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Einfiihrung

In diesem Essay wollen wir aufzeigen, dass im Bereich der
fragmentbasierten Wirkstoffentwicklung (fragment-based
drug discovery; FBDD) ein erhohter Bedarf an organisch-
chemischer Forschung besteht. Dazu wollen wir zwei hiufig
gestellte Fragen beantworten: ,,Was sind die chemischen
Merkmale eines guten Fragments?*“ und ,,Ist die organische
Synthese ein limitierender Faktor der FBDD ?*

FBDD ist in der akadamischen Forschung, der Pharma-
und Biotech-Industrie eine fest etablierte Technik zur Ent-
wicklung neuer chemischer Leitstrukturen und Wirkstoffe !l
Derzeit befinden sich mehr als 20 aus FBDD-Projekten her-
geleitete Verbindungen in der klinischen Testphase, und der
BRAF-Kinaschemmer Vemurafenib (Zelboraf) ist ein zuge-
lassener Wirkstoff zur Behandlung fortgeschrittener Mela-
nome."

Besonderheiten der FBDD

Der grundsitzliche Unterschied zwischen FBDD und
anderen Ansdtzen zur Leitstrukturentwicklung, wie z.B.
Hochdurchsatz-Screening, ist die kleine Grof3e der Molekiile
in der Screeningbibliothek, mit typischen Molekulargewich-
ten (MWs) zwischen 140 und 230 gmol~'. Dies stellt den
entscheidenden Vorteil und zugleich auch die gro3e Heraus-
forderung der FBDD dar: Kleinere Molekiilgrofen bedeuten
ein effektiveres Sampling des chemischen Strukturraums,
einhergehend mit hoheren Trefferraten und der Moglichkeit,
Leitstrukturen fiir Targets zu identifizieren, von denen man
zuvor angenommen hat, dass sie mit kleinen Molekiilen
schwer anzugreifen sind.”! Der Nachteil: Je kleiner das
Fragment, desto geringer ist seine Bindungsaffinitat. Milli-

[*] Dr. C. W. Murray, Dr. D. C. Rees

Astex Pharmaceuticals
436 Cambridge Science Park, Cambridge, CB4 0QA (Grofbritannien)
E-Mail: david.rees@astx.com

Ef © 2015 Die Autoren. Verdffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH &
Co. KGaA. Dieser Open Access Beitrag steht unter den Bedingungen
der Creative Commons Attribution Non-Commercial NoDerivs Li-
cense, die eine Nutzung und Verbreitung in allen Medien gestattet,
sofern der urspriingliche Beitrag ordnungsgemifR zitiert und nicht
fur kommerzielle Zwecke genutzt wird und keine Anderungen und
Anpassungen vorgenommen werden.

Wiley Online Library

© 2016 Die Autoren. Verdffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

molare (mm) oder hohe mikromolare (um) Affinitdten sind
iiblich, und dies verlangt die Verwendung empfindlicher
biophysikalischer Screeningmethoden (z.B. Rontgenkristal-
lographie, NMR, ITC, SPR) anstelle von Bioassays. Die
Rontgenkristallographie wird heute verbreitet genutzt, um
die Bindungswechselwirkungen von Fragmenten aufzukldren
und davon ausgehend komplexe Leitstrukturen mit hoheren
Affinitdten (im nMm-Bereich) iterativ zu entwickeln.

Nach unserer Erfahrung unterscheidet sich die fiir FBDD
benotigte Chemie in zwei Aspekten von der klassischen
Wirkstoffentwicklungsprogrammen zugrundeliegenden Che-
mie, die beide die Erforschung neuer Synthesemethoden er-
fordern:

@ Design und Synthese neuer Fragmente;
e Optimierung (basierend auf Rontgenkristallstrukturen)
von wenig affinen Fragmenten im mM- oder niedrigen um-

Bereich zu Leitstrukturen mit nm-Affinitédten.

Chemische Herausforderungen der FBDD

1. Trotz der kleinen GroBe, scheinbaren Einfachheit und
kommerziellen Verfiigbarkeit vieler fragmentartiger Mo-
lekiile gibt es einen dringenden Bedarf am Design und der
Synthese von mehr Fragmenten, die nicht kommerziell
erhéltlich sind und moglichst den in Tabelle 1 aufgefiihrten
Kriterien entsprechen sollten.

2. Idealerweise sollte es moglich sein, Fragmente in 3
Raumrichtungen ausgehend von vielen verschiedenen
Expansionspunkten/Vektoren synthetisch zu expandieren,
und zwar mit Methoden, die vor dem Fragmentscreening
experimentell erarbeitet wurden. Dies erhoht die Er-
folgsaussichten auf der Stufe der Fragment-to-Lead-Op-
timierung.

Einer der ersten Ansdtze zur Beschreibung der chemi-
schen Eigenschaften eines Fragments war die 2003 einge-
fiihrte ,,Dreierregel“.["] Daneben gibt es eine Reihe weiterer
einflussreicher Arbeiten zur Entwicklung von Fragment-
bibliotheken.!”! Eigenschaften, die wir als niitzlich erachten,
sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Viele dieser Eigenschaften lassen
sich leicht berechnen oder vor der Synthese vorhersagen. Wir
berechnen in jedem Fall Lipophilie (clogP) und Molekular-
gewicht, bevor wir entscheiden, welche Fragmente wir in die
Bibliothek aufnehmen.
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Tabelle 1: Typische chemische Eigenschaften von Fragmenten bei Astex
Pharmaceuticals.?

Eigenschaft Kriterien

Molekulare Er-
kennung

Diverse, fiir gewshnlich polare Gruppen zur Bindung
an ein Protein (einzelner Pharmakophor) (siehe Ab-
bildung 1 und 2). Eine Bestrebung ist, einen gegebe-
nen bindenden Pharmakophor in vielen verschiede-
nen Molekiilgeriisten (Chemotypen) zu exprimieren.

Synthetische Mehrere synthetisch zugingliche Vektoren fiir die

Vektoren Fragmentexpansion in 3 Raumrichtungen, um neue
bindende Wechselwirkungen zuginglich zu machen.

Physiko- Molekulargewicht: 140-230 gmol';

chemische Nichtwasserstoffatome: 10-16;

Eigenschaften Lipophilie (clogP): 0.0 bis 2.0;

Eigenschaften, die mit biophysikalischem Screening
bei hohen Konzentrationen kompatibel sind, z.B.
Loslichkeit in Wasser (méglichst >5 mm in 5%
DMSO oder anderen Kosolventien); Stabilitit (>24 h
in Lésung); Vermeidung von Verbindungen/funktio-
nellen Gruppen, die hoch reaktiv sind, in Lésung
aggregieren oder falsch-positive Treffer ergeben.F!
Aromatische C-H-Bindungen oder '°F kénnen fiir
NMR-basiertes Screening niitzlich sein.

Synthese- 50-100 mg und <4 Stufen ausgehend von kommer-
effizienz ziell erhiltlichen Reagentien.

Molekiil- Vielfalt dreidimensionaler Formen fiir jedes Molekiil-
form geriist und jeden Pharmakophor;

Zahl der frei rotierbaren Bindungen: 0-3;
Zahl der Chiralitatszentren: 0-1, manchmal 2

[a] Dies sind diejenigen Eigenschaften, die wir derzeit anstreben und auf
denen unsere FBDD-Forschung seit tiber einem Jahrzehnt basiert. Man
beachte, dass es eine Vielzahl von Fragmenten aufRerhalb dieser Kriterien
gibt, die zu niitzlichen Leitstrukturen optimiert wurden.
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Schema 1. Beispiel einer Fragmentsynthese,®! die die in Tabelle 1 auf-
gefiihrten Kriterien erfiillt. Die untere Struktur weist das fiir Fragmente
geforderte Molekulargewicht (MW) und die passende Hydrophilie
(cLogP) auf. Roter Kreis: polare funktionelle Gruppen fiir die Bindung
an ein Protein; grauer Kreis: synthetisch bevorzugte Vektoren fiir die
Fragmentoptimierung ohne Stérung des wahrscheinlich bindenden
Pharmakophors; blaue Pfeile: andere implizite Expansionsvektoren.

Zur Illustration zeigt Schema 1 eine verdffentliche Syn-
these eines racemischen Dihydroisochinolons,® das viele der
Kriterien fiir einen wertvollen Fragment-Treffer erfiillt (ein-
schlieBlich MW =177 gmol ' und cLogP =0.32). Eine Rho-
dium(I1I)-katalysierte C-H-Bindungsfunktionalisierung bie-
tet in zwei Stufen Zugang zu racemischen Dihydroisochino-
lonen ausgehend von kommerziell erhéltlichen Reagentien.
Die Regioisomere werden chromatographisch getrennt.

Eine wichtige Uberlegung fiir FBDD ist die Verfiigbarkeit
synthetisch zugédnglicher Expansionsvektoren in drei Raum-
richtungen am Fragment. Die in Schema 1 skizzierte Methode
ist in dieser Hinsicht attraktiv, weil sie die Einfithrung von
Substituenten zum Aufbau verwandter Strukturen ermdoglicht
(graue Pfeile in Schema 1).°1 Um diese Strategie noch at-
traktiver fiir FBDD zu machen, wiinschen wir uns eine Me-
thode, die es ermoglicht, das Fragment in Gegenwart der
polaren Bindegruppe zu modifizieren. In der Praxis ist es
iiblich, die experimentelle Methode im Zuge des FBDD-
Projekts auszuarbeiten — das aber verursacht Verzogerungen.
Natiirlich sind auch andere Expansionsvektoren wie OH- und
NH-Gruppen vorhanden (markiert mit blauen Pfeilen). Dies
schafft einen enormen chemischen Strukturraum und veran-
schaulicht die Vorteile eines Screenings solcher Fragmente.

Eine weitere Uberlegung beziiglich der Fragmentopti-
mierung betrifft die Verfiigbarkeit nah verwandter, leicht
verfiigbarer Verbindungen, um die Fragment-Protein-Bin-
dungswechselwirkungen auszutesten. In neueren Arbeiten,
die auf dem in Schema 1 gezeigten Prinzip basierten, wurden
Methoden zum Einbau eines N-Atoms in den aromatischen
Ring (iiber ein N-Oxid) verwendet,” um eine chirale In-
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duktion am asymmetrischen Kohlenstoff zu erreichen. Zum

Einsatz kamen hierfiir ein modifiziertes Metalloenzym!

oder ein chiraler Rh™-Katalystor.”¥ Mit einem sterisch mo-

dulierten Rh™-Katalysator wurde auBerdem eine regiose-

lektive Synthese erzielt.”® Besonders niitzlich wiren C-H-

Bindungsfunktionalisierungen und spéte Halogenierungen in

Gegenwart von Aminen und anderen polaren Gruppen.!'”!
Verglichen mit der Synthese groBerer und komplexerer

Verbindungen wirken Fragmente auf den ersten Blick weni-

ger herausfordernd. Allerdings haben wir die Erfahrung ge-

macht, dass das Design und die Synthese von Fragmenten

anspruchsvoller ist als urspriinglich gedacht. Hierfiir sind im

Nachhinein folgende Griinde zu nennen:

o Fragmentdesign auf der Basis von Rontgenstrukturdaten
erfordert oftmals die Entwicklung malgeschneiderter
Synthesen fiir den zentralen Kern des Fragments;

o das Fehlen von Methoden zur Einfithrung von Substitu-
enten an synthetisch zugénglichen Vektoren, ohne dabei
die bindenden Wechselwirkungen zu unterbrechen;

@ schwierige Einfilhrung von Heteroatomen, Aufbau von
3D-Architekturen, Stereo- und Regiokontrolle;

e das Fehlen von Synthesemethoden, die mit mehreren
Heteroatomen und polaren, H-Briicken bildenden Funk-
tionalitdten kompatibel sind;

e Fragmente sollten gut wasserloslich sein und polare
Funktionalititen (H-Briicken bildende Gruppen wie
Amine, Alkohole, Amide usw.) fiir Screening bzw. Bin-
dung aufweisen (Tabelle 1); wir haben oftmals festgestellt,
dass polare Fragmente dieses Typ schwer zu synthetisieren
und zu isolieren sind;

o die Anforderung wirkstoffartiger physikochemischer Ei-
genschaften.!'!]

Die jlingste Substanzmischung aus 33 Fragmenten, die bei
Astex Pharmaceuticals fiir die Synthese ausgewihlt wurden,
erforderte 13 unterschiedliche Reaktionsarten. Dies steht im
Gegensatz zu dem alternativen Ansatz, eine Serie von Ver-
bindungen mithilfe einer oder zwei hochgradig optimierter
chemischer Transformationen zu synthetisieren und die
Ausgangsverbindungen zu variieren (bisweilen als Biblio-
thekssynthese bezeichnet). Es bestirkt auBerdem die Mei-
nung, dass medizinische Chemiker in der pharmazeutischen
Industrie eine Vielfalt organischer Transformationen fiir die
Wirkstoffentwicklung einsetzen."”

Bindende Pharmakophore

Der Begriff Pharmakophor bezieht sich auf die bindende
Wechselwirkung zwischen einem Liganden und seinem Pro-
tein (oder einem makromolekularen Target). Einfach ausge-
driickt kann man sich ein Fragment so vorstellen, dass es nur
ein einzelnes pharmakophores Merkmal besitzt, wihrend
beispielsweise ein echtes Wirkstoffmolekiil nanomolare Bin-
dungsaffinitit fiir ein Proteintarget aufweisen kann, die z.B.
aus drei solcher Einzelmerkmale resultiert. Abbildung 1 zeigt
einige fragmentbindende Pharmakophore, die mittels Ront-
genkristallographie experimentell bestimmt wurden; viele
weitere Beispiele sind in der Protein Data Bank (PDB) ver-
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Abbildung 1. Beispiele fiir verschiedene bindende Pharmakophore, be-
stimmt durch Réntgenkristallographie. Molekiilstrukturen sind eben-
falls gezeigt, bindende Pharmakophore sind mit roten Kreisen hervor-
gehoben. a) Amidin-artiger Pharmakophor in Beta-Secretase (PDB-Co-
de: 20HK). Expansionsvektoren orthogonal zum Ring sind ntzlich,
um die Bindungsaffinitit zu erhéhen. Dies erfordert die Einbindung
des Amidins in halbgesattigte Ringe."® b) Ein Pharmakophor mit
H-Briicken-Donor/Akzeptor-Motiv (N—NH) fiir die Bindung an Protein-
kinase A (PDB-Code: 2UW3). c) Arylsulfonamid-Pharmakophor, der an
ein Metallzentrum in der Carbonsiureanhydrase bindet (PDB-Code:
2WE])). d) Fragment mit zwei Wasserstoffbriicken unter Beteiligung ei-
nes einzelnen O-Atoms und einer Wasserstoffbriicke des N-H-Donors
in der Bindung mit PolyADP-Ribosepolymerase (PARP) (PDB-Code:
3PAX).

fiigbar."® Kenntnisse iiber fragmentbindende Pharmako-
phore, die von bestimmten Proteinen bevorzugt werden,
wurden fiir den gezielte Entwurf von Fragmenten genutzt.¥
Bindende Pharmakophore werden tendenziell durch polare
Wechselwirkungen vermittelt. Es wurde gefunden, dass die
Bindung der meisten Fragmente enthalpisch getrieben ist,
allerdings ist die genaue Balance von Enthalpie und Entropie
oftmals komplex und schwer vorherzusagen.”) Um die Vor-
teile des Screenings kleiner Fragmente zu maximieren, ver-
suchen wir gewohnlich, Fragmente mit mehrfachen, distal
separierten Pharmakophormerkmalen zu vermeiden, da sol-
che Fragmente durch einfachere Beispiele reprisentiert
werden konnen (und sollten).™

Optimierung gering affiner Fragmente zu Leitstruk-
turen mit nm-Affinitdten

Ziel der Fragmentoptimierung ist es, die Bindungsaffinitit
um mehrere Grof3enordnungen zu steigern, um einen selek-
tiven Wirkstoffkandidaten zu erhalten, der fiir klinische Tests
in Frage kommt. Ein {iberaus entscheidender Aspekt ist das
Design und die Synthese von Verbindungen mit neuen
Wechselwirkungsstellen durch Analyse der Rontgenkristall-
struktur des Fragments und seines Proteintargets. Sechs Bei-
spiele aus unserer Forschung sind in Abbildung 2 gezeigt.
Diese Beispiele stammen aus Projekten, die allesamt zu
Wirkstoffkandidaten gefiihrt haben, die anschlieBend in die
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Abbildung 2. Sechs Beispiele von Fragmenten mit niedrigen Bindungs-
affinitaten (um) und der zugehdrigen Leitstrukturen mit nanomolarer
Affinitat fiir verschiedene Wirkstofftargets. Die Schliisselgruppen, die
an der Fragment-Protein-Wechselwirkung beteiligt sind, sind mit roten
Kreisen markiert. Die Beispiele umfassen zwei Kinasen (a)'¥ und
(d)," ein Chaperonprotein (b),? eine Asparaginsaureprotease (c),?"
eine Protein-Protein-Wechselwirkung () und ein neuartiges allosteri-
sches Zentrum (f).!

préaklinische Entwicklung oder klinische Testphasen aufge-
nommen wurden. Jedes dieser Fragmente wurde durch ront-
genkristallographisches Screening identifiziert und bildet
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mindestens eine Wasserstoffbriicke mit dem Protein. Durch
Analyse der Fragment-Protein-Bindung war es moglich, po-
tenzielle neue Wechselwirkungen zu identifizieren und so die
Affinitdt vom niedrigen um-Bereich hin zu Leitstrukturen mit
nMm-Affinitidten zu steigern.

Dieser Ansatz der ,,Prézisionssynthese* orientiert sich an
der experimentell ermittelten Bindungsweise des Fragments
und profitiert von modernen computergestiitzten Designver-
fahren.'"”! Viele der Vektoren fiir die historischen Beispiele in
Abbildung 2 sind aus préparativer Sicht unkompliziert, das ist
aber nicht immer der Fall. Einige Beispiele erfordern maf3-
geschneiderte synthetische Prozeduren entlang von Vekto-
ren, die erst nach Analyse der bindenden Wechselwirkungen
mit dem Proteintarget ausgewihlt werden konnen. Dies er-
fordert einen relativ hohen experimentellen Aufwand. Gele-
gentlich sind wir durch das Fehlen von Synthesemethoden
eingeschrinkt (z. B. Abbildung 2b und c), und diese Situation
konnte hdufiger eintreten, wenn in Zukunft schwierigere
Wirkstofftargets abgesucht werden.

Wir beobachten, dass fiir einige gut untersuchte (und
kommerziell erhiltliche) Fragmente viele synthetische Vek-
toren bereits ausgearbeitet wurden. Hier besteht jedoch die
Gefahr, dass Forscher aus Routine auf diese Fragmente zu-
riickgreifen. Um chemische Leitstrukturen und Wirkstoffe fiir
herausfordernde Targets wie Protein-Protein-Wechselwir-
kungen zu entdecken, wiirden wir gerne mehr originire
Fragmente mit Synthesemethoden publiziert sehen, welche
die Entwicklung einer Vielzahl von Vektoren erlauben. Des
Weiteren wire es von Vorteil, wenn die Synthesemethoden
zur Fragmentoptimierung in allen moglichen Molekiilrich-
tungen schon vor dem biophysikalischen Fragmentscreening
experimentell etabliert wéiren. Dieses Szenario erfordert be-
trachtliche Investitionen in die Entwicklung von Synthese-
methoden. Nach unserer Erfahrung ist die organische Syn-
thesechemie oft der geschwindigkeitsbestimmende Schritt auf
der Stufe der Fragmentoptimierung, weil die erforderliche
Synthesemethodik nicht etabliert wurde.

Fiir die Auswahl des fiir die Optimierung am besten ge-
eigneten Fragments aus einer Anzahl von Treffern sind
mehrere Faktoren zu beriicksichtigen: Bindungswechselwir-
kungen, Metriken fiir die Ligandeneffizienz,'!! Potenzial fiir
Affinitéatssteigerung und Wirkstoffartigkeit und, ganz ent-
scheidend, die Verfiigbarkeit synthetisch zugénglicher Vek-
toren fiir die Einpassung in neue Bindetaschen. Wir merken
an, dass die oben beschriebenen chemischen Herausforde-
rungen eine vollig andere Denkweise als bei der Totalsyn-
these komplexer Naturstoffe erfordern. Fiir die Synthese von
Fragmenten benétigen wir Methoden, die in Gegenwart po-
larer Gruppen funktionieren und zukiinftige Funktionalisie-
rungen an multiplen Stellen im Molekiil erlauben.

Dreidimensionalitdit

Chemische Methoden, um Fragmente mit dreidimensio-
naler Form zu synthetisieren, sind derzeit von grolem Inter-
esse, insbesondere im Hinblick auf schwierige biologische
Targets wie Protein-Protein-Wechselwirkungen. sp*>-Hybridi-
sierte Kohlenstoffzentren konnen die Zahl und Bandbreite
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der fiir die Fragmentexpansion verfiigbaren Vektoren erho-
hen. Die bahnbrechende Studie auf diesem Gebiet verwen-
dete eine Methode der diversitidtsorientierten Synthese
(DOS) fiir den Aufbau von 3D-Fragmenten, um strukturelle
und stereochemische Diversitdt mit geometrisch variablen
Expansionsvektoren einzufiihren, wobei das Molekularge-
wicht unter 300 gmol™! gehalten wurde.”! Der Ansatz ist
bemerkenswert, weil er aufzeigt, dass DOS und FBDD nicht
als konkurrierende Technologien aufgefasst werden miis-
sen.”! Es existieren noch andere Ansitze zur Synthese von
3D-Fragmenten,” einschlieBlich solchen auf der Basis von
Naturstoffen.”” Wir begriiBen jegliche Initiativen, welche die
Synthese von neuartigen fragmentartigen Molekiilen erlau-
ben. In unseren Laboratorien ist es iiblich, den 3D-Charakter
auf der Stufe der Fragmentoptimierung zu steigern, und sogar
Fragmente ohne Chiralitdtszentren konnen bei der Bindung
an ein Proteintarget 3D- oder chirale Konformationen ein-
nehmen.” Wir warnen jedoch davor, beim Entwurf neuer
Fragmente allzu sehr die 3D-Eigenschaften zu priorisieren.
Hier stellt sich eine weitere Herausforderung an die organi-
sche Synthese: das Erzeugen von Dreidimensionalitdt unter
Beibehaltung einer kleinen FragmentgroBe.

Schlussbemerkungen

Die organische Synthese ist eine Schliisselwissenschaft fiir
die FBDD, und sie spielte bereits eine entscheidende Rolle
bei der erfolgreichen Entdeckung mehrerer Wirkstoffkandi-
daten, die sich derzeit in der klinischen Testphase befinden.
Mit der fortschreitenden Entwicklung der FBDD ist jedoch
ein Bedarf an einer stirker spezialisierten organischen Che-
mie zu Tage getreten. Dieser Essay ist ein Aufruf fiir mehr
chemische Forschung und Investitionen in das Design und die
Synthese von Fragmentmolekiilen.

Von uns gefundene Kriterien fiir relevante chemische
Eigenschaften von Fragmenten sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.
Wie unterstreichen, dass es einen Bedarf an der Synthese von
multiplen Fragmenten mit diversen, H-Briicken bildenden
Pharmakophoren gibt, die kleine Molekiilgro3en beibehalten
(MW 140-230 gmol ). Gleiches gilt fiir die Entwicklung von
chemischen Methoden fiir die Fragmentoptimierung in der
Fragment-to-Lead-Phase (Abbildung 2). Ermutigend in die-
ser Hinsicht ist, dass in jiingster Zeit eine grofle Zahl an
chemischen Durchbriichen erzielt werden konnte. Ein Bei-
spiel sind selektive C-H-Bindungsaktivierungen, die hoch
relevant fiir die Fragmentoptimierung sind, da sie die Mog-
lichkeit zur Expansion von Fragmenten bieten, ohne die fiir
die Fragment-Protein-Bindung erforderliche polare Funk-
tionalitét zu zerstoren.

Wir ermutigen akademische Chemiker, Synthesemetho-
den zu entwickeln, die mit den polaren funktionellen Grup-
pen in attraktiven Fragmenten kompatibel sind, und mit
FBDD-Anwendern zu kooperieren, um gemeinsame Vor-
stellungen iiber die chemischen Merkmale niitzlicher Frag-
mente zu entwickeln.
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