bibliothek von 483 Decalinen
synthetisiert.””) Neben mehreren niedrig-mikromolaren
AChE-Inhibitoren enthielt die Bibliothek auch drei stark
Isoenzym-spezifische nanomolare 11HSD1-Inhibitoren. Fiir
den selektiven 11BHSD1-Inhibitor 71 wurde nachfolgend
gezeigt, dass er die Cortisol-vermittelte Translokation des
Glucocorticoidrezeptors in den Zellkern von HEK-293-
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Zellen in niedrig-mikromolarer Konzen-
tration inhibiert. Dies zeigt, dass diese
neue Substanz 11HSDI1 auch in Zellen
inhibiert.

Glycyrrhetin- ick -
. M 4. Zusammenfassung und Ausblick:

Woher kommen wir und wohin
gehen wir?

Bioaktive niedermolekulare Substan-
zen bieten einzigartige und bisher nicht
verfiighare Moglichkeiten fiir die Unter-
suchung komplexer biologischer Phino-
mene durch schnelle, temporire, kondi-
tionelle, selektive und regelbare Beein-
flussung biologischer Systeme, ohne diese
zu verdndern. Der Schliissel zur Entde-
ckung bioaktiver Substanzen liegt weniger
in der Adressierung des gesamten chemi-
schen Strukturraums als vielmehr in der
Entwicklung und Anwendung von Me-
thoden, die es ermoglichen, den biologisch
relevanten chemischen Strukturraum zu
identifizieren, zu kartieren und darin zu
navigieren. Letztlich miissen solche ent-
sprechend einzusetzenden Methoden die
vorausblickende Erforschung des chemi-
schen Strukturraumes sowie die Vorher-
sage von Bioaktivitét fiir bestimmte Sub-
stanzklassen ermdoglichen.

Um dieses Ziel zu erreichen, haben wir
einerseits eine strukturelle Klassifikation
der Naturstoffe (SCONP) eingefiihrt. Die
zugrunde liegenden Geriiststrukturen der
Naturstoffe stellen evolutionédr ausgewihlte Strukturen dar,
welche die notwendigen Eigenschaften kodieren, um an
Proteine zu binden. Ihre Geriiststrukturen definieren biolo-
gisch relevante und prévalidierte Teile des chemischen
Strukturraums, die von der Natur im Laufe der Evolution
erschlossen wurden. Folglich ist zu erwarten, dass auf der
Grundlage von Naturstoffen entworfene Substanzbibliothe-
ken reich an biochemischer und biologischer Aktivitit sind.
Die baumartige Anordnung der Naturstoffgeriiststrukturen
ist dabei ein effizientes Werkzeug zur Erzeugung von Ideen
und Hypothesen fiir die Entwicklung und Synthese von
Substanzbibliotheken.

Des Weiteren haben wir das Proteinstrukturdhnlich-
keitsclustering (PSSC) als analoge Methode zur Erzeugung
von Hypothesen eingefiihrt. PSSC beruht darauf, dass Pro-
teinstrukturen in der Evolution konserviert sind und nutzt die
strukturelle Ahnlichkeit von Bindungstaschen zur Identifi-
zierung neuer Ligandentypen fiir die jeweils betrachteten
Proteine. Beide Ansitze, PSSC und SCONP, deuten darauf
hin, dass die Natur Konserviertheit und Diversitit synergis-
tisch nutzt: in der Evolution von Naturstoffen, der diese Na-
turstoffe biosynthetisierenden Proteine sowie der Proteine,
an welche die Naturstoffe binden, um ihre biologische
Funktion zu erfiillen. Auf der Ebene der Gertiststrukturen
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war die Natur sowohl in der Welt der niedermolekularen
Substanzen als auch in der Welt der Proteine konservativ. In
beiden Féllen wurde die Konserviertheit durch Diversitét
erginzt, und zwar durch Diversitidt der Substituenten in den
Molekiilen und deren Ankniipfungspunkten sowie durch
Diversitidt der Seitenketten der Aminoséduren in den Ligan-
den-bindenden Kernstrukturen. Die gegenseitige Abstim-
mung der Geriiststruktur sowie der Struktur der Substituen-
ten und deren Position innerhalb der Molekiile und Proteine
ermoglichen den Entwurf und die Identifikation biologisch
relevanter Molekiilklassen.

Sowohl PSSC als auch SCONP inspirieren die Auswahl
von Gerdiststrukturen fiir Substanzbibliotheken basierend auf
Relevanz fiir und Prévalidierung durch die Natur. Wir be-
zeichnen Synthesen, die auf diesen Kriterien beruhen, als
Biologie-orientierte Synthesen (BIOS). In BIOS konnen
entweder SCONP- oder PSSC-Analysen sowohl einzeln als
auch synergistisch genutzt werden, um Hypothesen und Ideen
als Leitlinien der Synthese von Substanzbibliotheken zu
entwickeln. Innerhalb von BIOS wird fokussierte Diversitét
um einen biologisch relevanten Startpunkt im riesigen che-
mischen Strukturraum generiert. BIOS baut zunéchst auf der
durch die Natur in der Evolution geschaffenen Diversitét auf
und zielt darauf ab, Gebiete nachgewiesener Relevanz durch
Naturstoff-inspirierte und Naturstoff-abgeleitete Substanz-
bibliotheken lokal zu erweitern. Jedoch stellen auch nicht in
der Natur vorkommende Geriiststrukturtypen mit nachge-
wiesener biologischer Relevanz valide Startpunkte fiir BIOS
dar. BIOS ist also nicht auf Naturstoff-Geriiststrukturklassen
beschridnkt. Es verlangt nach biologischer Relevanz als Leit-
kriterium und nicht nach Vorkommen in der Natur. Geleitet
von der biologischen Relevanz kann BIOS neue Moglich-
keiten fiir die Entdeckung bisher unbekannter Proteinligan-
den- und Inhibitorklassen bei relativ hohen Erfolgsquoten
und vergleichsweise kleinen Bibliotheksgrofien bieten. Durch
Brachiation entlang der Aste der Geriiststrukturbiume kann
BIOS auch als Hypothesengenerator dienen, um zu struktu-
rell einfacheren Geriiststrukturen zu gelangen, die eine glei-
che Art der Bioaktivitét, oft mit abgestufter Potenz und Se-
lektivitdt aufweisen.

BIOS bietet hauptsichlich eine strukturbasierte, chemo-
zentrische Perspektive auf das Problem der Identifizierung
neuer bioaktiver Substanzen und Strukturtypen. Die grund-
legende Idee zur Entwicklung von SCONP, PSSC und BIOS
wurde in der zweiten Hilfte der 90er Jahre geboren und
entwickelt, d.h. zu einer Zeit, als die erste Welle der kombi-
natorischen Chemie und des Hochdurchsatz-Screenings
durch die industrielle und akademische Forschung gerollt war
und sehr groB3e Substanzbibliotheken synthetisiert wurden —
hauptsdchlich basierend auf der Grundlage chemischer
Machbarkeit und kommerzieller Verfiigbarkeit von Aus-
gangsverbindungen. Zu dieser Zeit begann sich abzuzeich-
nen, dass das Hochdurchsatz-Screening solcher Substanz-
bibliotheken sehr niedrige Trefferquoten lieferte. Dazu im
Gegensatz standen etwa zwei Grofenordnungen hohere
Trefferquoten der historisch gewachsenen Substanzkollek-
tionen der pharmazeutischen Industrie und der reinen Na-
turstoffbibliotheken.” Selbst in vollem Angesicht dieses
Widerspruchs — fiir den es keine offensichtliche Erkldrung
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gab — fuhren die meisten pharmazeutischen Unternehmen
trotzdem fort, die Naturstoffe aus ihren Screeningbibliothe-
ken zu entfernen. Naturstoffe schienen strukturell zu kom-
plex, um sie weiter zu verfolgen und zu synthetisieren, zu grof3
und in der Natur oft nicht in fiir die weitere Entwicklung
ausreichender Menge verfiigbar. Die hauptséchlich durch
Technologie getriebene Entwicklung der Hochdurchsatz-
Screeningmethoden schien geeignet, die Nachfrage nach
einer zunchmenden Zahl von aktiven Substanzen, Leit-
strukturen, Wirkstoffen und auch chemischen Sonden fiir
biologische Untersuchungen zu befriedigen. Dennoch zeigte
sich schnell, dass eine hohere Zahl von Screens, Substanzbi-
bliotheken und Datenpunkten hierzu nicht ausreichen
wiirden, sondern dass qualitativ hochwertige Substanzbiblio-
theken benotigt werden, die zusitzliche Kriterien erfiillen,
wie beispielsweise biologische Relevanz, Wirkstoffartigkeit
(,,drug-likeness®), strukturelle Komplexitdt und Diversitét.
Im Bewusstsein dieser Tatsachen und Entwicklungen, insbe-
sondere der herausragenden Erfolge von Naturstoffen und
der widerspriichlichen gleichzeitigen Entscheidung, Natur-
stoffe aus der industriellen Wirkstoffsuche zu verbannen,
begannen wir uns zu fragen, ob es eine Logik geben konnte,
mit der die strukturelle Komplexitét der Naturstoffe reduziert
werden konnte, und zwar unter Erhaltung von Bioaktivitét.
Konnte eine grundlegende Logik entwickelt werden, um die
strukturelle Komplexitdt der Naturstoffe, ihr Verhiltnis zu-
einander und auch die strukturelle Diversitédt der Bindungs-
stellen der Zielproteine systematisch zu analysieren? Konnte
eine solche Logik die Synthese von Substanzbibliotheken
inspirieren? Wiirde es chemisch moglich sein, Substanz-
bibliotheken von Strukturen, annéhernd so komplex wie Na-
turstoffe, mit den dafiir benotigten Methoden, wie beispiels-
weise der Festphasensynthese, herzustellen? Und falls dem so
wire, konnten diese Bibliotheken auch an die Erfolge der
Naturstoffe in biochemischen und biologischen Screens an-
kniipfen? Wiirden sie also die Qualitétskriterien erfiillen und
relativ hohe Trefferquoten bei vergleichbar kleiner Biblio-
theksgroBe liefern und so den Bedarf fiir den Einsatz von
Hochdurchsatztechnologien verringern?

Im Falle des Erfolges konnten eine solche Logik und ein
solcher Ansatz die Wiedereinfiihrung von Naturstoffen in der
Wirkstoffsuche und Entwicklung von Wirkstoffkandidaten
anregen und vorantreiben, sowohl in der Medizinalchemie als
auch in der chemisch biologischen Forschung — dann aller-
dings mit zuverldssiger Beherrschung der molekularen
Komplexitidt und verfiigbaren Syntheserouten mit Entwick-
lungspotenzial.

Als Antwort auf diese und dhnliche Fragen wurden
SCONP, PSSC und BIOS entwickelt, als leitende grundle-
gende Logik, um biologisch relevante Klassen von Gertist-
strukturen zu identifizieren, zu analysieren und hierarchisch
zu ordnen, um Syntheseprojekte anzuregen und sogar die Art
der Bioaktivitét fiir Klassen von Geriiststrukturen vorherzu-
sagen. Die durch BIOS gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass
eine Reduktion der strukturellen Komplexitit von Natur-
stoffen und anderen Substanzen bei Erhaltung der Art der
Bioaktivitét in der Tat moglich ist und dass diese Beobach-
tung fiir alle aktuellen groen Klassen von Zielproteinen von
Wirkstoffen gilt.
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Wir betonen, dass Brachiation nach der Logik von BIOS
sich von Versuchen unterscheidet, Naturstoffstrukturen rein
nach chemischen Argumenten zu vereinfachen, beispiels-
weise nach hoherer Effizienz der Synthese oder retrosynthe-
tischen Uberlegungen. In BIOS folgt Brachiation den Pfaden
der biologischen Relevanz, die beispielsweise durch das
Vorkommen der kleineren Geriiststruktur in der Natur oder
verfiigbare Bioaktivitdtsdaten definiert werden. Die Chemie
zur Synthese von Substanzbibliotheken mit kleineren Ge-
riiststrukturen muss entsprechend ausgew#hlt werden. Daher
basiert die Wahl der Syntheseziele in BIOS auf biologischen
Uberlegungen und Auswahlkriterien.

Auf BIOS basierende Substanzbibliotheken sind Kklein,
fokussiert und zeigen hohe Trefferquoten in Screens. Unser
eigener Beitrag zur Synthese von Naturstoff-inspirierten und
-abgeleiteten Substanzkollektionen sowie inzwischen viele
ausgezeichnete Arbeiten verschiedener anderer Gruppen
weltweit!*3*¥! Jassen uns wohlbegriindet schlussfolgern, dass
die Methoden der organischen Synthese geniigend entwickelt
und leistungsfdhig sind, um zuverldssigen und flexiblen
Zugang zu solchen Substanzbibliotheken bei vertretbarem
Aufwand zu gewihren, und dies sowohl im akademischen wie
auch im industriellen Umfeld.

Der chemische Aufwand fiir die Synthese solcher Biblio-
theken mag hoch sein und mehr Zeit in der Entwicklung
bendtigen, wird aber zu biologisch relevanten Substanz-
bibliotheken fiihren. In gewisser Hinsicht verlangt BIOS nach
einer intensiveren Investition in den chemischen Teil der
Entwicklung bioaktiver Molekiile, die sich durch bessere
Molekiile fiir biologische Forschung bezahlt macht.

BIOS kehrt aber auch die Begriindung und Inspiration fiir
die Etablierung solche Syntheseprojekte um, die beispiels-
weise von der Methoden-
entwicklung oder der Suche
nach einer Totalsynthese fiir

H. Waldmann et al.

und sollen. Die prazise Herstellung der leitenden Naturstoffe
in allen Einzelheiten wird gewiirdigt und begriif3t, ist aber
nicht zwingend notwendig.

Als die Ideen, die zur Entwicklung von SCONP, PSSC und
BIOS fiihrten, erste Form annahmen, war, wie bereits er-
wihnt, die pharmazeutische Industrie dabei, die Naturstoffe
aus den Screeningbibliotheken zu verbannen und die Natur-
stoff-Forschungsabteilungen abzuschaffen und auszugliedern.
Bis auf wenige Ausnahmen befinden sich heute alle wesent-
lichen Naturstoffbibliotheken tiberwiegend in der Hand
kleinerer, spezialisierter Unternehmen, wie der InterMed
Discovery GmbH und der Analyticon GmbH. Naturstoffe
wurden als zu groB3, zu komplex und nicht synthetisierbar
angesehen, um in den zeitlichen Ablauf der Wirkstoffent-
wicklungsprojekte und Pipelines der Pharmafirmen zu
passen. In dieser Begriindung und dem nachfolgenden Pro-
zess mogen jedoch Meinungen des ofteren die Fakten domi-
niert haben. So hat die statistische Analyse des SCONP-
Baumes gezeigt, dass mehr als die Hélfte aller Naturstoffe
Gertiststrukturen mit zwei, drei oder vier Ringen aufweisen
und dass ihr Van-der-Waals-Volumen am unteren Ende der
GroBenverteilung von Proteinbindungstaschen liegt. Folglich
hat also die Mehrheit der Naturstoffe genau die richtige
GroBe (!), um als Startpunkt fiir die Hit- und Lead-Suche und
Entwicklungsprogramme zu dienen, einschlieBlich der Ein-
fiihrung weiterer Substituenten (Abbildung 21). Die SCONP-
Analyse kann prinzipiell auch die Ankniipfungspunkte von
Substituenten an den Geriiststrukturen aufzeigen und so das
Design zusitzlich inspirieren.

Dariiber hinaus kann der iterative Abbau von Geriist-
strukturen so durchgefiihrt werden, dass die kleineren Ge-
riiststrukturen ,,Fragment-dhnlich® im Sinne der Fragment-

5000
einen bestimmten Naturstoff
geleitet werden. Bioaktivitét
und Relevanz der Geriist-
struktur eines bestimmten
Naturstoffs bestimmen das
Syntheseziel, wobei die che-
mischen Synthesestrategien
und -methoden an die daraus
resultierenden Anforderun-
gen  angepasst  werden
miissen.

In rein synthetischen
Untersuchungen gibt oft die
Methode vor, welcher Nat-
urstoff synthetisiert wird.
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Statistische Auswertung von 18,402 Protein-
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Abbildung 21. Vergleich der Van-der-Waals-Volumina der Naturstoffgeriiststrukturen mit unterschiedlichen
Ringzahlen mit den Volumina von Proteinbindungstaschen.” Das Volumen der Naturstoffgeriiste mit 2—4
Ringen liegt am unteren Ende der Gréenverteilung der Volumina von Proteinbindungstaschen. Dies legt

nahe, dass diese Geriiststrukturen nicht zu grof fiir die weitere Entwicklung sind.
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basierten Wirkstoffentwicklung sind.""! Diese Analyse liefert
in gewisser Hinsicht die ,,Fragmente der Natur” und wird die
Synthese von Naturstoff-inspirierten Substanzbibliotheken
und deren Design weiter befliigeln. SchlieBlich hat die Syn-
these Naturstoff-inspirierter Substanzkollektionen, die oben
zusammengefasst wurde, gezeigt, dass Substanzbibliotheken
mit Naturstoff-dhnlicher Komplexitét in der Tat erreichbar
sind und dass die aktuell verfiigbaren Synthesemethoden
leistungsféahig genug fiir die Synthese solcher Bibliotheken im
akademischen und industriellen Umfeld sind.
Zusammengefasst legen diese Ergebnisse und die
Schlussfolgerungen daraus nahe, dass es sich fiir die phar-
mazeutische Industrie als klug erweisen konnte, das Natur-
stoff-basierte Design von Substanzbibliotheken, deren Syn-
these und Screening wieder in ihre Forschungs- und Ent-
wicklungsprogramme aufzunehmen. Das muss nicht not-
wendigerweise auf die frither praktizierte Weise geschehen,
bei der man sich auf einzelne Naturstoffe fokussierte. Na-
turstoff-inspirierte und -abgeleitete Substanzbibliotheken
und Naturstoff-abgeleitetes Fragment-basiertes Design soll-
ten die wohlverstandenen Notwendigkeiten und Randbedin-
gungen erfiillen, die in einem industriellen Umfeld oft ak-
zeptiert werden miissen. Die Logik von BIOS zeigt auch, dass
die Verwendung von Naturstoffen alleine als Inspiration zur
Identifizierung, Kartierung und Erforschung des biologisch
relevanten chemischen Strukturraums nicht ausreicht und
,Liicken* im chemischen Strukturraum entstehen. Stattdes-
sen ist es notwendig, die Analyse auf soviele bioaktive — und
damit biologisch relevante — Substanzklassen wie moglich
auszudehnen, unabhéngig davon ob es sich um Naturstoffe
handelt. Idealerweise wiirde man alle bekannten bioaktiven
Substanzen einbeziehen. Am besten verdeutlicht eines der
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erfolgreichsten Beispiele fiir strukturelle Vereinfachung bei
Erhaltung vergleichbarer Bioaktivitit diese Notwendigkeit.
Morphin kann nicht in den SCONP-Baum integriert werden,
da eine geeignete tetracyclische Geriiststruktur in der Natur
bisher nicht gefunden wurde. Nicht in der Natur vorkom-
mende, tetracyclische Morphinderivate wurden jedoch zu
marktfahigen Wirkstoffen entwickelt (Abbildung 22).

Bei der Entwicklung von BIOS wurden urspriinglich Na-
turstoffe als préavalidierte Leitbeispiele benutzt; BIOS ist aber
nicht auf diese beschriankt. Naturstoffe spiegeln die von der
Natur in der Evolution entwickelte Losung zur Identifizie-
rung biologisch relevanter Bereiche im chemischen Struk-
turraum wider. Selbstverstdndlich gibt und wird es andere
Losungen geben, die nicht durch die Natur genutzt wurden.

Um die Abdeckung des chemischen Strukturraums zu
erweitern, wird es notwendig sein, Zugang zu deutlich gro-
Beren Datensitzen zu erhalten, die Struktur und Bioaktivitat
verkniipfen, als in der unserer Analyse zugrunde liegenden
WOMBAT-Datenbank verfiigbar. In der jiingsten Vergan-
genheit wurde die offentlich verfiigbare ChEMBL-Daten-
bank im Internet gestartet,™ die eine Fiille von Bioaktivi-
tatsdaten aus der wissenschaftlichen Literatur enthélt. Dar-
tiber hinaus stellt auch PubChem groBle Datensitze fiir
Analysen zur Verfiigung. Die Information in diesen Daten-
banken sollte gemeinsam mit dem DNP und WOMBAT eine
deutlich verbesserte Analyse des biologisch relevanten che-
mischen Strukturraums erlauben.

Ein weiter Schritt in der Entwicklung solcher Ressourcen
konnte die Anwendung von vollautomatisiertem Text-Mining
auf die gesamte Literatur sein, einschlieSlich der Beziehun-
gen zwischen der chemischen Struktur und der Bioaktivitét
der jeweiligen Molekiile. Die groiten Quellen von qualitativ

K e BN 2, 5) 3
LSL A &3 ;O;

Morphin

Levorphanol

Pentazocin Peth|d|n

e (2) = P O

Morphin

keine tetracyclische

nur ABC

Kombination

Abbildung 22. Das Dilemma beim Versuch, Morphin und seine verwandten Strukturen mit kleineren Geruiststrukturen in den Naturstoffbaum
einzuftigen. Morphin wurde in der pharmazeutischen Entwicklung strukturell vereinfacht, woraus kommerzialisierte Wirkstoffe mit drei und vier
Ringen hervorgingen. Dennoch zeigt die Analyse von Morphin mittels SCONP, dass keine vom Morphin abgeleitete tetracyclische Geruststruktur
in der Natur vorkommt und dass nur tricyclische Geriiststrukturen bekannt sind. Somit entsteht eine Liicke im chemischen Strukturraum der
Naturstoffe, die im Bioaktivitdtsraum nicht existiert. Dieses Dilemma zeigt, dass die SCONP-Analyse durch die Einbeziehung von bioaktiven
Substanzen, die nicht in der Natur vorkommen, erginzt werden muss, um zu einer besseren Analyse des biologisch relevanten Strukturraums zu

kommen.
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hochwertigen Daten sind jedoch ausschlieBlich innerhalb der
groBen Pharmafirmen verfiigbar, die iiber Jahrzehnte hinweg
Millionen von Verbindungen in Hunderten von biochemi-
schen und biologischen Screens getestet haben. Konnte man
Zugang zu diesen Daten bekommen und kénnten diese dann
einer Analyse entsprechend des BIOS-Ansatzes unterzogen
werden, so sollte diese Analyse eine Vielzahl neuer For-
schungsprojekte ins Leben rufen. Diese neuen Projekte
wiirden die chemisch-biologische und die medizinalchemi-
sche Forschung vorantreiben und moglicherweise zur
schnelleren Identifizierung und Entwicklung neuer und bes-
serer Wirkstoffe beitragen. Wir erwarten nicht, dass dies in
néchster Zukunft geschehen wird. Eher wird die akademische
Forschung durch die Analyse von Datenbanken wie
ChEMBL und PubChem inspiriert werden. Aber wir fragen
uns auch, ob die pharmazeutischen Firmen wirklich wissen,
wo die Liicken in ihren Substanzbibliotheken, Datenbanken
und Patenten liegen.

5. Resiimee

Synthetische niedermolekulare Substanzen bieten ein-
zigartige Moglichkeiten, komplexe biologische Systeme
direkt zu beeinflussen und zu untersuchen. Fiir die Entde-
ckung solcher Molekiile werden Methoden zur Eingrenzung
und Kartierung des biologisch relevanten Strukturraums be-
notigt, und um in diesem Raum zu navigieren und ihn zu
befiillen. Die Biologie-orientierte Synthese (BIOS) adressiert
diese Problem einerseits durch eine Chemie-zentrische
Analyse der Ligand-bindenden Kernstrukturen, die in den
Faltungtypen von Proteindoménen eingebettet sind, sowie
andererseits den Geriiststrukturen aus der Evolution her-
vorgegangener Naturstoffklassen und weiteren, nicht in der
Natur vorkommenden bioaktiven Substanzklassen. Fiir
solche Analysen wurden das Proteinstrukturdhnlichkeits-
clustering (PSSC) sowie die strukturelle Klassifikation von
Naturstoffen (SCONP) und deren Erweiterung auf bioaktive
synthetische Verbindungen entwickelt. Sowohl einzeln als
auch gemeinsam angewendet dienen diese Methoden der
Erzeugung von Hypothesen, um biologisch relevante Klassen
synthetischer niedermolekularer Substanzen zu identifizie-
ren. Die so identifizierten Geriiststrukturen bilden die Basis
fiir die Synthese kleiner und mittelgroBer Substanzbiblio-
theken, beispielsweise inspiriert durch die Struktur eines
Naturstoffs. Diese Substanzkollektionen bevolkern durch
ihre fokussierte Diversitit den Raum um einen biologisch
relevanten Startpunkt im riesigen chemischen Strukturraum.
Scaffold Hunter, ein intuitiv zugéngliches und hochgradig
interaktives Computerprogramm, ermoglicht die Analyse
biologisch relevanter Teile des chemischen Strukturraums,
indem es die Geriiststrukturen hierarchisch anordnet — ent-
weder nach deren chemischer Struktur oder basierend auf der
biologischen Aktivitit.

Naturstoff-basierte Substanzkollektionen mit fokussierter
Diversitdt konnen mithilfe verschiedener Methoden effizient
synthetisiert werden, z.B. mit mehrstufigen Verfahren in
Losung oder an der festen Phase, Domino- und Kaskaden-
reaktionen oder auch Mehrkomponentenreaktionen, die von
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Polymer-immobilisierten =~ Abfangreagentien und neuen
Trenntechniken profitieren. Nach der Logik von BIOS her-
gestellte, Naturstoff-abgeleitete Substanzkollektionen erwie-
sen sich als mit biologischer Aktivitdt angereichert und er-
gaben typischerweise Trefferquoten von ca. 0.2-1.5 % aktiver
Substanzen in biochemischen und zellbasierten Tests.

Die erfolgreiche Entwicklung des BIOS-Ansatzes ebnet
den Weg fiir die Nutzung der biologischen Prévalidierung der
Naturstoffstrukturen durch die Evolution in der chemisch-
biologischen und medizinalchemischen Forschung. Dadurch
tiberwindet BIOS die Hiirde der synthetischen Zugénglich-
keit oder Verfiigbarkeit von Naturstoffen und inspiriert die
zukiinftige Nutzung von Naturstoffen und davon abgeleiteten
Substanzkollektionen in der Wirkstoffentwicklung.

Die Entwicklung und experimentelle Validierung des BIOS-
Konzepts spiegelt die Arbeit zahlreicher fritherer und heutiger
Mitglieder unserer Arbeitsgruppe iiber mehr als ein Jahrzehnt
wider, denen wir mehr als dankbar sind. Ihre Namen finden
sich in den Publikationen, die aus unserer Gruppe hervorge-
gangen sind und die in diesem Aufsatz zitiert wurden. Sie
verfiigten und verfiigen iiber die notwendige Furchtlosigkeit,
bedeutende Fragen zu stellen und wirklich schwierige und
grundlegende Probleme der chemisch-biologischen und me-
dizinalchemischen Forschung anzugehen. Kennzeichnend sind
ihre intellektuellen und experimentellen Fihigkeiten und Fer-
tigkeiten, die es ihnen ermoglichten, sich den Herausforde-
rungen zu stellen, die ein multidisziplindrer Ansatz mit sich
bringt, der die Methoden und Kulturen der Chemie, Biologie
und Informatik integriert. Wir danken auch unseren Koope-
rationspartnern aus den verschiedenen Projekten, deren
Namen in den Autorenlisten unserer gemeinsamen Verdffent-
lichungen zu finden sind. Ohne ihre fortwihrenden Beitrige
und die vertrauensvolle Zusammenarbeit hitten viele Projekte
nicht erfolgreich in die Tat umgesetzt werden konnen. Unsere
Forschung wurde unterstiitzt durch die Max-Planck-Gesell-
schaft, die Deutsche Forschungsgemeinschaft, das Bundesmi-
nisterium fiir Bildung und Forschung, die Alexander von
Humboldt-Stiftung, die Volkswagen-Stiftung, die Europdische
Union (Finanzierung durch den Europiische Forschungsrat
im Rahmen des siebten Rahmenprogramms der Europdischen
Union (FP7/2007-2013)/ERC Grant agreement no.268309),
das Land Nordrhein-Westfalen, den Fonds der Chemischen
Industrie, die Novartis AG, Bayer CropScience, die BASF AG
und die Analyticon GmbH.
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