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Abstract: Am Beispiel der Ugi-Dreikomponentenreaktion
stellen wir ein schnelles und effizientes Verfahren f�r die
Kopplung von On-Chip-Mikroflusssynthesen mit einer neuen
Methode zur Vorhersage biologischer Targets vor, um neue
Liganden-Protein-Beziehungen zu entdecken. Wir konnten
auf diese Weise eine GPCR-modulierende, kombinatorisch
zug�ngliche Verbindungsklasse identifizieren. Diese effizien-
ten Liganden binden mit antagonistischen Eigenschaften an
die humanen Adenosin-A1/2B- und adrenergen a1A/B-Rezepto-
ren. Die Integration von Mikrofluidiksystemen f�r die chemi-
sche Synthese mit computergest�tzten Targetvorhersagen ist
ein vielversprechendes Verfahren zur raschen Erstellung fo-
kussierter Substanzbibliotheken mit hohen Trefferraten.

Die oftmals kurzen Laufzeiten von Wirkstofffindungs-Pro-
jekten zur Identifizierung chemischer Leitstrukturen werden
h�ufig von Hochdurchsatz-Screeningkampagnen unterst�tzt.
Die daf�r verwendeten Substanzsammlungen profitieren
auch von kombinatorischen Bibliotheken mit Leitstruktur-
und Wirkstoffeigenschaften.[1] W�hrend es bereits zahlreiche
Synthesevorschriften gibt, w�re es w�nschenswert, zus�tzlich
auch eine verl�ssliche Vorhersage der mçglichen biologischen
Ziele (makromolekulare Targets) f�r diese Molek�le zu er-
halten, um Target-fokussierte Bibliotheken erstellen zu
kçnnen. Am Beispiel der Ugi-Mehrkomponentenreaktion,[2]

deren Robustheit bereits mit der Synthese von Modellsub-
stanzen und Wirkstoffkandidaten gezeigt wurde,[3, 4] stellen
wir ein schnelles und effizientes Verfahren f�r die Kopplung
von On-Chip-Mikroflusssynthesen mit einer neuen Methode
zur Vorhersage biologischer Targets vor, um neue Liganden-
Protein-Beziehungen zu entdecken. Wir konnten auf diese
Weise eine GPCR-modulierende, kombinatorisch zug�ngli-
che Verbindungsklasse identifizieren (GPCR = G-Protein-
gekoppelter Rezeptor). Diese effizienten Liganden binden
mit antagonistischen Eigenschaften an die humanen Adeno-
sin-A1/2B- und adrenergen a1A/B-Rezeptoren. Unsere Ergeb-

nisse zeigen, dass die Integration von Mikrofluidiksystemen
f�r die chemische Synthese mit computergest�tzten Target-
vorhersagen vielversprechend f�r die rasche Erstellung fo-
kussierter Substanzbibliotheken mit hohen Trefferraten ist.

Imidazopyridine kçnnen in
Bezug auf ihre Aktivit�t f�r ver-
schiedene Zielproteine als privile-
gierte Substruktur angesehen
werden.[5–8] Zwar wurde die Her-
stellung dieser Verbindungsklasse
mithilfe der Ugi-Dreikomponen-
tenreaktion bereits beschrieben,[5–7] allerdings konnte bisher
keine Maßstabsvergrçßerung der kombinatorischen Ans�tze
erreicht werden. Daher konzentrierten sich unsere ersten
Versuche darauf, zun�chst eine robuste Synthese in einem
Mikrofluidikreaktor zu entwickeln, ausgestattet mit pulsati-
onsfreien Niederdruck-Spritzenpumpen, der im kontinuierli-
chen Betrieb beliebige Mengen der entsprechenden Sub-
stanzen synthetisieren kann. Der Aufbau umfasst ein 3-2-
Wege-Magnetventil, das die automatische F�llung und itera-
tive Abgabe der Reaktanten ermçglicht. Das Amin und das
Benzaldehyd wurden gemeinsam mit der Perchlors�ure in
Ethanol gelçst; die Isocyanatverbindung wurde getrennt
eingeleitet. Die Konzentrationen der Stammlçsungen wurden
so angepasst, dass die jeweils notwendige Endkonzentration
im Mikroreaktor erreicht wurde. Als Prim�rreaktor wurde
ein DeanFlow-Chip aus Borsilicatglas, mit einem Volumen
von 5 mL und einer Zick-Zack-Mischzone, verwendet (Ab-
bildung 1 A). Als Alternative setzten wir einen KombiMix-

Chip mit einem Reaktionsvolumen von 13 mL ein (Abbil-
dung 1B). Die Synthesevorschrift wurde mithilfe der Cetoni-
Qmix-Elements-Software zur Automatisierung des gesamten
Prozesses implementiert, inklusive aller erforderlichen
Waschschritte.

Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde
1 sowohl durch klassische als auch durch automatisierte
Synthese hergestellt. Die Ums�tze wurden aus den 1H-NMR-
Spektren abgeleitet (Abbildung 2A,B). Als Erstes suchten

Abbildung 1. DeanFlow- (A) und KombiMix-Mikroreaktoren (B).
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wir eine optimale Flussgeschwindigkeit und Reaktionstem-
peratur unter Verwendung von 10 Mol-% Katalysator und
einer Reaktantenkonzentration von 0.3 m, wie bereits fr�her
beschrieben.[6] Im Allgemeinen funktionierte die Reaktion
bei niedrigeren Temperaturen (30 und 70 8C) deutlich besser
als bei 170 und 200 8C. Im Rundkolben bei Raumtemperatur
sowie bei 30 8C erhielten wir Ums�tze von 73 bzw. 80 %.
Diese Befunde verdeutlichen die N�tzlichkeit des Mikrore-
aktors, denn es werden sowohl der Umsatz erhçht als auch die
Reaktionsdauer verk�rzt. Reaktionen bei hçheren Flussge-
schwindigkeiten (30 und 60 mLs�1) schnitten deutlich
schlechter ab bei Geschwindigkeiten von 3.75 und 7.5 mL s�1,
vermutlich wegen der geringeren Verweilzeit im Mikroreak-
torchip. Die hçchsten Ums�tze ergaben sich bei mittleren
Temperaturen (70 und 100 8C). Bei 70 8C war der Umsatz
beinahe unabh�ngig von der Flussgeschwindigkeit, w�hrend
bei 100 8C eine Flussgeschwindigkeit von 15 mL s�1 bevorzugt
war.

Nachdem die beste Kombination aus Temperatur und
Flussgeschwindigkeit gefunden worden war, suchten wir nach
den optimalen Konzentrationen von Katalysator und Reak-
tanten, die sich zu 10 Mol-% bzw. 0.3m ergaben (Abbil-
dung 2B). Die erreichten Ums�tze sind vergleichbar mit den
unter Mikrowellenbestrahlung erzielten (94 bzw. 93%).[6]

Dabei ist zu beachten, dass die Temperatur in der Durch-
flussmethode niedriger (100 8C im Mikroreaktor gegen�ber

170 8C unter Mikrowellenbestrahlung) und auch die Reakti-
onszeit k�rzer war (0.3 s im Mikroreaktor gegen�ber 15 min
unter Mikrowellenbestrahlung). Als Letztes wurden die op-
timierten Reaktionsbedingungen in den beiden Mikroreak-
tionschips verglichen. W�hrend f�r 1 im DeanFlow-Chip ein
Umsatz von 93% erzielt wurde, konnte im KombiMix nur ein
Umsatz von 88 % beobachtet werden.

Nach der Reaktionsoptimierung synthetisierten wir eine
kleine fokussierte Bibliothek von Imidazopyridinen 1–12
(Abbildung 2C) im DeanFlow-Reaktorchip. Die potenziellen
biologischen Targets wurden mithilfe eines Gaußprozess-
Regressionsmodells auf Basis bekannter Liganden f�r 469
Zielproteine, die in der ChEMBL-Datenbank (Version 14)[9]

annotiert sind, vorhergesagt. Das neu entwickelte Compu-
termodell berechnet f�r Molek�lstrukturen einen Aktivi-
t�tswert (pAffinity) f�r jedes Target, was von �hnlichen Pro-
grammen zur Targetvorhersage bisher nicht geleistet wird.[10]

Um aussagekr�ftige, nicht-triviale Vorhersagen zu erhalten,
wurde die Mahalanobis-Distanz (MD) jedes vorhergesagten
Wertes zu den Vorhersagen einer großen Sammlung zuf�llig
ausgew�hlter Substanzen berechnet. Hierbei ber�cksichtig-
ten wir nur diejenigen Zielproteine, f�r welche die vorher-
gesagte G�te pAffinity> 5.5 mit MD> 0.5 betrug. Mithilfe
dieser leichten Einschr�nkung wurden im Mittel 18 Zielpro-
teine pro Molek�l erhalten. Dieser Wert liegt hçher als bei
anderen theoretische Betrachtungen und experimentellen

Abbildung 2. Mikroflusssynthese von Imidazopyridinderivaten: A) Bestimmung der optimalen Flussgeschwindigkeit und Temperatur (T) bei kon-
stanten Konzentrationen von Katalysator (10 Mol-%) und Reaktantbausteinen (BB; 0.3m); B) Bestimmung der optimalen Katalysator- und BB-
Konzentrationen bei fester Flussgeschwindigkeit (15 mLs�1) und Temperatur (70 und 100 8C); C) die synthetisierte fokussierte Substanzbibliothek
mit erzielten Ausbeuten.
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Ergebnissen, die zwischen 2 und 10 Targets pro Substanz
annehmen, vermutlich weil die von uns gew�hlte Affinit�ts-
schwelle relativ niedrig liegt.[11] Werden die Kriterien jedoch
auf pAffinity> 6 und MD> 1 versch�rft, verbleiben im Mittel
nur noch vier Targets f�r jedes Imidazopyridinderivat. Ins-
gesamt 41 Targets erf�llten diese Einschr�nkungen und
wurden in der Folge genauer untersucht. F�r diese Zielpro-
teine ergab das Modell gute Werte bei der Kreuzvalidierung
von Q2 = 0.68� 0.10, MAE = 0.65� 0.11 und BEDROC =

0.67� 0.15 (alle Werte Mittelwert� Standardabweichung).[12]

Es wurden schlussendlich f�nf Zielproteine auf Grund-
lage der Mehrheitsvorhersagen f�r die gesamte kombinato-
rische Bibliothek ausgew�hlt, auch mit Blick auf ihre phar-
mazeutische Bedeutung und die Verf�gbarkeit der biologi-
schen Tests. Die vorhergesagten Affinit�tswerte (pAffinity)
liegen im mikromolaren Bereich (Tabelle 1), wobei ihre be-
rechnete Varianz recht hoch war. Diese Beobachtung unter-
streicht die potenzielle Neuheit des chemischen Grundge-
r�stes gegen�ber den bekannten Liganden aus der ChEMBL-
Datenbank. Tats�chlich wurden unseres Wissens bisher keine
�hnlichen Imidazopyridinderivate als Liganden f�r den
Adenosin- oder adrenergen Rezeptor verçffentlicht.[20]

Obwohl wir f�r alle synthetisierten Substanzen mçgliche
Targets vorhergesagt hatten, testeten wir nur diejenigen
Verbindungen, f�r welche die Aktivit�tsvorhersagen am ro-
bustesten waren. F�r eines der vorhergesagten Zielproteine,
die Phosphatidylinosit-3-Kinase (PI3K), wurde erst k�rzlich
eine Aktivit�t f�r Imidazopyridinstrukturen nachgewiesen,[6]

was unsere Vorhersage unterstreicht. Als Machbarkeits-
nachweis haben wir daher eine Reihe von GPCRs als Ziel-
molek�le untersucht, um neue Aktivit�tsinseln im chemi-
schen Raum zu entdecken. In einem kompetitiven Radiolig-
andentest, in welchem die direkte Ligand-Rezeptor-Bindung
untersucht wurde, und in zellbasierten Tests konnten 71 % der
Molek�le wie vorhergesagt als aktiv best�tigt werden (Ta-
belle 1).

Die Substanzen 3 und 7 zeigten antagonistische Ki-Werte
von 2 bzw. 3 mm am adrenergen a1B-Rezeptor. Molek�l 5 er-
zielte vergleichbare antagonistische Aktivit�t am adrenergen
a1A- und am Adenosin-A2B-Rezeptor. F�r 8 und 12 wurde
eine potente direkte Aktivit�t f�r den A1-Rezeptor best�tigt
(84 bzw. 89 % Bindung bei 100 mm), allerdings zeigten beide
Molek�le keine Aktivit�t im zellul�ren Test. Um die voll-
st�ndigen Selektivit�tsprofile der Substanzen zu untersuchen,

sind weitergehende Tests in einem
umfangreichen GPCR-Reihentest
erforderlich.

Etliche Qualit�tsindizes wurden
in der Vergangenheit vorgeschla-
gen, um die Priorisierung von akti-
ven Substanzen in der Wirkstoff-
forschung zu ermçglichen.[13] Nach
diesen Indizes sind unsere Molek�-
le als Leitstrukturen anzusehen
(Tabelle 1). Substanz 7 ist bei-
spielsweise nur m�ßig „dekoriert“
und weist eine hohe Ligandeneffi-
zienz auf (LE = 0.40; SILE = 3.23),
die eine Entwicklung als a1A-Re-

zeptor-Antagonist rechtfertigten w�rde. 3 hingegen verf�gt
�ber eine bessere Balance zwischen Affinit�t und berechne-
tem logP(o/w) (LLE = 3.46 gegen�ber 1.74), bei gleichzeitig
etwas schw�cherer Ligandeneffizienz als 7.

Eine weitere wichtige Erkenntnis aus unserer Studie ist
zudem, dass die hier pr�sentierten Leitstrukturen strukturell
un�hnlich zu den n�chsten Nachbarn aus den Trainingsdaten
sind (Tanimoto-Struktur�hnlichkeit = 0.16–0.30; Tabelle S1
der Hintergrundinformationen) und die Molek�le daher
wahrscheinlich nicht mit einer klassischen ligandenbasierten
�hnlichkeitssuche ausgew�hlt worden w�ren.

Unser Ansatz zum Entwurf fokussierter kombinatori-
scher Molek�lbibliotheken hat schnell und effizient zur
Identifikation eines molekularen Ger�stes mit Aktivit�t an
vier GPCRs gef�hrt. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass das
Imidazopyridin-Grundger�st ein privilegiertes Strukturmotiv
ist, und zeigen einen Weg zur Integration von neuen Tech-
nologien in die Wirkstofffindung und chemische Biologie auf,
gezeigt am Beispiel der On-Chip-Synthese und computerge-
st�tzten Vorhersage von biologischen Targets. Im Licht
j�ngster Fortschritte in der Lab-on-a-Chip-Technologie[14]

kann man sich einen vollautomatischen Molek�ldesign-Ro-
boter vorstellen, der die computergest�tzte Targetvorhersage,
Auswahl von Reaktanten f�r die Mikrodurchflusssynthese
und die Testung der Molek�le integriert.

Experimentelles
Computergest�tzte Rechnungen: Zum Trainieren des gaußschen
Prozessmodells[15] wurde die ChEMBL-Databank (Version 14) mit
1213242 verschiedenen Molek�len mit 10129256 Bioaktivit�ten f�r
9003 Zielproteine verwendet.[9] Zielproteine mit weniger als 200
eingetragenen humanen Bioaktivit�ten wurden aussortiert. Alle
eingetragenen Aktivit�ten wurden standardisiert zu pAffinity =

�log10(Aktivit�t). Der finale Datensatz enthielt 209293 Molek�le mit
insgesamt 431313 Bioaktivit�ten f�r 469 humane Targets. Die weitere
Verarbeitung der Daten wurde mithilfe von Python (http://www.
python.org) und Knime v.2.6.0[16] durchgef�hrt. Molek�lstrukturen
wurden mithilfe der „Wash“-Funktion in MOE 2012.10 vereinheit-
licht (The Chemical Computing Group Inc.); logP(o/w) wurde mit
MOE berechnet. Es wurden zwei unterschiedliche molekulare Re-
pr�sentationen verwendet: ein topologischer Pharmakophordeskrip-
tor (CATS2, 0–9 Bindungen, Typen-sensitive Skalierung)[6] und ein
ECFP-�hnlicher bin�rer topologischer Fingerabdruck (Morgan fin-
gerprint, Radius = 4, 2048 bit; RDKit: http://www.rdkit.org).[17] Die
Modelle zur Eigenschaftsvorhersage wurden in Matlab R2012b (The

Tabelle 1: Zusammenfassung der Ergebnisse f�r 1, 3, 5, 7, 8, 9 und 12.

Zielprotein vorhergesagte
pAffinity

Mahalanobis-
Distanz

exp. pKi oder
% Bindung

LE[a] LLE[b] SILE[c]

1 a1A
[d]/PDE10A[e] 5.7/5.7 0.7/0.8 <4/<4 – – –

3 a1B
[f ] 6.2 2.4 5.6 0.33 3.46 3.04

5 a1A/A2B
[g] 5.8/6.5 0.7/2.4 5.4/5.2 0.30/0.29 3.07/2.86 2.87/2.76

7 a1B 6.1 2.0 5.7 0.40 1.74 3.23
8 A1

[h] 5.7 3.2 >80%[i] – – –
9 A2B/PDE10A 6.4/5.8 2.6/1.7 <4/<4 – – –
12 A1 6.0 3.3 >80%[i] – – –

[a] Ligandeneffizienz. [b] Lipophile Ligandeneffizienz. [c] Grçßenunabh�ngige Ligandeneffizienz.
[d] Adrenerger a1A-Rezeptor. [e] Phosphodiesterase 10A. [f ] Adrenerger a1B-Rezeptor. [g] Adenosin-A2B-
Rezeptor. [h] Adenosin-A1-Rezeptor. [i] Radioligandentest. Aktivit�tswerte sind gemittelt (n = 2).
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MathWorks Inc.) unter Verwendung des GPML-Moduls v3.1 (http://
www.gaussianprocess.org) entwickelt. Die Qualit�t der Vorhersagen
wurde mithilfe einer 10-fach stratifizierten Kreuzvalidierung beurteilt
(kreuzvalidierter quadratischer Korrelationskoeffizient, Q2; mittlerer
absoluter Fehler, MAE). Die Boltzmann-verst�rkte Unterscheidung
des ROC (BEDROC; a = 56, die ersten 3% tragen zu 80% der Be-
wertung bei) wurde verwendet, um die Qualit�t der fr�hen Anrei-
cherung der Vorhersagen zu beurteilen.[18] Es wurde eine konserva-
tive Absch�tzung f�r pAffinity verwendet: prediction ¼ m* � s2

* ,
wobei m* die mittlere Vorhersage des Modells ist und s2

* die vorher-
gesagte Varianz. Um signifikante von zuf�lligen Vorhersagen zu un-
terscheiden, wurde die Mahalanobis-Distanz f�r alle Aktivit�tsvor-
hersagen berechnet: MD(prediction) = (prediction �mr)/sr, wo mr und
sr die mittlere und die Standardabweichung einer randomisierten
Vorhersageverteilung sind. Als Hintergrundverteilung haben wir
50000 Molek�le zuf�llig aus der ChemDB[19] ausgew�hlt.

Synthese: Stammlçsungen der Reaktanten wurden in Ethanol
angesetzt. Die Amin- und die Aldehydlçsungen wurden vorgemischt
und mit der Perchlors�ure versetzt. Zwei unabh�ngige Spritzen-
pumpen fçrderten sowohl die Amin-Aldehyd-Perchlors�ure-Mi-
schung als auch die Ethanollçsung des Isocyanats mit der entspre-
chenden Flussgeschwindigkeit. Die Reaktionskammer, die den Mi-
kroreaktorchip enth�lt, wurde auf die jeweils gew�nschte Temperatur
vorgeheizt und das Rohprodukt in einem Gef�ß aufgefangen. Das
Rohprodukt wurde mithilfe pr�parativer HPLC (Acetonitril/Wasser
jeweils mit 0.1% Ameisens�ure) bei Lçsungsmittelgradienten von
30–95% oder 5–50% Acetonitril �ber 16 min aufgereinigt. Das Mi-
kroflusssystem und die Qmix-Elements-Software stammen von Cetoni.
Die Mikrowellen-initiierten Synthesen wurden, wie schon fr�her
beschrieben, mit einem Biotage-Initiator in 1–2-mL-Gef�ßen durch-
gef�hrt.[6]

Testung: Die Aktivit�tsmessungen wurden von der Firma Cerep
als Auftragsarbeit durchgef�hrt. F�r ausf�hrlichere Angaben ver-
weisen wir auf die bereitgestellten Hintergrundinformationen.
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