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Abstract: Diese Konzeptstudie pr�sentiert einen neuen Ansatz
fîr den Entwurf Naturstoff-inspirierter chemischer Verbin-
dungen mit gewînschten pharmakologischen Eigenschaften.
Wir stellen hier das computergestîtzte De-novo-Design von
synthetisch zug�nglichen Mimetika des strukturell komplexen,
pflanzlichen Sesquiterpens (¢)-Englerin A vor. Wir syntheti-
sierten leitstruktur�hnliche Verbindungen ausgehend von
k�uflich verfîgbaren Grundbausteinen und testeten diese auf
ihre Aktivit�t gegen mehrere mit einem Computerprogramm
vorhergesagte makromolekulare Targets. Sowohl die Design-
vorlage (¢)-Englerin A als auch deren niedermolekularen
Mimetika zeigten nanomolare Bindungsaffinit�ten und blo-
ckierten den Kalziumkanal TRPM8 (transient receptor po-
tential melastatin 8) in einem zellbasiertem Assay. Die mit dem
Computerverfahren erhaltene neuartige Leitstruktur besitzt
keine ersichtliche Targetpromiskuit�t oder Frequent-Hitter-
Eigenschaften.

Naturstoffe sind von grundlegender Bedeutung fîr die
Untersuchung von biologischen Systemen und Prozessen.[1,2]

Sie besitzen eine biologisch validierte Architektur und er-
mçglichen die Findung von neuen bioaktiven Substanzen in-
nerhalb des wirkstoffartigen chemischen Raums.[3] Die breite
Verwendung von pharmakologisch aktiven Naturstoffen in
der Wirkstoffentwicklung ist jedoch aufgrund eingeschr�nk-
ter Verfîgbarkeit und die oft komplexen chemischen Struk-
turen der Naturstoffe, einhergehend mit anspruchsvollen
Totalsynthesen, begrenzt.[4] Hier stellen wir ein computerba-
siertes De-novo-Designverfahren fîr den Entwurf von syn-
thetisch zug�nglichen isofunktionellen Naturstoffmimetika
vor. Die vom strukturell anspruchsvollen Naturstoff (¢)-
Englerin A, einem Sesquiterpen der Pflanze Phyllanthus
engleri, abgeleiteten synthetischen Verbindungen zeigten
Bindungsaffinit�ten im nanomolaren Konzentrationsbereich
sowie hohe Ligandeneffizienz gegenîber dem TRPM8-Io-
nenkanal. Die molekulare Grundlage fîr die stark antiproli-
ferative Aktivit�t von (¢)-Englerin A wurde kîrzlich von
Waldmann und Mitarbeitern aufgedeckt.[5] (¢)-Englerin A

tçtet selektiv Nierenkrebszellen (GI50 = 1–87 nm) durch Ak-
tivierung der Kalziumkan�le TRP canonical 4/5 (TRPC4/5),
musste jedoch aufgrund akuter Toxizit�t als Leitstruktur fîr
die weitere Entwicklung ausgeschlossen werden.[6] Die erste
Totalsynthese von (¢)-Englerin A wurde von Willot et al.
durchgefîhrt[7] und vor kurzem auf 14 Stufen reduziert.[8] Der
rationale Entwurf von Terpenderivaten als Mimetika von
(¢)-Englerin A fîhrte bisher nicht zu neuen chemischen
Strukturen mit potenter Antikrebsaktivit�t.[9]

Sogenannte „Scaffold-Trees“ haben sich fîr die systema-
tische Untersuchung von Naturstoff-basierten molekularen
Grundgerîsten als nîtzlich erwiesen.[10] Aufbauend auf dieser
Idee stellten wir die Hypothese auf, dass es mit einem rein
Liganden-basierten Computerverfahren mçglich sein kçnnte,
komplexe Pharmakophormuster von Naturstoffen auf einfa-
chere, synthetisch zug�nglichere Molekîle zu îbertragen.

Wir verwendeten die Software DOGS (Design of Genu-
ine Structures),[11] um zun�chst vollautomatisch virtuelle Mi-
metika von (¢)-Englerin A zu entwerfen (Abbildung 1). Auf
der Grundlage von 83 organisch-chemischen Reaktionen und
25214 Grundbausteinen verfolgt der Algorithmus einen re-
aktionsbasierten Molekîldesignprozess, der bereits im
Rahmen von frîheren De-novo-Designprojekten erfolgreich
eingesetzt wurde und zu neuen chemischen Strukturen („new
chemical entities“, NCEs) fîhrte.[12] Der automatisierte Pro-
zess lieferte 903 In-silico-Molekîlstrukturen (Abbildung 2),
welche anschließend anhand der øhnlichkeiten der topolo-
gischen Pharmakophoreigenschaften mit denen von (¢)-
Englerin A verglichen wurden (CATS-Methode).[13] Dieser
zus�tzliche �berprîfungsschritt wurde durchgefîhrt, um die
Chance zu erhçhen, isofunktionelle NCEs zu finden. Dazu
wurden die beiden bereits genannten øhnlichkeitskriterien
verwendet, die DOGS-Bewertungsfunktion[14] und die CATS-
øhnlichkeit (siehe Hintergrundinformationen).[15] Die Mo-
lekîle mit den besten Bewertungen wurde anschließend
hinsichtlich ihrer potenziellen makromolekularen Targets
analysiert. Zu diesem Zweck verwendeten wir eine weitere
Software, welche bereits zur Targetvorhersage von sowohl
Wirkstoff- und Fragment-�hnlichen Molekîlen als auch
komplexen Naturstoffen erfolgreich eingesetzt wurde
(SPiDER-Methode).[16] SPiDER leitet fîr eine gegebene
Molekîlstruktur auf der Grundlage von Pharmakophor- und
Eigenschafts�hnlichkeiten zu bereits bekannten pharmako-
logisch aktiven Substanzen und deren Targets mçgliche
Wirkstofftargets ab.

Unter Berîcksichtigung der berechneten øhnlichkeiten
zu (¢)-Englerin A und der Targetvorhersage wurden fîr
weitere Untersuchung die Verbindungen 1 und 2 ausgew�hlt,
die auf den Rangpl�tzen 4 und 18 der Resultatliste zu finden
waren. Zu den Auswahlkritieren gehçrten außerdem die
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Verfîgbarkeit der jeweiligen
Edukte, das Fehlen von potenziell
reaktiven Substrukturen sowie die
vorhergesagte Lçslichkeit (Abbil-
dung 1, Hintergrundinformatio-
nen). Aliphatische Ringe wurden
manuell in aromatische Ringe um-
gewandelt, um die Synthese zu ver-
einfachen und deren Kosten zu
senken. Wir synthetisierten Ver-
bindung 2 ausgehend vom jeweili-
gen Oxazolidinon und Acylchlorid,
gefolgt vom Einfîgen eines Furan-
rings. Suzuki-Kupplung eines N-

und C-geschîtzten 3-Bromphenylalanins
fîhrte zu Verbindung rac-3 (Schema 1).

Beide Substanzen wurden in zellbasierten
Assays auf ihre TRPM8- und TRPV1-Modu-
lation getestet (Tabelle 1). Sowohl Verbindung
2 als auch 3 blockierten den Subtyp TRPM8
stark (KB = 1.4 und 0.2 mm) und zeigten keine
Hemmung des V-Typs (TRPV1) bei einer
Konzentration von 10 mm. (¢)-Englerin A
fîhrte zu einer �hnlich starken Blockierung
von TRPM8 (KB = 0.4 mm), was auf ein brei-
teres Aktivit�tsspektrum diese Naturstoffs
schließen l�sst als bislang vermutet wurde.[5]

Die Resultate dieser Studie zeigen, dass die
durch De-novo-Design erzeugten Mimetika
die F�higkeit zur Wechselwirkung mit der
TRP-Targetfamilie vom Naturstoff „geerbt“
haben. (¢)-Englerin A sowie die Designer-
verbindungen sind isofunktionelle Antagonis-
ten des Kalziumkanals TRPM8. W�hrend (¢)-
Englerin A selbst akut toxisch ist,[6] deutet eine
vorl�ufige Studie auf humanen Glioblastom-
zellen (U-87 MG Zellen), die TRPM8 nicht
exprimieren, an, dass die Verbindungen 2 und
3 nicht zytotoxisch sind (siehe Hintergrundin-
formationen). Die synthetischen Strukturen
weisen zudem eine hohe Ligandeneffizienz auf

(LE> 0.30), weshalb beide als Ausgangspunkte fîr die wei-
tere Entwicklung als TRPM8-Antagonisten in Frage
kommen.[17]

Um Messartefakte weitgehend auszuschließen, haben wir
zum einen die Lçslichkeit der Verbindung 3 gemessen und
zum anderen eine In-silico-„Frequent-Hitter“-Analyse
durchgefîhrt. Bis zu einer Konzentration von 60 mm wurde
keine kolloidale Aggregation in Wasser beobachtet. Weder
reaktive noch andere unerwînschte Substrukturen sind in der
Verbindung zu finden. Außerdem besitzt Verbindung 3 eine
sehr geringe vorhergesagte Targetpromiskuit�t (< 2%).[18]

Daraus folgerten wir, dass die Verbindung 3 den TRPM8-
gesteuerten Ca2+-Fluss in einer spezifisch konzentrationsab-
h�ngigen Weise blockiert und ein geringes Off-Target-Po-
tential aufweist. Um diese Hypothese zu prîfen, wurde die
Aktivit�t des Designermolekîls 3 gegenîber einem Panel von
12 verschiedenen potentiellen Targets getestet, die von der
SPiDER-Software pr�feriert wurden (Hintergrundinforma-

Abbildung 1. Die hier verfolgte Wirkstoffdesignstrategie. Im ersten Schritt (i) wurde die
Designvorlage 1 mittels reaktionsbasiertem Zusammenfígen von Grundbausteinen in
903 De-novo-Molekílentwírfe umgewandelt. Diese vom Computerprogramm erzeugten
Strukturen wurden anschließend mit der topologischen Pharmakophormetrik CATS[13] be-
wertet (ein niedrigerer Wert steht fír eine grçßere ÷hnlichkeit zu (¢)-Englerin A). Nach
�berprífung der Durchfíhrbarkeit der jeweiligen Synthesevorschl�ge wurden zwei Origi-
naldesigns (Design 1 und 2) ausgew�hlt. Eine Vereinfachung der molekularen Struktur
der beiden Entwírfe ermçglichte eine weitere Reduktion des Syntheseaufwands und re-
sultierte in den Molekílentwírfen 2 und 3 (Schritt (ii)). Die Substrukturen der Compu-
terdesigns, die nicht in den finalen Verbindungen 2 und 3 enthalten sind, sind fett mar-
kiert. Die Chiralit�t der gezeigten Molekíle wurde nicht bestimmt, da die verwendete
Software die Stereochemie nicht berícksichtigte.

Abbildung 2. Die h�ufigsten molekularen Grundgeríste der 903
de novo erzeugten (¢)-Englerin-A-Mimetika. Die Zahlen sind absolute
H�ufigkeiten.

Schema 1. Synthese der (¢)-Englerin-A-Mimetika 2 und 3. Reagenzien und Reaktionsbedingungen:
i) n-BuLi, 2-(4-Bromphenyl)acetylchlorid, THF, ¢78 88C!RT, 4 h; ii) Furan-2-ylbors�ure, Pd(PPh3)2Cl2,
Na2CO3, DMF/H2O, 100 88C, 5 h; iii) Cbz-Cl, Na2CO3, Dioxan, 0 88C!RT, 24 h; iv) H2SO4, MgSO4,
MeOH, CH2Cl2, RT 24 h; v) Furan-2-ylbors�ure, Pd(PPh3)4, Cs2CO3, DMF/H2O, 100 88C, 5 h.
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tionen). Von diesen 12 Targets wurde einzig PXR von Ver-
bindung 3 bei einer Konzentration von 10 mm schwach ant-
agonisiert (52% Verdr�ngung des radioaktiv markierten
Agonisten T0901317, Ki = 100 nm). Diese Ergebnisse stîtzen
die These, dass Naturstoffe passende Schablonen fîr den De-
novo-Entwurf synthetischer Mimetika liefern kçnnen.
Zudem best�tigen die Resultate die Vorhersagen des Tar-
getpromiskuit�tsvorhersagemodells (inSili.com GmbH,
Zîrich, Schweiz), welches Verbindung 3 als einen fîr eine
Targetfamilie selektiven Liganden eingestuft hat.[18]

Anschließend stellten wir Derivate von Verbindung 3 her,
um eine vorl�ufige Struktur-Aktivit�ts-Beziehung zu erhal-
ten. Als Grundlage diente ein flexibles Struktur-Alignment.
Dazu wurde Verbindung 3 sowohl in der R- als auch der S-
Konfiguration flexibel an eine energiearme Konformation
von (¢)-Englerin A ausgerichtet, um anschließend die îber-
lagerten Pharmakophoreigenschaften zu analysieren (Abbil-
dung 3). Das S-Enantiomer zeigte insgesamt eine bessere
strukturelle und Pharmakophor-�bereinstimmung als (R)-3
und kçnnte das bioaktive Enantiomer sein. Die Derivate 4–7
wurden ausgew�hlt, um den Effekt von Substitutionen des
Furanrings bezîglich der TRPM8-Aktivit�t zu testen (Ta-
belle 1). Mit Ausnahme von Verbindung 7 zeigten alle Deri-
vate eine starke Blockierung des Ionenkanals mit submikro-
molarer Aktivit�t.

Die Ergebnisse unserer Studie verdeutlichen, dass com-
putergestîtztes De-novo-Design erfolgreich eingesetzt
werden kann, um ausgehend von strukturell komplexen
Naturstoffen synthetisch zug�ngliche NCEs zu erhalten.
Obwohl hier nur ein zweidimensionales ligandenbasiertes
Konzept verwendet wurde, deutet sich an, dass relevante
Aspekte der Stereochemie des Naturstoffs (¢)-Englerin A
mithilfe der øhnlichkeitskriterien, die den gesamten In-
silico-Designprozess gesteuert haben, indirekt erfasst

wurden. Die vereinfachten Struktur- und Pharmakophor-
eigenschaften der erzeugten Verbindungen waren offen-
sichtlich hinreichend fîr die potente Hemmung des TRPM8-
Kanals im zellul�ren Test. Diese Beobachtung ist nicht
zwangsl�ufig auf strukturell noch anspruchsvollere Natur-
stoffvorlagen, wie z.B. flexible Makrocyclen, oder andere
Targets îbertragbar. In solchen F�llen kçnnte das Design-
konzept um eine konformationssensitive Molekîlbewertung
erg�nzt werden. Der Austausch von einigen dreidimensiona-
len Bereichen des Naturstoffs durch planare aromatische
Ringsysteme (Abbildung 1) fîhrte zur Eliminierung eines
h�ufig aufgefîhrten Vorteils von Naturstoffen.[19] Es muss
noch geprîft werden, ob diese Idee generell anwendbar ist.
Im Vergleich zu alternativen Ans�tzen, einen TRPM8-Li-
ganden zu finden, liegt ein besonderer Vorteil unserer De-
signstrategie in der Erforschung von neuartigen Chemotypen
ohne den Einsatz experimenteller Hochdurchsatz-Verfah-
ren.[20] Unser Konzept stellt einen vollautomatisierten Ent-
wurfsprozess dar. Dennoch beseitigt De-novo-Design nicht
die Notwendigkeit zur nachfolgenden Leitstrukturoptimie-
rung.

Ungeachtet der Tatsache, dass die vorgestellte Methode
einen attraktiven Lçsungsansatz fîr den schnellen Entwurf
von biologisch relevanten chemischen Strukturen mit Natur-
stoffeigenschaften beschreibt, sollte eine einzelne Konzept-
studie keinesfalls îberbewertet und -interpretiert werden.
Eine ausfîhrliche Beurteilung des Potenzials und der Be-
schr�nkungen unseres De-novo-Designkonzepts ist erforder-
lich. Bei aller gebotener Skepsis kçnnte die hier beschriebene
Wirkstoffdesignstrategie jedoch einen neuen Weg fîr die
Naturstoff-inspirierte chemische Biologie und medizinische
Chemie erçffnen.[2, 21]
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Tabelle 1: Hemmende Aktivit�t von (¢)-Englerin A (1) und der entwor-
fenen Strukturen 2–7 (Schema 1) auf den TRPM8-Ionenkanal.

Nr. R1 R2 IC50/ mm KB [mm]

1[a] 3.0�0.08 log. Einh. 0.4
2[b] 10�0.08 log. Einh. 1.4

3 Me 1.7�0.12 log. Einh. 0.2

4 t-Bu 2.0�0.13 log. Einh. 0.3

5 Me 4.5�0.07 log. Einh. 0.6

6 Me 3.7�0.50 log. Einh. 0.5

7 Me >10

[a] (¢)-Englerin A wurde von Axon Lab AG (Baden, Schweiz) erworben.
[b] KB = IC50[1 + (C/EC50.C)]¢1, wobei C die Konzentration des Referenz-
agonisten im Assay ist und EC50.C dessen EC50-Wert.

Abbildung 3. Alignment niedrigenergetischer Konformationen von
(¢)-Englerin A (grín) und Verbindung (S)-3 (rot). Zwei perfekt íberla-
gerte Pharmakophorpunkte sind hervorgehoben (F1: aromatisch, F2:
H-Bríckenakzeptor).
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