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Mit Blick auf jiingste Untersuchungen zur Effizienz der
pharmazeutischen Wirkstoffforschung sind neue chemische
Leitstrukturen mit einem definierten pharmakologischen
Profil gesuchter denn je.'¥ Rechnerbasiertes ,,De-novo“-
Design bietet sich als eine Methode der Wahl zu genau
diesem Zweck an, da mittels dieses Ansatzes innovative
molekulare Grundgeriiste (,,Chemotypen“) aus einem
scheinbar unendlichen chemischen Raum zuginglich gemacht
werden kénnen.F”) Hier berichten wir iiber die erfolgreiche
Anwendung eines vollautomatischen und chemiegetriebenen
De-novo-Designverfahrens, mit dessen Hilfe ein neuartiger,
niedermolekularer, potenter und selektiver Inhibitor der hu-
manen Polo-like Kinase 1 (hPlkl) entdeckt wurde. Diese
potentielle Antitumor-Substanz wurde vom Designalgorith-
mus von Grund auf neu entworfen und konnte entsprechend
dem vom Computerprogramm vorgeschlagenen Syntheseweg
chemisch dargestellt werden. Die Tumorzellproliferation wird
durch diese signifikant reduziert, ohne dabei die Vitalitit
nicht-transformierter Zellen zu beeinflussen und ohne auf-
fillige inhibierende Effekte in einem Paneltest aktivierter
Kinasen. Bemerkenswerterweise ist die vom Computer ent-
worfene Substanz eine ,,Superstruktur” des Antidepressi-
vums Fluoxetin, fiir welches wir vergleichbare, jedoch deut-
lich schwichere zelluldre Effekte beobachteten. Die vorlie-
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gende Studie weist das Konzept des rechnerbasierten De-
novo-Designs als eine zeit- und ressourcensparende Methode
fir den Neuentwurf molekularer Grundgeriiste aus, ohne
dabei auf ein Strukturmodell des makromolekularen Ziel-
proteins angewiesen zu sein.

Die Serin/Threonin-Kinase hPlkl spielt eine zentrale
Rolle bei der Kontrolle des Zellzyklus und ist eine Ziel-
struktur fiir die Entwicklung neuartiger Tumortherapeuti-
ka.®*I Typ-I-Inhibitoren binden an eine aktive Konformation
der Kinase, wohingegen Typ-II-Inhibitoren die inaktive
Kinase ausschalten, bei der sich die Aktivierungsschlaufe der
Proteinstruktur in der sogenannten ,,DFG-out“-Konformati-
on befindet.'""! Kiirzlich berichteten wir iiber die Identifi-
zierung von Verbindung 1 als einen solchen starken (ICs,=
0.2nm) Inhibitor der inaktiven hPlk1.'” Ausgehend von
Verbindung 1 als Designvorlage setzten wir unsere neue
Software DOGS (Design Of Genuine Structures) ein, um
automatisch neue Chemotypen zu entwerfen, die im Ver-
gleich zu 1 andere Grundgeriiste, aber dennoch eine dhnliche
Verteilung von Wechselwirkungspunkten (Pharmakophor-
muster) besitzen.'*!*l Die Software wendet dafiir insgesamt
83 organisch-chemische Reaktionen auf eine Sammlung von
mehr als 25000 kommerziell verfiigbaren Molekiilbausteinen
an.'” Neue Verbindungen wachsen durch die iterative An-
wendung motivierter In-silico-Syntheseschritte.'! Jeder ein-
zelne Schritt entlang des virtuellen Synthesewegs wird dabei
iiber den Konservierungsgrad der Pharmakophormerkmale
und die strukturelle Ahnlichkeit des aktuellen Molekiilent-
wurfs zur Referenzverbindung (1) geleitet.'”! Unter den so
erhaltenen besten Entwiirfen identifizierten wir Verbindung 4
mit einem die strukturelle Vielfalt bekannter Kinaseinhibi-
toren erweiternden Grundgeriist (Abbildung 1 A). Uberra-
schenderweise handelt es sich bei dieser chemisch hoch-
attraktiven, de novo entworfenen Verbindung um ein Struk-
turanalogon des bekannten Antidepressivums Fluoxetin.*!]
Dieser Befund lie uns eine funktionelle Verwandtschaft
zwischen den beiden Substanzen vermuten, sodass wir Ver-
bindung 4 weitergehend untersuchten.

Die DOGS-Software erzeugte insgesamt 218 Verbindun-
gen ausgehend von 100 Startfragmenten. Die erhaltenen
Entwiirfe sind wirkstoffartig und der chemischen Synthese
zuginglich (Werte als Mittelwert + o: Molekulargewicht =
457 +59 Da, Lipophilie (SlogP)=4.5+1.1, Wasserloslich-
keit (logS) = —5.9 +1.3, synthetische Plausibilitit (rsynth) =
0.7+0.3). Der von Hopkins eingefiihrte quantitative Index
fiir ,, Wirkstoffartigkeit“ (QED)P" betrigt fiir die entworfe-
nen Molekiile 0.5 + 0.2 und ist damit in Ubereinstimmung mit
dem Mittelwert aus allen zugelassenen Wirksubstanzen
(QED =0.49)." Insgesamt wurden 57 unterschiedliche mo-
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Abbildung 1. A) De-novo-Design und Synthese von Verbindung 4: Reagentien und Bedingungen: 1) 2-Pyridincarbox-
aldehyd, DCE (1,2-Dichlorethan), NaBH(OAc);, RT; 2) 4-Trifluormethylphenol, PPh;, DEAD (Diethylazodicarboxylat),
THF, 0°C. Die entworfene Verbindung ist ein Derivat von Fluoxetin. B) Grundgeriistvielfalt: Die 10 haufigsten vom
Computer entworfenen molekularen Grundgeriiste (n: Anzahl Molekiile).
Abbildung zeigt die Verteilungen bekannter Kinaseinhibitoren (schwarze Punkte) und der de novo entworfenen Mo-
lekiile (rote Punkte) in einem pharmazeutisch relevanten chemischen Raum aus 12647 bioaktiven Substanzen
(COBRA-Datensammlung). Die Molekiildichte wird durch einen Farbgradienten von Blau (wenige Molekiile) nach
Orange (viele Molekiile) wiedergegeben. Fiir alle Molekiile wurde die topologische CATS-Pharmakophorreprisenta-
tion berechnet und durch ,Stochastic Neighbor Embedding“ (SNE) auf die Ebene projiziert.

lekulare Grundgeriiste erhalten, von denen die zehn héu-
figsten in 57% aller Entwiirfe auftreten (Abbildung 1B).
Diese breite Diversitit spiegelt die Toleranz des beim Design
verwendeten ~ Pharmakophor-AhnlichkeitsmaBes ~ wider.
Unter den besten Entwiirfen beobachteten wir mehrere ver-
zweigte Molekiilstrukturen, obwohl das Referenzmolekiil
1 ein lineares Grundgeriist aufweist. In einer fritheren Studie
hatten wir eine de novo erzeugte lineare Verbindung aus
dieser Serie bereits synthetisiert und auf hPlk1-Inhibierung
getestet.'! Hier fokussierten wir uns nunmehr auf den Mo-
lekiilentwurf Nr. 4.

Fiir in der Literatur beschriebene Kinaseinhibitoren be-
rechneten wir eine ,,Fitness“-Landschaft, die ein Modell von
deren Struktur-Wirkungs-Beziehungen darstellt (Abbil-
dung 1C). Die Landschaft beruht auf der Visualisierung der
Verteilung von 12647 bioaktiven, 256 makromolekulare Tar-
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unseren 218 de novo
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len. Fiir alle Substan-
zen wurde eine Repra-
sentation ihrer topolo-
gischen Pharmako-
phormuster (CATS)®!
berechnet, und die re-
sultierenden  210-di-
mensionalen reellzah-
ligen Vektoren mittels
dem »Stochastic
Neighbor Embed-
ding“-Verfahren  auf
die Ebene projiziert.?!
Diese Methode erfasst
lokale Nachbarschafts-
beziehungen zwischen
den Substanzen! und
minimiert  Artefakte
bei der Projektion
\ nicht-normalverteilter
Daten.*%"] Offen-
sichtlich ist die Mehr-
zahl der entworfenen
Molekiile in einem
Bereich des chemi-
schen  Raums zu
finden, der bekannten
Kinaseinhibitoren un-
mittelbar benachbart
ist. Diese Beobachtung
lasst vermuten, dass
beide  Verbindungs-
klassen teilweise iiber-
lappende, aber nicht
identische Merkmale
haben und die entwor-
fenen Molekiile die
chemische Vielfalt be-
kannter Kinaseinhibi-
toren erweitern. Die Tatsache, dass Verbindung 4 im Uber-
gangsbereich zwischen den bekannten und entworfenen
Molekiilen liegt, motivierte weitergehende Untersuchungen
zusitzlich.

Weiterhin erstellten wir Computermodelle der Komplexe
zwischen Verbindung 4 bzw. Fluoxetin und hPlk1l. Automa-
tisches flexibles Ligandendocking in die ATP-Bindetasche
der aktiven hPlkl (Protein Data Bank,® PDB ID: 2ou7)®!
und einem Modell der inaktiven hPlk1, welches wir ausge-
hend von einer inaktiven DFG-out-Konformation der
strukturverwandten Aurora A-Kinase (PDB ID: 2c6e)” er-
stellt hatten, legte die bevorzugte Bindung von 4 an die
inaktive Kinase nahe (GOLD-Software, ASP-Scorel**2 =40
bzw. 47; hohere positive Werte deuten eine mogliche stérkere
Bindung an). Fiir Fluoxetin erhielten wir bei gleichem Trend
insgesamt niedrigere Werte (aktive hPlk1: 29; inaktive hPlk1:
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37). Diese Modellierungsstudie deutete an, dass sowohl Ver-
bindung 4 als auch Fluoxetin in eine inaktive hPlk1-Konfor-
mation binden konnten.

Verbindung 4 war der chemischen Synthese unmittelbar
zuganglich, wobei wir die vom Computerprogramm vorge-
schlagene Synthesestrategie verfolgten (Abbildung 1 A). Wir
erhielten racemisches Produkt 4 nach Aufreinigung, wobei
zundchst das Zwischenprodukt 3 tiber reduktive Aminierung
von 3-Amino-1-phenylpropan-1-ol (2) erhalten wurde, ge-
folgt von Mitsunobu-Etherbildung.”® Hiermit bestitigen wir
die Eignung des reaktions- und computergestiitzten Mole-
kiildesigns fiir die medizinische Chemie.

Zunichst untersuchten wir die Verbindungen 1, 4 und
Fluoxetin in einem 48-Kinase-Panel auf ihr inhibierendes
Potenzial. In einer Konzentration von 10 um fiihrte keine der
Verbindungen zu einer signifikanten Blockade der hPlk1-
Aktivitdt oder einer anderen getesteten Kinase (nicht ge-
zeigt). Bemerkenswerterweise inhibierte Verbindung 4 auch
nicht Aurora-Kinase A (STK6), welche in vivo mit hPlk1-
Effekten zusammenspielt.*]

AnschlieBend fiithrten wir Kinaseassays mit synchroni-
sierten HelLa-Zellen durch, um zu untersuchen, ob Verbin-
dung 4 die Kinaseaktivitdt von hPIkl in der inaktiven Kon-
formation hemmt. Dazu wurde immunprazipitierte hPlk1 mit
ansteigenden Konzentrationen von Verbindung 4 und mit
Casein als Substrat im Kinaseassay eingesetzt. Dabei konnten
wir eine signifikant reduzierte hPlk1-Aktivitdt auf 40-60 %
fiir alle eingesetzten Konzentrationen beobachten (Abbil-
dung2 A, 1 nM: 55%, p=0.0031 (zweiseitige ANOVA mit
Bonferroni-Korrektur); 10 nm: 60%, p=0.0006; 100 nM:
46%,p=0.007; 1 um: 54 %, p =0.001; 33 um: 41 %, p =0.01).
Dariiber hinaus haben wir die Kinaseaktivitidt von hPlk1 nach
der Inkubation von immunprazipitierter Kinase mit Fluoxetin
ermittelt, wobei wir hierbei erst bei 100-fach hoherer Kon-
zentration von 10 bzw. 100 pm eine signifikant reduzierte
hPlk1-Kinaseaktivitit beobachteten (Abbildung2B). Mit
einer Konzentration von 10 nm Fluoxetin konnte die hPlk1-
Aktivitdt auf 80% (p =0.08), mit 100 nm auf 90% (p =0.4),
mit 1 um auf 71% (p=0.09), mit 10 um auf 61% (p=0.03)
und mit 100 pm auf 37 % (p =0.0003) reduziert werden. Diese
Ergebnisse unterstreichen Fluoxetin als einen schwachen
Inhibitor inaktiver hPlkl und konnten einen Teil der be-
schriebenen anti-proliferativen Effekte von Fluoxetin auf
Tumorzellen erkliren.>!

Um einen weiteren Hinweis auf die Selektivitit von
Verbindung 1 zu erhalten, untersuchten wir zusétzlich deren
Einfluss auf inaktive Aurora A-Kinase. Bis zu einer Ligan-
denkonzentration von 33 um war kein inhibierender Effekt zu
beobachten (Abbildung 2C). Aufgrund der nanomolaren
Affinitdt zu hPlk1 in der inaktiven Konformation und einer
hohen Ligandeneffizienz®" (AG/Anzahl Nicht-Wasserstoff-
atome ca. 0.66) bietet sich Verbindung 4 daher als Aus-
gangspunkt fiir die Leitstrukturoptimierung an.

Um den Einfluss von Verbindung 4 und Fluoxetin auf den
Zellzyklus zu untersuchen, fiihrten wir FACScan-Analysen
mit HeLa-Zellen nach Synchronisation mit Doppelthymi-
dinblock durch. Uber einen Zeitraum von 48 h zeigte sich ein
deutlich verlangsamter Zellzyklus (Hintergrundinformatio-
nen, Abbildung S1A). 4 h nach der Freilassung (release) be-
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Abbildung 2. Hemmung der inaktiven hPIk1- und Aurora A-Kinase.
hPIk1-Aktivitit von immunprizipitierter hPlk1-Kinase aus Hela-Zellen
nach Inkubation mit Verbindung 4 (A) oder Fluoxetin (B), bzw. Verbin-
dung 4 mit immunprézipitierter Aurora A-Kinase aus Hela-Zellen (C).
Dargestellt sind repriasentative Autoradiogramme. Die Balkendiagram-
me zeigen drei unabhingige Experimente zur Messung der hPlk1- bzw.
Aurora A-Kinaseaktivitat mit Casein als Substrat.
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fanden sich die Kontrollzellen zu je 1/3 in der G0/G1-, S- bzw.
G2/M-Phase, wihrend die Zellen, die mit 10 um Verbindung 4
behandelt worden waren, hauptsdchlich noch in der S-Phase
waren und bei 33 pm sogar dauerhaft in der S-Phase arre-
tierten (Abbildung S1A, erste Zeile). Nach 6 h erreichten die
Kontrollzellen die G2/M-Phase, nach Behandlung mit 33 pm
Verbindung 4 waren die Zellen jedoch immer noch in der S-
Phase (Abbildung S1A, zweite Zeile). Nach 8 h verhielt sich
der Zellzyklus nach Behandlung mit 10 um wieder wie bei den
Kontrollzellen, allerdings verharrten die Zellen, die mit 33 pm
behandelt worden waren, noch immer in der S-Phase (Ab-
bildung S1A, dritte Zeile). 10 bis 14 h nach der Freilassung
erreichten die Kontrollzellen und die mit 10 um behandelten
Zellen wieder eine normale Zellzyklusverteilung. Die mit
33 um Verbindung 4 behandelten Zellen beendeten die S-
Phase und erreichten die G2/M-Phase (Abbildung S1A,
vierte bis sechste Zeile). Im Zeitraum von 24-48 h durchlie-
fen die Kontrollzellen schlieBlich einen kompletten Zell-
zyklus, aber Zellen, die mit Verbindung 4 behandelt worden
waren, gingen vom G2/M-Arrest in die Apoptose iiber (Ab-
bildung S1A, siebte bis letzte Zeile).

Die Behandlung von HeLa-Zellen mit Fluoxetin fiihrte
im Zeitraum von 48 h nach dem Doppelthymidinblock zu
vergleichbaren Effekten auf den Zellzyklusverlauf wie die
Behandlung mit Verbindung 4 (Abbildung S1B). Die Zellen
wiesen ein verzogertes Durchlaufen des Zellzyklus auf und
gingen iiber einen G2/M-Arrest zur Apoptose iiber.

Um den Einfluss von Verbindung 4 und Fluoxetin auf die
Zellproliferation zu untersuchen, wurden HeLa-Zellen 24—
72 h nach der Behandlung gezéhlt. Dabei fithrte Verbindung 4
zur konzentrations- und zeitabhéngigen Verringerung der
Zellproliferation mit einem ECs;-Wert von 4 +1 um (Abbil-
dung 3 A, obere Zeile). Nach 72 h war die Reduktion ab einer
Konzentration von 100 nm signifikant (100 nm: 81%, p=
0.03; 1 um: 60 %, p=0.02; 10 um: 35%, p=0.01; 33 um: 0%,
p =0.002). Um dariiber hinaus zu ermitteln, ob die Zellen in
der Lage waren, sich von der Behandlung mit den beiden
Testsubstanzen zu erholen, wurde die Zellproliferation iiber
einen Zeitraum von weiteren 72 h nach erneutem Aussden in
frischem Medium ohne Testsubstanzen bestimmt (,,wash-out
grow-out“-Assay). Die Zellen wurden dafiir nach den ersten
72 h Inkubationszeit gezédhlt und erneut ausgesit, anschlie-
Bend wurde die Zellzahl nach weiteren 72 h ermittelt. Die
Inkubation mit frischem Medium ohne Verbindung 4 fiihrte
in den niedrigeren Konzentrationen (10 nm-1 um) dazu, dass
die Zellen sich wieder erholen konnten und weiter prolife-
rierten (Abbildung 3 A, untere Zeile). Die Zunahme liegt
hier wie bei unbehandelten Kontrollzellen bei ca. 400-500 %.
Nach Behandlung mit hoheren Konzentrationen hingegen
konnten die Zellen auch nach Entfernung von Verbindung 4
nicht weiter proliferieren, sondern waren irreversibel ge-
schidigt. 10 pm Verbindung 4 fiihrten zu einer verminderten
Proliferation im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen
(42 %). Die hoheren Konzentrationen (16 und 22 pm) fiithrten
sogar zu einer Erholungsrate von 0%. HelLa-Zellen, die
zuvor mit 28 bzw. 33 um Verbindung 4 behandelt worden
waren, waren bereits nach den ersten 72 h so geschédigt, dass
zu diesem Zeitpunkt 0% der Zellen proliferierten, sodass
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nach der Erholungsphase ebenfalls keine proliferierenden
Zellen mehr detektiert wurden.

Verglichen mit Verbindung 4 fiihrte Fluoxetin zu einer
schwicheren Reduktion der HeLa-Zellproliferation iiber den
Zeitraum von 24-72h, die aber dennoch signifikant fiir
Konzentrationen ab 10 um war (Abbildung 3B, obere Zeile).
Auch hier war die Reduktion konzentrations- und zeitab-
hingig mit einem ECs;-Wert von 14 +2 pm [10 um: Redukti-
on auf 64% (p=0.02), 33 um: 1% (p =0.0001), 66 um: 0%
(p <0.0001), 100 um: 0% (p < 0.0001)]. Die ,,wash-out grow-
out“-Assays nach Behandlung der HeLa-Zellen mit Fluoxe-
tin ergaben dhnliche Effekte (Abbildung 3B, untere Zeile).
Fluoxetin-Konzentrationen bis zu 1 pM fiithrten zur Erholung
der HeLa-Zellen, vergleichbar mit den Kontrollzellen (430-
570 % verglichen mit der wiederausgesiten Zellzahl). Hohere
Fluoxetin-Konzentrationen fiihrten jedoch zu einer Beein-
trachtigung der Erholung nach Inkubation mit frischem
Medium ohne Testsubstanzen (10 um: 295 %), und fiir Kon-
zentrationen von 66 und 100 um waren die Beobachtungen
vergleichbar zu Verbindung 4, wo bereits nach der ersten 72-
stindigen Inkubation keine Zellen mehr fiir ein erneutes
Aussien iiberlebt hatten, sodass auch nach den weiteren 72 h
0% im Vergleich zu den Kontrollzellen vorhanden waren.

Dariiber hinaus untersuchten wir den Einfluss von Ver-
bindung 4 und Fluoxetin auf hTERT-RPE1-Zellen, um ihre
Eignung als potentielle Wirkstoffe zu analysieren. Dabei er-
mittelten wir die Zellerholung nach einer erneuten 72-Stun-
den-Periode ohne Testsubstanzen, nachdem die Zellen zuvor
mit 100 nM und 10 pm Verbindung 4 bzw. mit 10 und 33 pum
Fluoxetin behandelt worden waren (Abbildung 3 C,D). Wie
fiir die HeLa-Zellen beschrieben, ermittelten wir auch die
hTERT-RPE1-Zellzahlen nach den ersten 72 h Inkubation
mit den Testsubstanzen sowie nach erneuter Aussaat in fri-
schem Medium ohne Substanzen und nach weiteren 72 h.
Beide Testsubstanzen fiihrten lediglich zu einer geringen
Beeintrachtigung der Erholung, sodass alle Zellen lebendig
waren und nach der Entfernung der Testsubstanzen normal
weiter proliferierten.

Um eine mogliche Apoptose-Induktion als Ursache fiir
die reduzierte Proliferation zu untersuchen, fithrten wir zu-
nidchst Western-Blot-Analysen gegen Parp in HeLa-Zellen
durch. Dabei konnten wir bereits nach Behandlung mit
100 nm Verbindung 4 ansteigende Mengen des Spaltprodukts
von 85 kDa GrofBe bei gleichzeitig abnehmendem Vollldn-
genprotein von 116 kDa GroBe messen (Abbildung 3E).
Nach Behandlung mit ansteigenden Konzentrationen bis hin
zu 33 um war nur noch das Spaltprodukt detektierbar. Nach
der Inkubation mit Fluoxetin war die Spaltung des Vollldn-
genproteins erst ab einer Konzentration von 33 um messbar,
in niedrigeren Konzentrationen war nur eine schwache Zu-
nahme des Spaltprodukts zu sehen (Abbildung 3F). Um die
durch Parp-Spaltung nachgewiesene Apoptose-Induktion
nach Behandlung mit Verbindung 4 zu bestétigen, fithrten wir
anschlieBend Caspase 3/7-Assays nach 24 und 48 h Inkubati-
on durch, die deutlich die zeit- und konzentrationsabhéngige
Aktivierung der Caspasen 3/7 als Apoptose-Indikator besté-
tigten (Abbildung 3 G,H).

Als das wichtigste Ergebnis unserer Untersuchungen
sehen wir die Tatsache, dass sich die vollautomatisch de novo
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Abbildung 3. A-D) Zellproliferation und Vitalitit: Effekt von Verbindung 4 (A) bzw. Fluoxetin (B) auf die Zellproliferation und ,wash-out grow-
out“-Assay in HelLa-Zellen. Effekt von Verbindung 4 und Fluoxetin in ,wash-out grow-out“-Assays in hTERT-RPE1-Zellen (C, D). Die Zellproliferati-
on von Hela-Zellen wurde nach 24-72 h nach Behandlung bestimmt, Kontrollzellen erhielten reines Kulturmedium. Die prozentuale Proliferation
ist angegeben bezogen auf die Kontrollzellen (=100%) nach 72 h Inkubation mit den Testsubstanzen (n=3). Fiir die ,wash-out grow-out“-Assays
wurden Hela-Zellen (A, B) und hTERT-RPE1-Zellen (C, D) mit der jeweiligen Testsubstanz 72 h inkubiert, die Zellzahl ermittelt und anschlieflend
1/5 (HelLa-Zellen) bzw. 1/3 (hTERT-RPE1-Zellen) wieder ausgesit und die Zellzahl nach weiteren 72 h mit frischem Medium ohne Testsubstanzen
ermittelt. E-H) Apoptoseinduktion: Western-Blot-Analyse der Parp-Spaltung nach Behandlung von Hela-Zellen mit Verbindung 4 (E) bzw. Fluoxe-
tin (F). Die Western-Blot-Analysen zur Bestimmung der Parp-Spaltung wurden nach 48 h Inkubation der HelLa-Zellen mit den Testsubstanzen
durchgefiihrt. Die Aktivierung der Caspasen 3/7 wurde nach 24 h (G) bzw. nach 48 h (H) Inkubation mit Verbindung 4 ermittelt. Die Lumineszenz
wird als relativer RLU-Level angegeben (n=3, Mittelwert £ 0). Kontrollzellen wurden mit reinem Kulturmedium inkubiert.
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entworfene Verbindung 4 als synthetisch leicht zugénglich
erwiesen hat, zudem das Zielprotein hPlkl potent und se-
lektiv in einer inaktiven Konformation arretierte, und die
damit im Zusammenhang stehende anti-proliferative Aktivi-
tit gegen Tumorzellen bei gleichzeitigen minimalen Effekten
auf immortalisierte nicht-transformierte Zellen aufzeigte. Die
Ergebnisse bestédtigen deutlich unser Konzept des liganden-
und reaktionsbasierten De-novo-Molekiildesigns als einen
geeigneten methodischen Ansatz zur Identifizierung innova-
tiver medizinisch-chemischer Leitstrukturen mit einem ge-
wiinschten Aktivitdtsspektrum. Das vorgestellte Verfahren
konnte zum wissenschaftlichen Fortschritt in stagnierenden
Wirkstofffindungsprojekten beitragen.
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