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Naturstoffgetriebene Kombinatorische Chemie
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» Nicht die GroB3e, sondern die Qualitiit ei-
ner Substanzbibliothek entscheidet iiber die
"Irefferquote bei der Suche nach Leitstruk-
turen zur Wirkstoffentwicklung. Warum al-
so nicht gleich mit den Kandidaten starten,
die uns die Natur bereits in der Evolution
vorselektiert hat? Zur kombinatorischen Va-
riation bieten sich die Grundgeriiste von Na-
turstoffen an, die an Proteindominen mit
wichtigen biologischen Funktionen binden.

Grundlegende Ziele der modernen che-
misch-biologischen und medizinisch-che-
mischen Forschung sind, die zelluliren Pro-
zesse auf molekularer Ebene vollstindig zu
verstehen und die Funktion aller Proteine
durch kleine Molekiile zu beeinflussen. Der
traditionelle Weg der Organischen Synthe-
se, bei dem solche kleine Molekiile einzeln,
dafiir aber in groBer Substanzmenge syn-
thetisiert wurden, erwies sich als zu ineffi-
zient und zu langsam, um die Kapazitidten
von Hochdurchsatz-Screening-Systemen zu
fiillen. Die Entwicklung neuer Techniken,
insbesondere der Festphasensynthese und
der automatisierten Parallelisierung von Syn-
theseschritten, vereint mit kombinatorischen
Methoden, erbrachte den erwiinschten Ef-
tizienzgewinn. Schon bald wurden die ersten
Substanzbibliotheken mit mehr als einer
Million Verbindungen um einfache chemi-
sche Strukturen synthetisiert, von denen
man erwartete, dass sie das schwierige Prob-
lem der Leitstruktursuche bei der Wirk-
stoftfindung l6sen werden. Doch deren "Tref-
ferrate beim Hochdurchsatz-Screening war
enttiuschend. Offensichtlich waren die den
einzelnen Verbindungen aus den Bibliothe-
ken zu Grunde liegenden Strukturen biolo-
gisch nicht relevant. Fiir das Design von
Bibliotheken der zweiten Generation gilt es
daher, Konzepte zur Identifizierung im
Strukturraum schon biologisch validierter
Strukturklassen zu entwickeln, die synthe-
tisch zuginglich sind und kombinatorisch
modifiziert werden kénnen. Hierfiir kom-
men die Gertiste von biologisch aktiven Na-
turstoffen in Frage.

Uber Millionen von Jahren hat die Natur
kleine Molekiile entwickelt (Naturstoffe),
die von Organismen fiir bestimmte biologi-
sche Vorginge geniitzt werden, z. B. fiir die
Verteidigung gegen andere Organismen oder
die Kommunikation zwischen Zellen und
Organen. Einige dieser aus Pflanzen, Pil-
zen oder Tieren isolierten Naturstoffe (z. B.
Cyclosporin, Taxol, Morphin) zeigen neben
ithrer urspriinglichen Funktion zusitzlich ei-

ne nicht verwandte Wirkung in Menschen,
die u. a. fiir die Behandlung von Herz-Kreis-
lauf-Krankheiten, Krebs oder zur Linderung
von Schmerz ausgeniitzt wird. Dabei dienen
diese Naturstoffe also nicht nur als Ligan-
den fiir ihre urspriinglichen Zielproteine,
sondern binden auch an menschliche Pro-
teine, um ihre pharmakologische Wirkung
auszuiiben. Diese alte, aber trotzdem er-
staunliche Beobachtung kann durch aktu-
elle Ergebnisse der Sequenzier-Projekte und
aus der Strukturbiologie verstanden wer-
den !

Proteine kénnen als modular aufgebaute
Biomolekiile betrachtet werden, die aus in-
dividuellen Dominen zusammengesetzt
sind. Dominen sind strukturell konservier-
te Einheiten, die aber genetisch mobil sein
konnen. Heute herrscht Einigkeit dariiber,
dass die Zahl der Dominenfamilien und —
noch ausgeprigter — die der topologisch un-
terschiedlichen Faltungstypen viel kleiner
sein wird als die Gesamtzahl aller Proteine.
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Man schiitzt, dass bei bis zu 450,000 mensch-
lichen Proteinen die Natur nur 600-8,000
verschiedene Faltungstypen und 4,000—
60,000 Sequenzfamilien verwirklicht hat,
wobei die weit tiberwiegende Mehrzahl der
Proteinfamilien nur ca. 1000 Faltungstypen
aufweist. Viele Beispiele belegen, dass Pro-
teinfamilien, obwohl sie auf den ersten Blick
vollkommen verschiedene Sequenzen ha-
ben und/oder ganz verschiedene chemische
Reaktionen katalysieren, trotzdem dhnli-
chen Faltungstypen angehéren kénnen, da
sie aus denselben Vorldufern hervorgegan-
gen sind und noch immer dhnliche Ligan-
den binden kénnen. Dabei konnen die Res-
te im aktiven Zentrum unterschiedlich an-
geordnet sein. Ein eindrucksvolles Beispiel
tiir dieses Prinzip ist die Leukotrien-A,-Hy-
drolase, die zum einen die vinyloge Hydro-
lyse des Leukotrienepoxids LI'A4 zu L'T'B4
katalysiert und an inflammatorischen Pro-
zessen beteiligt ist, und zum anderen zu-
sdtzlich Aminopeptidase-Aktivitit zeigt. Der
LTA4H-Faltungstyp ist evolutiv und struk-
turell zu dem der M1-Metalloproteasen (u.a.
Thermolysin) verwandt, obwohl die
Sequenzidentitit nur 7 % betrigt.?l Diese
Verwandtschaft wurde fiir die Inhibitorsu-
che ausgeniitzt.’] In der Tat inhibieren der
natiirliche Aminopeptidase-Inhibitor Besta-

{1a:R=H Nakijichinon A
1b:R=Pr B
1c: R = CH,OH C
1d: R = CH(CH3)OH D

keine Inhibitoraktivitat fir VEGFR-3 oder Tie-2

Bibliothek von Analoga

Tie-2: IC5p = 18 uM Tie-2: IC5p = 14 uM
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Tie-2: ICsp = 5 pM Tie-2: 1C50 = 9 uM

VEGFR-3: [Cso = 3 uM

Abb. 1: Biologisch wirksame Verbindungen einer Nakijichinon-Analoga-Bibliothek
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tin und Captopril, ein Inhibitor der Me-
tallopeptidase Angiotensin-Converting-En-
zym, die LTA4H-Hydrolase.

Ein solcher auf Sequenz- und Struktur-
analyse basierender Ansatz erdffnet eine
Moglichkeit, den Prozess von der Geniden-
tifzierung bis zum Auffinden der Leitstruk-
tur signifikant zu verkiirzen.! Legt die Ana-
lyse cines neu entdeckten Gens mit Hilfe
der Bioinformatik nahe, dass das entspre-
chende Protein ein Multidoménenprotein
ist, das sich aus bekannten Dominen zu-
sammensetzt, und stehen fiir die Dominen
schon Liganden zur Verfiigung, dann kénn-
ten diese als Startpunkete fiir das Design und
die Synthese von Verbindungsbibliotheken
dienen. Diese Art der Analyse setzt aller-
dings voraus, dass die divergente Evolution
der betrachteten Proteine nicht zu weit fort-
geschritten ist und somit die Ahnlichkeiten
in den Bindungstaschen nicht verloren ge-
gangen sind.

Bibliotheken, die um das Grundgeriist
von Naturstoffen geplant und synthetisiert
werden, sollten bei einer signifikant redu-
zierten Grof3e Modulatoren der Proteinakti-
vitdt mit einer héheren Trefferquote und von
hoherer, weil biologisch vorvalidierter Qua-
litdc liefern. Innerhalb einer Gruppe von eng
verwandten Proteindoménen weisen die De-
tails der Struktur innerhalb der Bindungs-
tasche iiblicherweise substanzielle Variatio-
nen auf, die die Basis fiir selektive Bindung
und Inhibierung bilden (z. B. in der ATP-
Bindungstasche von Proteinkinasen). Die-
ser biologischen Diversitit ist daher eine
synthetisch-chemische gegeniiberzustellen,
d. h. die Stereochemie und die Ausstattung
des Grundgeriists mit funktionellen Grup-
pen miissen variiert werden.

Die Tragfihigkeit dieses Ansatzes wurde
an Hand der Nakijichinone (1a-d) (A6b. 1)
belegt, natiirlich vorkommende Inhibito-
ren der Her-2/Neu-Rezeptor-Tyrosinkinase,
die in iiber 30% aller primiren Brust-, Eier-
stock- und Magenkarzinome tiberexprimiert
wird. Im Hinblick auf den zuvor ausgefiihr-
ten Ansatz wurde eine Bibliothek von 56
Analoga dieser Leitstruktur synthetisiert und
auf inhibitorische Aktivitit gegeniiber an-
deren Rezeptor-"Iyrosin-Kinasen gepriift, die
eine Rolle in der zelluldren Signaltransduk-
tion und Proliferation spielen (A444. 7). Ob-
wohl keiner der Naturstoffe signifikante in-
hibitorische Aktivitit gegeniiber dem neu-
en Satz an Rezeptorkinasen zeigte, erwiesen
sich sechs Verbindungen der Bibliothek als
Kinaseinhibitoren im niederen mikromole-
kularen Bereich. Insbesondere konnten die
ersten Inhibitoren fiir die Tie-2- und VEG-
FR-3-Rezeptorkinasen identifiziert werden,
die eine Regulation der Blut- und Lymph-
gefilbildung und damit in der Krebsent-
wicklung spielen (A44. 2). Diese Ergebnis-
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se unterstreichen die
Notwendigkeit,
kombinatorische
Bibliotheken auf der
Basis von Naturstoffen
aufzubauen, anstatt nur die
Naturstoffe selbst zu niitzen.
Beim Screening mit den natiirli-
chen Substanzen allein wiren
diese Inhibitoren nicht gefun-
den worden.

Aufgrund der Do-
minen-Architektur von
Proteinen und der evolu-
tiondren Bezichungen in-
nerhalb dieser Domii-
nen darf vermutet
werden, dass ei-
ne Reihe weite-
rer privilegierter
Strukturen ge-
funden werden
wird. Die Natur
hat durch einen evo-
lutioniiren Prozess im
chemischen Strukturraum
biologisch validierte Start-
punkte identifiziert, die als Start-
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punke fiir das Design von kombinatorischen  app, 2: iiberlagerung der Strukturen der Rezep-
Bibliotheken dienen kénnen. Wenn die Ef-  torkinasen, die durch die Nakijichinon-basierte

fizienz der Festphasensynthese mit den be-  Bibliothek inhibiert werden.
trichtlichen Erkenntnissen der Bioinforma-

tik und der Strukturbiologie vereint werden,

dann sollten die urspriinglichen Erwartun-

gen der Kombinatorischen Chemie bald

Realitit werden.
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