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1. Einleitung

Die Kombinatorische Chemie hat sich schnell zu einer
wichtigen Grundlage f�r Targetvalidierung und Entdeckung
neuer Wirkstoffe entwickelt. Die Methode entstammt der
Peptid- und Oligonucleotidsynthese; daher wurden in den
meisten F'llen Festphasenstrategien verfolgt.[1–16] Erg'nzend
zur Anpassung der Fl�ssigphasenchemie an die polymerge-
st�tzte kombinatorische Synthese wurden auch Methoden f�r
kombinatorische Fl�ssigphasensynthesen entwickelt.[17–31] Zu
diesem Zweck wurden Methoden wie die dynamische kom-
binatorische Chemie,[32, 33] die polymergest�tzte kombinatori-
sche Synthese in Fl�ssigphase (zuerst vorgestellt von Janda
et al.[34–38]), die fluorige Synthese (FPS)[39,40] und andere
Markierungsstrategien[41] sowie F'llungstechniken[42–45] ein-
gef�hrt. Auch harzgebundene,[46–52] l<sliche polymergebun-
dene[53] und fluorphasengebundene[30,40] Katalysatoren, Rea-
gentien oder Sp�lreagentien[46–52] wurden verwendet.

In ersten Arbeiten f�hrten wir ein einfaches Verfahren zur
mehrstufigen Fl�ssigphasensynthese von chemischen Biblio-
theken ein: Durch Fl�ssig-fl�ssig- und Fl�ssig-fest-Extraktio-
nen (mit Ionenaustauscherharz) werden nicht umgesetzte
Ausgangsverbindungen und Reagentien sowie Nebenpro-
dukte entfernt. Unabh'ngig von der Effizienz der Reaktionen
wurden auf diese Weise Produkte mit > 95% Reinheit
erhalten.[57–70] Das Verfahren fand Anwendung bei der Paral-
lelsynthese einzelner Verbindungen[62,68] (Bibliotheken mit
1000 Elementen), in Bibliotheken mittlerer Gr<ße aus
kleinen Gemischen (1000–10000 Elemente, 10–50 Einzel-
komponenten pro Gemisch), darunter Positionsanalyse-
Bibliotheken und Deletionssynthese-Bibliotheken,[63–65] und
beim kombinatorischen Aufbau großer Bibliotheken

(25000–1000000 Elemente, 10000–28000 Einzelkomponen-
ten pro Gemisch).[65] Die Vorgehensweise kann an ein Format
angepasst werden, sodass sie mit jeder Screeningmethode
kompatibel ist. Die Methode ist technisch unproblematisch
und bequem f�r die Suche und Optimierung von Leitstruk-
turen. Ein weiterer großer Vorteil ist, dass man die Elemente
der Bibliothek in Ausbeuten erh'lt, die f�r mehrere Scree-
ningdurchl'ufe ausreichen. So wurden Bibliotheken herge-
stellt, deren Elemente extrazellul're oder intrazellul're Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen nachahmen (Agonisten)
oder behindern (Antagonisten), intrazellul're Enzyme inhi-
bieren oder Protein-DNA-Wechselwirkungen im Zellkern
modulieren. Die Synthesestrategie ist auf Naturstoffstruktu-
ren und auf cyclische (Depsi)peptide anwendbar. Ihr Poten-
zial �bertrifft die urspr�nglichen Erwartungen an eine so
einfache Methode.[57–99]

Diese Strategie ist ein wesentlicher Bestandteil der
Versuche, zellul're Signaltransduktion durch Hemmung,
Verst'rkung oder Nachahmung von Protein-Protein- oder
Protein-DNA-Wechselwirkungen zu modulieren. Besonders
interessant sind hierbei Targets, f�r die weder niedermoleku-
lare Leitstrukturen noch Strukturinformationen bekannt
sind. Trotz der vorherrschenden Meinung, dass solche Targets
nicht durch niedermolekulare Substanzen beeinflusst werden
k<nnten,[100,101] identifizierten wir durch Screening unserer
Bibliotheken die ersten derartigen Modulatoren f�r die

Hochdurchsatzsynthese und -screening von Verbindungs-
bibliotheken haben große Erwartungen f$r die Wirkstoffsuche
geweckt. F$r die Herstellung solcher Bibliotheken an der Festphase
und in L(sung sind leistungsf)hige Methoden entwickelt worden. Die
Synthesestrategie wird schon lange nicht mehr nach allgemeinen
Erw)gungen ausgew)hlt, sondern mit Blick auf die spezielle Frage-
stellung. In diesem Aufsatz beschreiben wir Unterschiede zwischen
den beiden Methoden, die bei der Entwicklung neuer Programme
helfen sollen. Als Beispiel beschreiben wir unsere Versuche, mithilfe
von L(sungstechniken Modulatoren f$r zellul)re Signale durch
Beeinflussung von Protein-Protein- oder Protein-DNA-Wechselwir-
kungen zu identifizieren. Das Vorurteil, niedermolekulare Substanzen
seien f$r therapeutische Intervention an solchen Zielstrukturen unge-
eignet, konnten wir beim Screening unserer Bibliotheken gegen eine
repr)sentative Auswahl extrazellul)rer und intrazellul)rer Targets
widerlegen: Mithilfe zahlreicher Testmethoden identifizierten wir die
ersten niedermolekularen Modulatoren f$r Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen und erarbeiteten ein allgemeines Verfahren f$r derartige
Untersuchungen.
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untersuchten Protein-Protein-Wechselwirkungen, validierten
die Targets f�r die therapeutische Anwendung und entwi-
ckelten eine allgemeine Strategie f�r solche Untersuchun-
gen.[102] In diesem Aufsatz fassen wir diese Untersuchungen
zusammen. Zun'chst beschreiben wir die Fl�ssigphasensyn-
these chemischer Bibliotheken, dann geben wir einen Ein-
blick in die Techniken, derer wir uns bei der Validierung
neuer Targets f�r Therapieversuche bedienten.

2. Kombinatorische Chemie in der Fl�ssigphase und
an der Festphase

2.1. Hauptmerkmale kombinatorischer Methoden in der
Fl�ssigphase

Festphasengest�tzte kombinatorische Chemie wurde
bereits vielfach zur Leitstruktursuche und -optimierung ein-
gesetzt, weil die festphasengebundenen Verbindungen sehr
leicht isoliert werden k<nnen. Beispiele f�r Fortschritte, die
der Festphasensynthese von Bibliotheken zu allgemeiner
Anerkennung verhalfen, sind die r'umlich aufl<sende Multi-
pin-Peptidsynthese nachGeysen et al.,[103, 104] die „Teebeutel“-
Methode von Houghten et al., [105] das Phagendisplay von
Smith et al.[106,107] sowie die Spot- oder Disc-Synthese von
Frank et al.[108,109] Besondere Erw'hnung verdienen auch die
von Furka et al.[110–112] eingef�hrte Split-und-Mix-Festphasen-
synthese auf Harzk�gelchen („portion-mixing“), an deren
Entwicklung auch Houghten et al. („divide, couple, and
recombine“)[113] sowie Lam et al. („split synthesis“)[114–116]

teilhatten, und die bei Affymax entwickelte lichtgesteuerte,
r'umlich adressierbare, immobilisierte Parallelsynthese.[117]

Neue Analysemethoden trugen zur breiten Annahme der
Split-und-Mix-Festphasensynthese bei: die iterative[110, 118,119]

und die rekursive[120] Dekonvolution, außerdem nucleotid-
,[121,122] peptid-,[123–125] chemische,[126–128] radiofrequenz-,[129,130]

farb-[131] und formcodierte[132] festphasengebundene Biblio-
theken. Durch Fortschritte bei der Microarray-Herstellung
konnte die r'umlich aufl<sende Parallelsynthese im großen
Maßstab an verschiedenen Festphasen verbessert
werden.[133–136]

Da bei der Festphasensynthese die Isolierung des immo-
bilisierten Produktes durch einfache Filtration m<glich ist,
k<nnen durch große Reagens�bersch�sse in jeder Stufe hohe

Ums'tze erzielt werden (Tabelle 1). Der Maßstab ist aller-
dings durch die Beladungskapazit't der Festphase begrenzt;
die Herstellung der erforderlichen Mengen aller Einzelkom-
ponenten kann bei großen Bibliotheken m�hsam und teuer
sein. Zus'tzlich zu den funktionalisierten Substraten und
feste Tr'germaterialien werden kompatible Verbindungs-
gruppen und Abstandshalter ben<tigt. Orthogonale Strate-
gien zum Binden und Abspalten, oft verbunden mit der
Freisetzung von Reportergruppen, m�ssen entwickelt
werden, sowie spezifische Verfahren, um die einzelnen
Schritte einer vielstufigen Synthese zu verfolgen, und ortho-
gonale Strategien zur Blockierung nicht umgesetzter Sub-
strate. Dar�ber hinaus ist die Reinigung harzgebundener
Zwischenprodukte nicht m<glich, das Produkt einer vielstu-
figen Synthese wird also in verunreinigter Form erhalten.
Daher muss jeder Reaktionsschritt mit hoher Effizienz
ablaufen. Fortschritte in allen Punkten erleichtern die
Anwendung von Festphasensynthesen. Zu den wichtigsten
Neuerungen geh<ren spurlose Linker,[137–139] Methoden, bei
denen ausschließlich das Produkt vom Harz abgespalten
wird[140, 141] oder umgekehrt nur die gew�nschten Reaktions-
produkte ans Harz gebunden bleiben,[142] Safety-Catch-
Linker,[143–145] Amidr�ckgrat-Linker,[146,147] multidirektionale
Methoden zur Abspaltung des Produkts vom Harz[148, 149] und
Verbesserungen der Harzeigenschaften und der Beladungs-
kapazit'ten.[34–38] Einige systematische Nachteile wie die
Unvertr'glichkeit mit heterogenen Katalysatoren und Rea-
gentien oder die zwingend vorgeschriebene lineare Synthese-
strategie bleiben jedoch. Die Synthese von Gemischbiblio-
theken ist kaum, eine Selektion oder ein dynamisches
Bibliotheksscreening[4] mit targetgest�tzter Synthese[150–154]

sind gar nicht m<glich.
Als wir mit unseren Untersuchungen begannen, waren

noch keine Synthesen chemischer Bibliotheken in fl�ssiger
Phase beschrieben worden. Eine Reihe vergleichbarer Unter-
suchungen, einschließlich derer von Smith et al. ,[155] Rebek
et al.,[156–159] Pirrung et al.[160] und Nielsen et al. ,[161] und die
Entwicklung von Mehrkomponentenreaktionen in L<sung
durch Ugi et al.[162] und Armstrong et al.[163] fanden etwa zur
selben Zeit statt. Unsere Arbeit zeichnete sich dadurch aus,
dass wir f�r die Synthese chemischer Bibliotheken in fl�ssiger
Phase eine vielstufige anstelle einer einstufigen Strategie
etablierten.
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Wenn die Probenhandhabung in fester und fl�ssiger Phase
einfach automatisiert werden kann, besteht das Hauptpro-
blem der Fl�ssigphasensynthese chemischer Bibliotheken in
der Isolierung oder Reinigung[164] der Einzelkomponenten.
K<nnten die Vorteile der Probenisolierung von der Fest-
phasensynthese �bernommen werden, so w're die Fl�ssig-
phasensynthese von Bibliotheken durch die einfachere Maß-
stabsvergr<ßerung, das gr<ßere Repertoire an chemischen
Reaktionen, die direkte Herstellung l<slicher Zwischen- und
Endprodukte zu Reinigung oder Test und den Verzicht auf
Linker, Bindung, Abspaltung und Blockierungsreaktionen
besonders attraktiv (Tabelle 1). Konvergente Synthesestrate-
gien und die Synthese von Gemisch- oder dynamischen
Bibliotheken sind nur in fl�ssiger Phase einfach durchf�hrbar.
Bei der Vereinfachung der Probenisolierung aus der L<sung
konzentrierten wir uns auf eines der attraktivsten Verfahren:
Isolierung und Reinigung durch S'ure-Base-fl�ssig-fl�ssig-

oder -fest-fl�ssig-Extraktionen, letztere mit Ionenaustau-
scherharzen. Die urspr�nglich erzeugten Bibliotheken und
die sp'teren Erweiterungen sind ausf�hrlich beschrieben
worden, darunter die Einf�hrung von tr'gergebundenen
Reagentien[57–63] und Aufarbeitungsreagentien, z.B. Abfang-
reagentien[165] und Ionenaustauscherharze,[57–59] einschließlich
immobilisierter Abfangreagentien und Reagentien in Zusam-
menarbeit mit Caporale (CombiChem),[165] der Reinigung der
Produkte durch Gr<ßenausschluss-Chromatographie[62,63]

und der Herstellung von nicht �ber Amidbindungen ver-
kn�pften Bibliotheken.[71]

2.2. Strategien: lineare, konvergente und divergente Synthese

Bei der Reaktionsplanung organischer Synthesen unter-
scheidet man traditionell zwei Strategien: lineare und kon-
vergente Synthese (Schema 1). Vorteile der konvergenten

Synthese sind eine geringere Zahl von Stufen, gr<ßere
Effizienz (h<here Gesamtausbeute und gr<ßere Reaktions-
ans'tze) und eine technisch einfachere Durchf�hrung. Da die
Festphasensynthese auf eine lineare Synthesestrategie fest-
gelegt ist, konnte sie sich in der traditionellen organischen
Synthese erwartungsgem'ß nicht durchsetzen. Vor der Ent-
wicklung der Kombinatorischen Chemie (Festphasensynthese
von Peptiden und Oligonucleotiden) fanden lediglich Strate-
gien breite Anwendung, die durch die Wiederholung einer
einzelnen hoch optimierten Reaktion f�r eine lineare Syn-
these ideal geeignet waren. Eine dritte, weniger bekannte
Strategie ist die divergente Synthese: Hier wird eine Palette
von Verbindungen aus einem einzigen Zwischenprodukt
hergestellt. Diese Strategie, die heutzutage allgemein ein-
gesetzt wird, wurde erstmals bei der divergenten aromati-
schen Anellierung systematisch angewandt.[166–168] Heute
beruht die Einf�hrung von Diversit't in der Kombinatori-
schen Chemie in den meisten F'llen auf divergenten Strate-
gien.[169] Die Vorteile einer Synthese einer Serie verwandter
Verbindungen mit einem divergenten Schritt im sp'ten
Stadium gegen�ber einer parallelen Synthese entsprechen
denen einer konvergenten gegen�ber einer linearen Synthese.
Die Strategien schließen einander in diversit'tsorientierten
Synthesen nicht aus: Sowohl lineare als auch konvergente

Kevin Capps erhielt 2000 seinen BSc in
Chemie an der University of Maryland, wo
er als wissenschaftliche Hilfskraft bei Profes-
sor Jeffery Davis arbeitete. Derzeit ist er Dok-
torand am Scripps Research Institute.

Tabelle 1: Vorteile (+) und Nachteile (�) der kombinatorischen Syn-
these in Fest- und Fl?ssigphase.

Festphase Fl?ssigphase

+ Einfache Entfernung von Rea-
gentien- und Reaktanten?ber-
sch?ssen

� Entfernung von Reagentien-
und Reaktanten?bersch?ssen
begrenzt die AnsatzgrAße

+ einfache Automatisierung + Automatisierung durch
Fl?ssig-fl?ssig-Techniken

+ Split-und-Mix-Synthese
vereinfacht die Herstellung
großer Bibliotheken

+ Mischungssynthese verein-
facht die Herstellung großer
Bibliotheken

+ Pseudo-Verd?nnungseffekte + Reaktionen werden nicht durch
Festphase beeintrDchtigt

� Anpassung der Reaktionsvor-
schriften an die Festphase und
Entwicklung von Bindungs-
und Abspaltungsstrategien

+ keine zusDtzlichen Stufen f?r
Bindung und Abspaltung

� Verfolgung der Reaktion ist
schwierig

+ BewDhrte Techniken zur
Verfolgung der Reaktion

� Keine Reinigung mAglich + Reinigung nach jedem Schritt
mAglich

� Lineare Synthese, keine kon-
vergente Strategie mAglich

+ Konvergente oder lineare
Synthese

� Begrenzte AnsatzgrAße + In unbegrenztem Maßstab
durchf?hrbar

� Keine Mischungssynthese + Mischungs- oder Parallel-
synthese

Schema 1. Vergleich von linearen und konvergenten sowie divergenten
und parallelen Synthesestrategien.
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Strategien k<nnen angewandt werden (Abbildung 1). W'h-
rend Festphasensynthesen linear sind, k<nnen Fl�ssigphasen-
synthesen an lineare oder konvergente Synthesestrategien
angepasst werden. F�r Fl�ssigphasensynthesen eignet sich die
konvergente Synthese besonders gut; f�r Festphasensynthe-
sen ist sie jedoch unbrauchbar, da die zu verbindenden
Komponenten auf unterschiedlichen Tr'gern gebunden sind.

Wir wollten im Rahmen unserer Untersuchungen zu
Protein-Protein- oder Protein-DNA-Wechselwirkungen von
Anfang an auch nach Liganden f�r jede einzelne makro-
molekulare Verbindung suchen (Screening nach Antagonis-
ten). Durch Kupplungsprodukte aus zwei so gefundenen
Liganden sollten die Protein-Protein- oder Protein-DNA-
Wechselwirkungen auch in Abwesenheit des endogenen
Liganden m<glich werden (z.B. Wirkung als Agonisten f�r
die Homo- oder Heterodimerisierung von Rezeptoren)
(Abbildung 1). Hierbei wurde erstmals das Iminodiacetat-
Templat bei der Synthese von Bibliotheken eingesetzt; so
wurde die erste allgemeine Methode f�r die Entwicklung von
Agonisten aus Antagonisten gefunden.[61, 63,67,73,170,171] Durch
konvergentes Mischen und Anpassen konnten Liganden f�r
die Verkn�pfung von Makromolek�len entwickelt werden.
Techniken wie die Diamidbildung, die Olefinmeta-
these,[60,61,64] die Palladium-katalysierte Biarylkupplung[62]

und die Acetylen-Arylkupplung nach Stille[63] erm<glichten
die erforderliche Dimerisierung. Die Methodik eignet sich
ausschließlich f�r Fl�ssigphasen-Anwendungen.

Ein weiteres Beispiel f�r die Mberlagerung einer diver-
genten, diversit'tsorientierten Synthese und einer konver-
genten Synthesestrategie liefert die detaillierte Strukturauf-
kl'rung des Naturstoffs HUN-7293 mithilfe einer Bibliothek
von HUN-7293-Analoga (1 und 2, Schema 2).[76] Bei einer
Festphasenstrategie w're die parallele lineare Synthese jedes
Analogons erforderlich – bei einer konvergenten Synthese in
fl�ssiger Phase gen�gt die einmalige Synthese der entschei-
denden Tri- und Tetrapeptideinheiten des Naturstoffs (3 und

4) und ihre Kombination mit diversifizierten Tetra- bzw.
Tripeptiden mit einzelnen Unterschieden zur HUN-7293-
Struktur (Schema 2). So wurden bei der Herstellung eng
verwandter Strukturen die Vorteile der konvergenten Syn-
these mit denen der divergenten Synthese kombiniert.

2.3. Split-und-Mix-Synthese an der Festphase oder Fl�ssigphasen-
Mischungssynthese und Dekonvolution?

Kleine Bibliotheken k<nnen einfach durch parallele Fest-
phasen- oder Fl�ssigphasensynthese hergestellt werden,
wobei man die einzelnen Verbindungen erh'lt. Durch ver-
besserte Festphasensynthesen nach dem Split-und-Mix-Prin-
zip oder dem 'hnlichen „Teebeutel“-Verfahren wurden
großen Bibliotheken mit einer Verbindung pro Tr'gerk�gel-
chen verf�gbar. Die Einf�hrung von Analyse- und Markie-
rungsmethoden[121–132] steigerte den Wert solcher Strategien
erheblich, da beim Screening erfolgreiche Verbindungen
direkt identifiziert werden k<nnen. Am wertvollsten sind
Codierungstechniken, welche die Bibliothekssynthese nicht
erschweren (Tabelle 2).

Dem Split-und-Mix-Verfahren an der Festphase ent-
spricht in der Fl�ssigphasensynthese die Synthese von Gemi-
schen (Tabelle 2).[172] Anders als bei der Festphasensynthese,
die durch das polymergebundene Substrat st<chiometrisch
limitiert wird, k<nnen bei Fl�ssigphasenreaktionen Substrat

Abbildung 1. Konvergente und lineare Synthese im Vergleich.
A) Lineare, divergente Synthese zur Einf?hrung von DiversitDt (Fest-
oder Fl?ssigphase). B) Konvergente Synthese zur Einf?hrung von
DiversitDt (nur in Fl?ssigphase).

Schema 2. Konvergente Synthesestrategie beim Aufbau einer Biblio-
thek von HUN-7293-Analoga. Boc= tert-Butoxycarbonyl. X=O, NH.
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oder Reagentien limitierend sein. Wegen der verschiedenen
Reaktionsgeschwindigkeiten m�ssen bei Festphasensynthe-
sen Split-und-Mix-Techniken angewendet werden.[173] Dage-
gen k<nnen bei der Synthese von Gemischen einfach die
Reagentien zur Anlagerung an das Produkt in limitierender
Menge eingesetzt werden. So wird sichergestellt, dass alle
Elemente der Bibliothek in gleichenMengen entstehen. Bei der
Festphasensynthese von Gemischen werden die l<slichen Rea-
gentien in genau eingestellten Konzentrationen eingesetzt, um
die Unterschiede in den Reaktionsgeschwindigkeiten auszuglei-
chen; Informationen hierzu m�ssen jedoch vor Beginn der
Synthese vorliegen. Bei Fl�ssigphasensynthesen vonGemischen
muss man dagegen nur das nicht umgesetzte Ausgangsmaterial
entfernen k<nnen. Dies gelang uns durch einfache S'ure-Base-
fl�ssig-fl�ssig- oder -fl�ssig-fest-Extraktion.

Nhnlich wie die Codierungsstrategien der Split-und-Mix-
Synthese von großen Bibliotheken erm<glichen die sich
gegenseitig erg'nzenden Techniken Positionsanalyse[173] und
Deletionssynthese[64,65] die direkte Identifizierung aktiver
Leitstrukturen aus großen Gemischbibliotheken (Abbil-
dung 2). Weil Positionsanalyse- und Deletionssynthese-
Bibliotheken durch Synthese von Gemischen erzeugt
werden, k<nnen sie nur schwer an Festphasentechniken
angepasst werden. Positionsanalyse-Bibliotheken liefern
gew<hnlich umfassendere Informationen und geben Auf-
schluss �ber Leitstrukturen mit definierten Eigenschaften,
jedoch nicht unbedingt �ber die aktivste Verbindung.[79, 86,175]

Dekonvolution mit Positionsanalyse-Bibliotheken ist emp-
findlicher, weil eine Aktivit'tszunahme gemessen wird; daher
ist auf diesem Wege auch die Identifizierung weniger aktiver
Leitstrukturen m<glich. Die Deletionssynthese, bei der nach
Verlust von Aktivit't gesucht wird, ist weniger empfindlich,
daf�r aber effizienter bei der Identifizierung einer einzigen
potenten Verbindung.[64, 65,174] Eine Kombination beider
Methoden ist aussagekr'ftiger als jede Methode f�r sich
genommen.[64] Dar�ber hinaus kann die Leitstruktur aus
einem einzigen Screening-Durchlauf abgeleitet werden. Posi-
tionsanalyse- oder Deletionssynthese-Bibliotheken sind
daher viel zeitsparender als die Parallelsynthese einzelner
Verbindungen oder kleiner Gemische und technisch weniger
aufw'ndig als die Synthese r'umlich adressierbarer oder

codierter Split-und-Mix-Bibliothe-
ken; außerdem gen�gen die Sub-
stanzmengen dieser Bibliotheken
f�r mehrere Screeningl'ufe aus
einer einzigen Testrunde und
direkter Dekonvolution aus. Die
konvergente Synthese von Dimer-
bibliotheken f�r symmetrische und
asymmetrische Kombinationen
kann nicht mit Positionsanalyse-
Bibliotheken durchgef�hrt
werden; zur Identifizierung aktiver
asymmetrischer Dimere ist daher
eine Deletionssynthese erforder-
lich.[64] Im Unterschied zur Unter-
suchung einzelner Verbindungen
oder kleiner Gemische werden
beim Screening einer Bibliothek

die versteckten Informationen �ber Struktur-Wirkungs-
Beziehungen nicht erfasst. Dieser Nachteil wird allerdings
durch die einfache Synthese der Vorg'nger-Bibliotheken
ausgeglichen; auch m�ssen die Ziele des Screeningprozesses
(Identifizierung oder Optimierung einer Leitstruktur) sowie
die Natur und Komplexit't der Zielstruktur bei der Beur-
teilung einbezogen werden.

Bei der Analyse und Identifizierung von Leitstrukturen in
komplexen Gemischen haben sich Techniken wie Massen-
spektrometrie,[176] , NMR-Spektroskopie[177,178] und Kapillar-
elektrophorese[179,180] zu wertvollen allgemeinen Methoden
entwickelt. So konnten Nutzen und Aussagekraft des Scree-
nings von Gemischbibliotheken enorm gesteigert werden.

3. Fl�ssigphasensynthese von Bibliotheken: cyclische
Anhydride als Template

Zu Fl�ssigphasen-Bibliotheken gibt es bereits einige
Mbersichtsartikel.[17–31] Daher beschreiben wir hier die Prin-
zipien und die einzelnen Schritte unserer Bibliothekssyn-
thesen sowie ihre Rolle bei der Untersuchung biologischer
Targets. Das hoch funktionalisierte cyclische Anhydrid 5
(Schema 3) hat wenige strukturelle oder konformative
Besonderheiten, die seinen Einsatz als Templat einschr'nken
k<nnten.[57,58] Eine interessante Alternative bietet das Tem-
plat 8mit einem steifen bicyclischen Kernger�st und Symme-
trieebene, das als Basis f�r Dipeptidmimetika (Gly-Asp-,
oder allgemeiner Gly-X-Mimetika) dient.[57, 59] Sowohl 8 als
auch 5 verf�gen �ber drei schrittweise funktionalisierbare
Positionen: Bibliotheken auf der Basis dieser Template
k<nnen Verbindungen mit bis zu drei unterschiedlichen
Gruppen enthalten. Isoindolin-5,6-dicarbons'ure (11) und
ein starreres Gly-X-Mimetikum (14) wurden ebenfalls unter-
sucht.[69] Mit einer Auswahl von Templaten wie 5–7 kann
Diversit't in konformativ eingeschr'nkten oder r'umlich
unterschiedlich angeordneten Positionen eingef�hrt werden.
Dadurch erf'hrt man in einem einzigen Testdurchgang viel
�ber die Struktur-Wirkungs-Beziehungen des Targets.

Die erste Funktionalisierung erfolgt durch nucleophile
Addition an die aktivierte Anhydridfunktion. Dabei entsteht

Tabelle 2: Vergleich von Bibliothekstechniken.

Technik Einzelverbindung
oder Mischung

Geschwindigkeit
der Synthese

SAR[a]-
Suche

Anwendung

Parallelsynthese Verbindung langsam schnell Leitstrukturoptimierung
Mischungssynthese
(Scanning/Deletions-
dekonvolution)

Mischung schnell schnell
(langsam)

Leitstruktursuche

Parallele rDumlicher
Anordnung

Verbindung mDßig schnell Leitstruktursuche und
-optimierung

Split-und-Mix Mischung
(eine Verbindung
pro Kugel)

mDßig langsam Leitstruktursuche und
-optimierung

Kodiertes Split-und-Mix Mischung
(eine Verbindung
pro Kugel)

mDßig mDßig Leitstruktursuche und
-optimierung

Sortieren und Mischen Verbindung mDßig schnell Leitstruktursuche und
-optimierung

[a] Struktur-AktivitDts-Beziehung.
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auch die Carboxygruppe f�r die n'chste Funktionalisierung
(Schema 4). Die Freisetzung der zweiten Derivatisierungs-
funktion beim ersten Diversifizierungsschritt vereinfacht
Isolierung und Reinigung; außerdem wird eine separate
Schutzgruppenabspaltung umgangen. Als Folge der Symmet-
rie des Anhydrids entsteht nur ein Regioisomer, sodass die
Komplexit't der Bibliothek begrenzt bleibt. Im letzten
Diversifizierungsschritt wird die sekund're Aminofunktion
als dritte Kupplungsposition entsch�tzt. Bei jedem Schritt
unterst�tzt die freigesetzte funktionelle Gruppe nicht nur die
Isolierung, sondern auch die Reinigung des Produktes von
Ausgangsmaterial, Reaktanten, Reagentien und Nebenpro-
dukten durch einfache S'ure-Base-fl�ssig-fl�ssig- oder -fl�s-
sig-fest-Extraktion, die unabh'ngig von der Effizienz der

Reaktion typischerweise Produkte mit bis > 95% Reinheit
liefert. Die Template k<nnen mit verschiedenen nucleophilen
und elektrophilen Reagentien funktionalisiert werden
(Schema 4).[71]

Auf diesem Weg wurden Bibliotheken in verschiedenen
Formaten f�r Leitstruktursuche und -optimierung hergestellt:
einzelne Verbindungen, kleine Mischungen, große Mischun-
gen sowie Positionsanalyse- und Deletionssynthese-Biblio-
theken. Letztere wurden dabei erstmals erhalten[64] und mit

Abbildung 2. Positionsanalyse und Deletionssynthese-Dekonvolution
am Beispiel einer Bibliothek mit vier variablen Positionen. A) Bei der
Positionsanalyse wird jede Position mit einer bestimmten Komponente
besetzt, wDhrend an den anderen Positionen Mischungen vorliegen.
Die aktivste Unterbibliothek jeder Gruppe (*) zeigt die jeweils aktivste
Komponente an. B) Bei der Deletionssynthese fehlt in jeder Unterbib-
liothek eine Komponente an einer Position (dA2 enthDlt alle Kompo-
nenten außer A2), wDhrend an den anderen Positionen Mischungen
aller Komponenten vorliegen. Hier zeigt die am wenigsten aktive
Unterbibliothek jeder Gruppe (*) das Fehlen der jeweils aktivsten Kom-
ponente an.

Schema 3. Beispiele f?r Template.

Schema 4. Dreistufige Fl?ssigphasensynthese von chemischen Imino-
diacetat-Bibliotheken. 15 wird durch Waschen mit SDure, 16 und 9
werden durch Waschen mit SDure und Base gereinigt. X bezeichnet die
entsprechende verbindende Gruppe.
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anderen Bibliotheksformaten einschließlich Positionsanalyse-
Bibliotheken verglichen.[65, 79,86] Obwohl diese Arbeit meis-
tens als Beispiel f�r Isolierung und Reinigung durch S'ure-
Base-fl�ssig-fl�ssig-Extraktion angef�hrt wird, wurden
bereits davor[57–59,68] erste Anwendungen von polymergebun-
denen Reagentien (z.B. PS-EDCI) in der Fl�ssigphasen-
Bibliothekssynthese und die erstmalige Verwendung von
Ionenaustauscherharzen in Fl�ssig-fest-Extraktions-Verfah-
ren beschrieben.[58] Nach diesem Verfahren k<nnen zuver-
l'ssig 5–150 mg der Verbindungen mit Reinheiten > 95%
hergestellt werden; bis heute sind auf diese Weise zahlreiche
Bibliotheken mit mehr als 40000 Verbindungen aufgebaut
worden. Auf diesem Weg werden die Nachteile von Fest-
phasensynthesen vermieden. Spezielle Methoden zur Kon-
trolle der einzelnen Schritte sind nicht n<tig; die Reinigung
der Zwischenstufen ist m<glich, und die Produkte sind
ausreichend rein f�r Bindungs- oder Funktionstests. Weitere
Untersuchungen zur Synthese symmetrischer und unsymmet-
rischer Bibliotheken f�r Rezeptor- und Proteinhomo- und
-heterodimerisierungtests zeigt Schema 5. Die Dimerisierung
wurde nicht nur durch eine Amidbindung mit Dicarbons'u-
ren erreicht, sondern auch durch Stille-Kupplung[63] und die
erste intermolekulare Olefinmetathesereaktion beim Aufbau

chemischer Bibliotheken.[60,61,64] Eine der ersten Anwendun-
gen eines tr'gergebundenen Katalysators (eine Biarylkupp-
lung mit Pd-C, siehe Schema 5) bei der Fl�ssigphasen-
Bibliothekssynthese wurde ebenfalls beschrieben.[62] Die
schnelle Reinigung solcher Dimer- oder Oligomer-Bibliothe-
ken gelang durch Gr<ßenausschluss-Chromatographie.[62]

F�r die Vorbereitung und die Dimerenbildung bedarf es
mit der Iminodiacetyldiamid-Methode nur dreier Reaktions-
schritte. Die Fl�ssigphasensynthese erm<glicht die Verviel-
f'ltigung der Diversit't durch kombinatorische Dimerisie-
rung der Iminodiacetyldiamide sowie eine direkte Kupplung
der Zwischenstufen; das w're bei einer Festphasensynthese
ausgeschlossen. Die modulare konvergente Synthese ist also
f�r diese Dimerisierungsstrategien mit begrenzter Stufenzahl
besonders gut geeignet, z.B. zur Erzeugung von Bibliotheken
mit prospektiven Agonisten oder Antagonisten f�r die
Homo- oder Heterodimerisierung von Rezeptoren und Pro-
teinen. Einfache Liganden wie 16–18 (Schema 5) k<nnen als
Antagonisten der ligandeninduzierten Dimerisierung von
Rezeptoren oder Proteinen dienen. Kovalent verkn�pfte
symmetrische Dimere wie 19–21 f<rdern die Homodimerisie-
rung von Rezeptoren oder Proteinen, unsymmetrische
Dimere beg�nstigen die Heterodimerisierung. Je nach thera-
peutischem Bedarf k<nnen mit dieser Strategie also Agonis-
ten oder Antagonisten entwickelt werden. Anforderungen an
Gr<ße oder spezielle Eigenschaften wie die Zellpermeabilit't
k<nnen die Bibliothekszusammensetzung einschr'nken,
wenn nach Liganden f�r intrazellul're Makromolek�le
gesucht wird. Verbindungen, die gegen extrazellul're Targets
wie Zelloberfl'chenrezeptoren und -proteine wirken, sind
von solchen Einschr'nkungen nicht betroffen.

Man k<nnte vermuten, dass mit Anhydrid-Templaten nur
Bibliotheken von begrenztem Nutzen zug'nglich sind, da die
strukturelle Komplexit't, die verf�gbare Diversit't, die
wirkstoff'hnlichen Eigenschaften der Bibliothekselemente
oder die Anwendbarkeit der Methode beschr'nkt sind.
Mithilfe der vorliegenden Bibliothek mit 40000 Verbindun-
gen konnte dennoch bisher f�r praktisch jedes Target eine
Leitstruktur gefunden werden. W'hrend derzeit der Trend zu
Bibliotheken aus Verbindungen mit zunehmender Starrheit
und Komplexit't vorherrscht, k<nnte der Erfolg unserer
Bibliothek auf einen Kompromiss zwischen Komplexit't und
Diversit't zur�ckzuf�hren sein. Dadurch dass jede Verbin-
dung mehrere Pharmakophore enth'lt, ist die Identifizierung
einer Leitstruktur wahrscheinlicher.[180] Es gibt jedoch f�r die
ersten Generationen von Bibliotheken bereits Alternativen
zur Amidkupplung.[71] Dass auch komplexe Naturstoffbiblio-
theken (Schema 6, siehe auch Abschnitte 5 und 6) aufgebaut
werden konnten, deutet auf das große Potenzial der Methode
hin.

4. Target Protein-Protein-Wechselwirkungen

So attraktiv das Potenzial f�r eine Beeinflussung ano-
maler zellul'rer Signaltransduktion[181–190] durch Hemmung,
F<rderung oder Nachahmung von Protein-Protein-
[100,101,181,182] oder Protein-DNA-Wechselwirkungen auch war
– der allgemeinen Einsch'tzung nach galten diese Targets als
kaum zug'nglich f�r die therapeutische Beeinflussung durch
niedermolekulare Substanzen. Bei diesen Targets besteht die
Herausforderung in der großenOberfl'che wechselwirkender
Proteine (etwa 800 P2 pro Protein), der relativ flachen
Ber�hrungsfl'che zwischen bindenden Proteinen und
großen, von der physiologischen Funktion abh'ngigen,

Schema 5. Aufbau von Bibliotheken zur Protein-Protein-Dimerisierung
durch Homo- oder Heterodimerisierung. Die Dekonvolution unsym-
metrischer Dimerisierungsprodukte erfolgt durch Scannen oder Deleti-
onssynthese. Cy=Cyclohexxyl, PyBrOP=Brom-tris(pyrrolidino)phos-
phonium-hexafluorophosphat.
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Unterschieden in den Affinit'ten zwischen Proteinen.[181] Es
gibt zwar viele Beispiele, in denen Antik<rper, dominant
negative Proteine oder mittelgroße Peptide Protein-Protein-
Wechselwirkungen hemmen, die Suche nach niedermoleku-
laren Inhibitoren war jedoch wenig erfolgreich. Manche
Protein-Protein-Wechselwirkungen sind besser therapeutisch
beeinflussbar als andere: Die Mechanismen von Protein-
Protein-Wechselwirkungen k<nnen sehr unterschiedlich sein
(hydrophob oder hydrophil), die Oberfl'chen k<nnen flach
sein oder mit tiefen H<hlungen versehen, die Affinit'ten
variieren enorm (Kd= 10�6–10�12m), und das Verhalten bei
einer Hemmung f'llt sehr unterschiedlich aus: Manchmal
gen�gt es, ein Gleichgewicht zu verschieben, in anderen
F'llen ist eine v<llige Hemmung notwendig.

Tabelle 3[191–225] fasst die vielversprechenden Ergebnisse
von Untersuchungen an einer Reihe von Targets zusammen,
Schema 7 zeigt wichtige niedermolekulare Modulatoren. Die
Vorurteile gegen�ber Protein-Protein-Wechselwirkungen als
Targets bed�rfen also einer Mberpr�fung.[100–102,171,181,182] Bei

weitem nicht alle Beispiele entstammen dem Screening
kombinatorischer Bibliotheken, und die meisten von diesen
waren auf Phagen-Display-Experimente zur Erzeugung der
anf'nglichen Peptid-Leitstrukturen angewiesen. Die Bei-
spiele aus Tabelle 3 stehen f�r eine Vielzahl von Strategien
mit dem gemeinsamen Ziel, eine Protein-Protein-Wechsel-
wirkung zu st<ren. Ein Enzym kann auf verschiedene Arten
gehemmt werden, z.B. indem die Lokalisierung (MMP-2,
CaM) oder die Homo- (HIV-Protease) bzw. Heterodimeri-
sierung (Ribonucleotid-Reduktase) direkt oder indirekt �ber
einen Konfigurationswechsel (iNOS) verhindert werden. Der
Substratzugang kann blockiert (Transpeptidase, Transglyco-
sylase), ein intermedi'rer tern'rer Komplex stabilisiert
(Topoisomerase) oder ein inhibierender tern'rer Komplex
mit zus'tzlichen Proteinen gef<rdert werden (Calcineurin
(Cn)). Schema 7 zeigt weder Enzyminhibitoren, die ein
aktives Zentrum f�r ein Peptid- oder Proteinsubstrat blo-
ckieren, noch niedermolekulare Agonisten oder Antagoni-
sten G-Protein-gekoppelter Rezeptoren und auch keine
Beispiele f�r Zelloberfl'chen-Integrininhibitoren mit RGD-
Erkennungsmotiv.

G-Protein-gekoppelte Rezeptor-Antagonisten binden
meist an die Transmembrandom'ne des Rezeptors und
st<ren eine Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung nicht direkt,
sondern allenfalls allosterisch. Anders die Integrininhibito-
ren:[240–252] Sie sind ein sch<nes Beispiel daf�r, wie die
Entdeckung eines einfachen, kleinen und allgemeinen Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungsmotives unmittelbar zur Ent-
wicklung eines Antagonisten f�hrte. Auch die Src-Homo-
logie-Dom'ne 2 (SH2), SH3-, WW- und PDZ-Dom'nen
haben gemeinsame Protein-Protein-Bindestellen mit kleinen
markanten Schnittstellen f�r die Proteinlokalisierung oder
Signaltransduktion; f�r diese Targets wird durch Screening
oder Entwicklung nach niedermolekularen Wirkstoffen
gesucht.[101, 181,225] Einige historisch bedeutsame Protein-Pro-
tein-Wechselwirkungsmodulatoren haben aktuelle therapeu-
tische Targets definiert. Diese Beispiele zeigen, wie thera-
peutische Ziele durch St<rung von Protein-Protein- oder
Protein-DNA-Wechselwirkungen effizient erreicht werden
k<nnen. Je nachdem, ob ein Antagonist oder ein Agonist
einer Protein-Protein-Wechselwirkung gesucht wurde, unter-
scheiden sich diese Untersuchungen stark im Entwurf der
Bibliotheken, den Screening-Verfahren und den Haupt-
schwierigkeiten. Heute ist man sich einig, dass es viel
einfacher ist, einen Antagonisten zu entdecken als einen
Agonisten.[73,170,171] Insofern sind bei der Suche nach Agonis-
ten (Mimetika) von EPO, TPO und GCSF bemerkenswerte
Erfolge erzielt worden (Tabelle 3). Eine allgemeine Methode
f�r die Suche nach selektiven Antagonisten oder Agonisten
wurde noch nicht entwickelt. Dies ist m<glicherweise der
Hauptgrund f�r die Zur�ckhaltung, mit der Protein-Protein-
Wechselwirkungen als therapeutische Targets untersucht
werden.

Einige sehr geschickte Strategien versuchten, ein bio-
logisches Ziel durch Proteindimerisierung mithilfe syntheti-
scher bifunktioneller Liganden zu erreichen.[191] Diese che-
mischen Proteindimerisierungs-Induktoren (CIDs) wurden
von Schreiber und Crabtree et al. verwendet, um die Signal-
�bertragung �ber die Zellmembran zu modulieren,[192] die

Schema 6. Naturstoffe, die als Leitstrukturen f?r den Aufbau von Ana-
loga-Bibliotheken mittels kombinatorischer Fl?ssigphasensynthese
dienten.
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Genexpression zu kontrollie-
ren,[192c,193] zellul'ren Vorg'ngen
selektiv entgegenzuwirken[194] und
Protein-Ligand-Paare zu identifi-
zieren.[195] Sie adressierten sogar
Proteinheterodimere, deren Ligan-
den nicht bekannt waren.[196]

Zellwachstum, Differenzie-
rung, Migration und Apoptose
werden zum Teil durch Wachstums-
faktoren oder Cytokine reguliert.
Diese Verbindungen k<nnen die
Zellmembran nicht durchdringen,
sondern wirken durch Bindung an
Rezeptoren auf der Zelloberfl'-
che. Viele dieser Rezeptoren
werden durch ligandeninduzierte
Dimerisierung oder Oligomerisie-
rung aktiviert.[183–186] Auch ver-
schiedene Komponenten der intra-
zellul'ren Signal�bertragung
werden durch Dimerisierung regu-
liert. Beispielsweise dimerisieren
einige cytoplasmatische Signalmo-
lek�le nach Aktivierung; auch bei
der aktiven Form von Transkrip-
tionsfaktoren handelt es sich oft-
mals um Dimere.[187–190] Die Pro-
teindimerisierung wurde als allge-
meiner Mechanismus f�r die Akti-
vierung und Regulierung der
Signaltransduktion best'tigt. Wir
w'hlten unsere Targets nicht nur
nach ihrer therapeutischen Bedeu-
tung aus, sondern auch, weil sie
bestimmte Phasen repr'sentieren,
in denen die zellul're Signal�ber-
tragung durch Manipulation von
Protein-Protein- oder Protein-
DNA-Wechselwirkungen modu-
liert werden kann:
* Aktivierung durch F<rderung

der Homodimerisierung eines
Zelloberfl'chen-Rezeptors
(EPO-Agonist).

* Hemmung einer extrazellul'-
ren Zelloberfl'chenintegrin-
Protein-Wechselwirkung
(MMP-2/avb3).

* Hemmung einer intrazellul'-
ren Zelloberfl'chenintegrin-
Protein-Wechselwirkung
(Paxillin/a4b1).

* Hemmung der intrazellul'ren
Heterodimerisierung eines
Transkriptionsfaktors (Myc/
Max, LEF-1/b-Catenin).

* Hemmung der Protein-DNA-
Wechselwirkung eines Trans-

Tabelle 3: Niedermolekulare Modulatoren f?r Protein-Protein-Wechselwirkungen.

Protein-Protein-
Wechselwirkung

Quelle der Ver-
bindung

Screeningver-
fahren

Leitstruktur[a] AktivitDt Lit.

Ribonucleotid-
Reduktase
(Dimerisierung)

Peptidanal-
ogon

Kompetitiver
Bindungstest

BILD 1263 Antagonist
IC50=0.3 nm

[197]

iNOS
(Dimerisierung)

Kodierte
Festphasen-
bibliothek

Funktioneller
Test

iNOS-Inhibitor IC50=0.6 nm [198]

HIV-Protease
(Dimerisierung)

Entwickelter
Inhibitor

Enzymhem-
mung

HIV-1-Protease-
inhibitor

Ki=310 nm [ 199a]

HIV-Protease (Dime-
risierung)

Naturstoff Enzymhem-
mung

Didemnaketal A IC50=2 mm [ 199b]

HIV-1-Integrase
(Dimerisierung)

Peptide aus der
KontaktflDche

Enzymhem-
mung

– IC50=2–4 mm [200]

CaM/smMLCK a-Helixmimeti-
kum

Enzymhem-
mung

CaM-Antagonist IC50=9 nm [201]

MMP-2/avb3 Fl?ssigpha-
sen-Bibliothek

radioaktiver
Bindungstest

27 (Abbildung 3) Angiogenese--
Hemmstoff

[77,78]

Paxillin/a4 Positionsscan-
ning

ELISA A7B7C7 (Abbil-
dung 5)

Antagonist
IC50=300 nm

[79]

Bax/Bcl-xL Bibliothek mit
16320 Verbin-
dungen

Fluoreszenz-
Polarisati-
onstest

BH3I-1
BH3I-1’
BH3I-2

Antagonist
IC50=8–16 mm

[202]

Bax/Bcl-xL Naturstoff Funktioneller
Test

Antimycin Antagonist [203]

Bax/Bcl-xL Virtuelles
Screening von
193383 Verbin-
dungen

Fluoreszenz-
Polarisati-
onstest

HA14-1 Antagonist
IC50=9 mm

[204]

Bax/Bcl-xL entwickeltes a-
Helixmimeti-
kum

Fluoreszenz-
Polarisati-
onstest

Bax-Antagonist-1 KD=114 nm [ 205a]

Bax/Bcl-xL entwickeltes a-
Helixmimeti-
kum

Fluoreszenz-
Polarisati-
onstest

Bax-Antagonist-2 Ki=1.6 mm [ 205b]

MDM2/p53 Naturstoff ELISA Chlorofusin Antagonist
IC50=4.6 mm

[ 206a]

MDM2/p53 Unbekannt ELISA, NMR Chalcon-B-Anta-
gonist

IC50=49 mm
KD=90 mm

[ 206b]

HDM2/p53 Entwickelter
Inhibitor

ELISA HDM2-Antago-
nist

IC50=5 nm [207]

Myc/Max Fl?ssigphasen-
bibliothek

FRET 28 (Abbildung 9) Antagonist
IC50=20 mm

[80]

LEF-1/b-Catenin Fl?ssigphasen-
bibliothek

Reportertest A1B2C8
(Abbildung 10)

Antagonist [71]

NGF/p75
NGF/TrkA

Kommerzielle
Bibliotheken

Radioaktiver
Bindungstest

ALE-0540 IC50=6 mm

IC50=4 mm

[208]

HIV-1 (RANTES)/
CCR5

Unternehmens-
eigene Biblio-
thek

Radioaktiver
Bindungstest
(RANTES)

TAK-779 Antagonist
IC50=1.4 nm

[209]

IL-2/IL-2R Entwickelter
Inhibitor

Radioaktiver
Bindungstest

Ro26-4550 Antagonist
IC50=3 mm

[ 210a]

IL-2/IL-2R Strukturba-
sierte
Entwicklung,
Aufbau aus
Fragmenten

Kompetitive
Bindung

IL-2-Antagonist IC50=60 nm
KD=100 nm

[ 210b]

IL-1/IL-1R Entwickelter
Inhibitor

Szintillati-
ons-Nachbar-
schaftstest

IL-1-Antagonist IC50<10 mm [211]

EPO/EPOR Phagen-Dis-
play

Radioaktiver
Bindungstest

EMP1 (Abbil-
dung 12)

EPO-Agonist
IC50=0.2 mm

[319–321]

EPO/EPOR Unternehmens-
eigene Biblio-
thek

Radioaktiver
Bindungstest

EPO-Antagonist IC50=60 mm [330]
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kriptionsfaktors (LEF-1/b-Catenin,
Androgenrezeptor).
In der folgenden Schilderung unserer

Untersuchungen erl'utern wir einige wich-
tige Aspekte der Targetauswahl, der Scree-
ning-Methode und des Bibliotheksaufbaus.

4.1.MMP-2/avb3

MMP-2 (Gelatinase A) geh<rt zur
Familie der Matrix-Metalloproteinase-Pro-
teine. Es wird von vaskul'ren endothelialen
Zellen sezerniert und spielt eine entschei-
dende Rolle beim Abbau der extrazellul'-
ren Matrix bei der tumorinduzierten Angio-
genese.[226] MMP-2-Inhibitoren wurden
intensiv untersucht und entwickelt, da sie
Tumorwachstum und Metastasierung ver-
ringern.[226–231] Eine weitere Schl�sselkom-
ponente bei der Angiogenese ist das Inte-
grin avb3,

[232] das die Wechselwirkungen der
Zelle mit der extrazellul'ren Matrix ver-
mittelt.[231,233–239] Dieser heterodimere Zell-
oberfl'chen-Rezeptor erkennt bestimmte
Matrixproteine, die das RGD(Arg-Gly-
Asp)-Sequenzmotiv enthalten, vermittelt
die Integrin-Aggregation und unterst�tzt
letztlich Migration und Mberleben endothe-
lialer Zellen. L<sliche RGD-Peptide, nicht-
peptidische RGD-Mimetika und Antik<r-
per, die die avb3-Bindung aufbrechen,
hemmen Angiogenese und Tumorwachs-
tum.[240–252] Gegenw'rtig entwickeln min-
destens 40 pharmazeutische Unternehmen
Angiogenese-Inhibitoren, die gegen diese
beiden Targets gerichtet sind; mindestens
27 Wirkstoffe sind in klinischen Stu-
dien.[231,253–258]

Vor kurzem wurde von Cheresh et al.
eine neue Wechselwirkung zwischen MMP-
2 und dem Integrin avb3 entdeckt: Beide
Proteine befinden sich in vivo auf der
Oberfl'che durch tumorinduzierte Angio-
genese gebildeter Blutgef'ße.[259] Durch
Bindung an das Integrin avb3 kann das
Enzym MMP-2 auf der Oberfl'che der
invasiven endothelialen Zellen seine Wir-
kung entfalten.[260] PEX, ein katalytisch
unwirksames C-terminales MMP-2-Frag-
ment mit einer L'nge von 193 Aminos'u-
reeinheiten, hemmt die MMP-2-Bindung an
avb3 und blockiert auf diese Wiese indirekt
dessen proteolytische Aktivit't an der Zell-
oberfl'che.[261] Außerdem unterbricht PEX
die Angiogenese und das Tumorwachstum
in der Chorioallantois-Membran des H�h-
nerembryos (CAM). Eine nat�rliche Form
von PEX kann in vivo an Zellen nachge-

Tabelle 3: (Fortsetzung)

Protein-Protein-
Wechselwirkung

Quelle der Ver-
bindung

Screeningver-
fahren

Leitstruktur[a] AktivitDt Lit.

Modifiziert Radioaktiver
Bindungstest

EPO-Agonist EPO-Agonist
IC50=4.4 mm

[330]

EPO/EPOR Fl?ssigphasen-
bibliothek

Radioaktiver
Bindungstest

30 (Abbil-
dung 11)

EPO-Agonist
EC50=8 mm

[82]

TPO/TPOR Phagen-Dis-
play

ELISA TPO-Agonist EC50=400 nm [212]

Modifiziert ELISA AF13948 (Dimer) EC50=100 pm [212]
TPO/TPOR Unternehmens-

eigene Biblio-
thek

Radioaktiver
Bindungstest

TM41 TPO-Agonist [213]

GCSF/GCSFR Unternehmens-
eigene Biblio-
thek

Funktions-
test

SB247464 Agonist [214]

C5a/C5aR Entwickelter
Inhibitor

Radioaktiver
Bindungstest

C5a-Antagonist IC50=300 nm [215]

FKBP/Cn Naturstoff – FK506 Cn-Inhibitor [216]
Cyclophilin/Cn Naturstoff – Cyclosporin A Cn-Inhibitor [216,217]
FKBP/FRAP Naturstoff – Rapamycin Immunsup-

pressor
[218]

Chemische
Dimerisierungs-
induktoren (CIDs)

Synthetische
Verbindungen

Verschiedene ReprDsentative
CID

Verschiedene [192–196]

Ribosom(RNA)/Pro-
tein

Naturstoffe Verschiedene Macrolide Antibiotika [219]
Tetracycline
Oxazolidinone
Streptogramin
Chloramphenicol
TAN 1057
Pestalon
Cycloheximid
Hygromycin
Blasticidin
Virginamycin
Sparsomycin
Puromycin
Clindamycin

Hsp90/Client-Pro-
tein

Naturstoffe Verschiedene Geldanamycin Tumorthera-
peutika

[220a]

Herbimycin
Radidicol
17-AAG

Hsp90/Client-Pro-
tein

Entwickelter
Ligand

Kompetitive
Bindung

PU3 EC50=15–
20 mm

[ 220b]

a/b-Tubulin Naturstoffe Verschiedene Colchicin Mitosehemmer [221a]
Vincristin
Taxol
Epothilon

a/b-Tubulin Kommerzielle
Bibliothek

Zelltest Synstab A Mitosehemmer [221b]

Topoisomerase/DNA Naturstoff Verschiedene Camptothecin Tumorthera-
peutikum

[222]

PG/Transpeptidase Naturstoff Verschiedene Vancomycin Antibiotikum [223a]
LI II/Trans-
glycosylase

Naturstoff Verschiedene Ramoplanin Antibiotikum [223b]

KernstDndige Hor-
monrezeptoren

Verschiedene Verschiedene Verschiedene Agonisten und
Antagonisten

[224]

RGD-Mimetika Verschiedene Verschiedene Verschiedene Antagonisten [240–252]
SH2-DomDnen – – – – [181, 225a]
SH3-DomDnen – – – – [225b]
WW-DomDnen – – – – [225c]
PDZ-DomDnen – – – – [225d]

[a] Wenn keine Angabe gemacht wird, ist die Leitstruktur in Schema 7 gezeigt.
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Schema 7. Einige niedermolekulare Modulatoren f?r Protein-Protein-Wechselwirkungen (siehe auch Tabelle 3).
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wiesen werden, die avb3 exprimieren, was auf eine Funktion
als endogener Angiogenese-Regulator hinweist. Die St<rung
der extrazellul'ren Bindung von MMP-2 an das Integrin avb3
erscheint daher als vielversprechend f�r die Kontrolle der
Angiogenese und k<nnte zu einer neuen Therapiestrategie
f�r Angiogenese-bedingte Erkrankungen einschließlich
Krebs weiterentwickelt werden (Abbildung 3).

Strukturdetails der Wechselwirkung zwischen MMP-2
und avb3 sind nicht bekannt; fest steht nur, dass das Integrin
an anderer Stelle bindet als die RGD-Sequenz in traditionel-
len hochaffinen Liganden (z.B. Vitronectin).[260] Mithilfe
einer kombinatorischen Strategie wurde versucht, nieder-
molekulare MMP-2-avb3-Antagonisten ohne genaue Kennt-

nis der Targetstruktur zu identifizieren. So wurden neue
antiangiogenetische Verbindungen entdeckt, die diese Pro-
tein-Protein-Wechselwirkung hemmen. Gleichzeitig wurde
das extrazellul're Target f�r die therapeutische Intervention
validiert.[77,78] Die erste Leitstruktur stammte aus einer
Bibliothek aus 60 Gemischen von je 10 Verbindungen
(Abbildung 4). Die effektivsten Inhibitoren enthielten die
Untereinheit B10. Zur Identifizierung der aktivsten Bestand-
teile wurde jede Verbindung aus den verschiedenen Gemi-
schen einzeln synthetisiert. Weil die 10-Komponenten-

Abbildung 4. Entdeckung der urspr?nglichen Leitstruktur A6B10C4 f?r
die Hemmung der MMP-2-Bindung an avb3 durch Screening einer
Bibliothek mit 600 Elementen.

Abbildung 3. A) Unterbrechung der Angiogenese durch Blockierung
der Matrix-Metalloprotease-2(MMP-2)-Bindung an Integrin avb3.
B) Entwicklung eines Angiogenese-Inihibitors.
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Mischung erst im letzten Schritt der Bibliothekssynthese
erzeugt wurde, musste lediglich der letzte Syntheseschritt mit
einzelnen anstelle gemischter C-Untereinheiten aus der
R�ckstellprobe der vorigen Stufe wiederholt werden.

Das Screening der Verbindungsbibliotheken in einem
Radiomarkierungs-Bindungstest mit immobilisiertem Inte-
grin f�hrte zur Einstiegsstruktur A6B10C4, die Verfeinerung
der Suche ergab A6B19C4, und die anschließende Verein-
fachung der Struktur lieferte den Inhibitor 27mit verbesserter
L<slichkeit und In-vivo-Aktivit't (Abbildung 3). 27 bindet
avb3 und verdr'ngt MMP-2, nicht aber den Integrin-Liganden
Vitronectin. Der Inhibitor hemmt außerdem den Abbau der
Kollagenmatrix, ohne direkt auf die Enzymaktivit't von
MMP-2 einzuwirken, erwies sich in einem H�hnerembryo-
CAM-Modell als potenter Angiogenese-Hemmer und f�hrt
im gleichen Modell in vivo zu fast vollst'ndiger Wachstums-
hinderung von CS-1-Melanomen. Ein inaktives Analogon
von 27 mit einer Carbamat- anstelle der Benzamideinheit
diente als Kontrolle.[77,78]

4.2. Paxillin/a4: ein Erfolg der Positionsanalyse

Integrin a4b1 (auch Very Late Antigen 4, VLA4) ist ein
Zelloberfl'chenrezeptor, der eine wichtige Rolle bei
Embryogenese, H'matopoese und Immunantwort
spielt.[262–267] Zu seinen nat�rlichen Liganden z'hlen das

vaskul're Zelladh'sionsmolek�l 1 (VCAM-1) und ein alter-
nativ gespleißtes Verbindungssegment (connecting segment
CS-1) des extrazellul'ren Matrixproteins Fibronectin. VLA-4
vermittelt zellul're Adh'sion und Aktivierung durch eine
Vielzahl von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen,
die die Leukocytenmigration im Gewebe im Verlauf ent-
z�ndlicher Prozesse ebenso regulieren wie die Freisetzung
von Lymphocyten.[262–267] Vermutlich unterscheidet sich der
Mechanismus der Regulierung zellul'rer Funktionen durch
dieses Integrin von demjenigen anderer Integrine, denn das
cytoplasmatische Ende von a4 bindet �ber ein kurzes kon-
serviertes Sequenzmotiv, das von Glu983 und Tyr991 domi-
niert wird, eng an das Signaladapterprotein Paxillin.[268] Die
a4-Paxillin-Bindung erh<ht die Geschwindigkeit der Zellmi-
gration und verlangsamt die Zellausbreitung auf der Unter-
lage, die focale Adh'sion und die Stressfaserbildung (Abbil-
dung 5).[269,270] Diese biologischen Antworten auf die inte-
grinvermittelte Zelladh'sion tragen zur Leukocytenmigration
bei und f�hren zu Nnderungen der Genexpression, die eine
wichtige Rolle bei chronischen Entz�ndungsprozessen spielt.
Extrazellul're Inhibitoren gegen diese Integrin-Klasse
werden f�r die Behandlung von Asthma und multipler
Sklerose entwickelt;[271–273] Hemmstoffe, die die einzigartige
Wechselwirkung von Paxillin und a4 im Cytoplasma beein-
flussen, sind hingegen noch nicht untersucht worden.

Auch f�r diese Protein-Protein-Wechselwirkung als
Target waren weder Strukturinformationen noch Inhibitoren

Abbildung 5. Hemmung der Zellwanderung durch Blockierung der intrazellulDren Paxillin-a4-Bindung. Die Leitstruktur A7B7C7 wurde durch Hoch-
durchsatz-Screening mit einem ELISA-Test entdeckt. HRP=Meerrettich-Peroxidase, Pax=Paxillin, VLA-4= Very Late Antigen 4, VCAM-1=Zellad-
hDsionsmolek?l 1.
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bekannt. Die Untersuchung unserer Bibliotheken (ca. 40000
Verbindungen) in einem ELISA-Test mit dem immobilisier-
ten cytoplasmatischen Ende von a4 und das Screening auf
Hemmung der Paxillin-Bindung f�hrte zur Identifizierung
der ersten wirksamen Inhibitoren (Abbildung 5). Durch
Synthese von Substrukturanaloga von A7B7C7 wurde ermit-
telt, welche Strukturelemente f�r die Aktivit't notwendig
sind, welche weiter modifiziert werden k<nnen und welche
ohne Aktivit'tsverlust ver'ndert oder entfernt werden
k<nnen. Mit der wirksamsten Leitstruktur konnte die a4b1-
vermittelte Migration menschlicher Jurkat-T-Zellen dosisab-
h'ngig gehemmt werden, was die Zug'nglichkeit der intra-
zellul'ren Paxillin-a4-Wechselwirkung f�r eine therapeuti-
sche Beeinflussung best'tigte. Eine solche Targetvalidierung
erfolgt meist zuerst mit biologischen Methoden, monoklona-
len Antik<rpern oder Peptid-Konsensussequenzen, die vom
Rezeptor oder seinen Liganden abgeleitet wurden. Es ist
beachtlich, dass sogar die anf'ngliche Targetvalidierung und
der Eignungsnachweis f�r eine Therapie mit niedermoleku-
laren Substanzen in einem Screening von Bibliotheken mit
kleinen Molek�len erfolgte.

Die Leitstruktur stammte aus Bibliotheken mit 1000
Verbindungen in zwei Formaten: 1) im traditionellen kleinen
Mischungsformat mit 100 Mischungen zu je 10 Verbindungen
und 2) als Positionsanalyse-Bibliothek. Beim parallelen Test
der beiden Bibliotheken konnten die Resultate der beiden
Ans'tzen direkt verglichen werden.[79] In der Positionsana-
lyse-Bibliothek ist jede Verbindung aus der traditionellen
Bibliothek ebenfalls vorhanden, die Verbindungen sind
jedoch so angeordnet, dass eine sofortige Dekonvolution
m<glich ist. Die Suche nach der besten Komponente in
Position A durch Screening der UnterbibliothekAxBC ergab
die beste Hemmung f�r die Mischung A7BC ; CDPI ist also
die beste Gruppe in Position A (Abbildung 6). Nach dem
gleichen Verfahren wurde CDPI auch als effizienteste Unter-
einheit f�r die Positionen B und C identifiziert. Die direkte
Dekonvolution der Ergebnisse wies die Kombination
A7B7C7 als potenten Antagonisten der Paxillin-a4-Bindung
aus. A7B7C7 wurde gleichzeitig auch im traditionellen
Bibliotheks-Screening als Leitstruktur gefunden. Dieser
Erfolg beim ungerichteten Screening muss allerdings insofern
relativiert werden, als im Screening der Positionsanalyse-
Bibliothek mit direkter Dekonvolution nicht alle potenziellen
Hemmstoffe gefunden wurden, die in den traditionellen
Bibliotheken entdeckt wurden. Da große 100-Komponen-
ten-Mischungen getetstet wurden, sagt die Untersuchung
relativ wenig aus �ber den Beitrag der einzelnen, unabh'ngig
wirkenden Bestandteile des Gemisches. Mit der Positions-
analyse-Bibliothek wurden die wichtigsten Beobachtungen
gemacht, und eine wertvolle Leitstruktur mit definierten
Eigenschaften wurde identifiziert.[79] Weniger stark wirkende
Substanzen wurden hingegen nicht gefunden. Die Nachteile,
die mit dem Informationsverlust verbunden sind, m�ssen also
gegen die Vorteile der einfachen Synthese der Vorg'nger-
Bibliotheken abgewogen werden; welcher Weg beschritten
wird, h'ngt dann vom Ziel des Screenings ab. Wie in diesem
Beispiel sind Positionsanalyse-Bibliotheken meist effizient
zur Identifizierung einer Leitstruktur, jedoch weniger geeig-
net f�r deren Optimierung.

4.3.Myc-Max-Heterodimerisierung

Das c-myc-Proto-Onkogen ist an der Entstehung zahlrei-
cher Tumoren im menschlichen K<rper beteiligt.[274–284] Eng
mit Myc verwandte Proteine sind wichtige Regulatoren von
Zellwachstum und -differenzierung. Aktivierung und Trans-
formation werden meist durch erh<hte Expression des
Genprodukts Myc ausgel<st; Myc ist ein kurzlebiges Kern-
protein und ein wichtiger Vertreter der basischen Helix-
Loop-Helix-Leucin-Reißverschluss-Transkriptionsfaktoren
(bHLHLZ) (Abbildung 7).[285,286] Das onkogene Potenzial
von c-myc wurde in transgenen Tieren, rekonstituierten
Organen und Zellkulturen gezeigt; typischerweise ist die
Mitwirkung mindestens eines weiteren Onkogens wie ras
oder bcl-2 (hemmt die Apoptose) erforderlich.[274–284] In
normalen Zellen induziert Myc die Zellproliferation und
unterdr�ckt die Differenzierung. Es wird als Antwort auf
mitogene Reize exprimiert und hat eine kurze Halbwertszeit
t1/2= 20–30 min. Die abnormale Expression in Abwesenheit

Abbildung 6. Hemmung der Paxillin-a4-Bindung durch die Positions-
analyse-Bibliotheken. Oben: A-Scan mit AxBC-Mischungen, mitte: B-
Scan mit ABxC-Mischungen, unten: C-Scan mit ABCx-Mischungen.
Jede Mischung aus 100 Verbindungen wurde in Dreifachbestimmung
mit 5, 10 und 20 mm Gesamtmenge getestet.
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von Wachstumsfaktoren lenkt die Zellen in den Teilungs-
zyklus, induziert aber gleichzeitig auch Apoptose – es sei
denn, coonkogene Mechanismen wie Hemmung durch kon-
stitutive Mberexpression von bcl-2 wirken entgegengesetzt.

Alle bekannten Aktivit'ten von Myc erfordern eine
Heterodimerisierung mit Max,[285–293] einem konstitutiv expri-
mierten bHLHLZ-Protein, das stabil (t1/2> 14 h) und st'ndig
vorhanden ist. Das Myc/Max-Heterodimer bindet an die
DNA-Sequenz CACGTG, ein E-Box-Element, und aktiviert
die Transkription �ber die Transaktivierungsdom'ne von
Myc. Die DNA-Bindung wird durch die basische Region
vermittelt, w'hrend HLH und der Leucin-Reißverschluss die
Kontaktfl'che f�r die Dimerisierung bilden.[285,286] Im Unter-
schied zu Myc bildet Max auch Homodimere, die an die
gleiche DNA-Stelle binden und die Transkription hemmen.
Dies ist eine Folge der Konkurrenz um Max und die
gemeinsame DNA-Stelle. Außerdem heterodimerisiert Max

auch mit bHLHLZ-Proteinen einer anderen Familie, da-
runter Mad (Mad-1), Mxi-1, Mad-3 und Mad-4. Diese Pro-
teine werden transient exprimiert (t1/2= 15–30 min) und l<sen
Wachstumsstopp und Zelldifferenzierung aus.[296,297] Ihr
Dimerisierungsverhalten 'hnelt insofern dem von Myc, als
sie nicht homodimerisieren oder mit Proteinen der Myc-
Familie wechselwirken, aber bereitwillig Heterodimere mit
Max bilden, die an die Kernkonsensussequenz CACGTG
binden. Mad und Myc konkurrieren um Max mit etwa
gleicher Affinit't, Heterodimere werden gegen�ber dem
Max-Homodimer bevorzugt gebildet. Mad/Max-Heterodi-
mere reprimieren oder antagonisieren die Myc/Max-Trans-
kriptionsaktivierung. In gesunden Zellen wird die Expression
von Mad durch Differenzierungssignale induziert, w'hrend
die Myc-Expression reprimiert wird.[274–283] So induzieren
Myc/Max-Dimere in nichttransformierten Zellen Prolifera-
tion und Apoptose, w'hrend Max/Max und Mad/Max an
Wachstumsstopp, Differenzierung und Mberleben der Zelle
beteiligt sind. Im Zentrum dieses Zusammenspiels steht Max,
das gegen Abbau stabil ist und konstitutiv exprimiert wird.
Seine Heterodimerisierungspartner Myc und Mad werden
schnell abgebaut und genau reguliert. Stimulierung durch
Mitogene l<st einen schnellen Anstieg des Myc-Niveaus und
eine Verschiebung des Gleichgewichts zu Myc/Max-Dimeren
mit Aktivierung der Transkription aus. In transformierten
Zellen, in denen gleichzeitig onkogene Prozesse ablaufen, die
die Apoptose hemmen, h'lt die konstitutive Myc-Expression
den Proliferationsstatus der Zelle aufrecht und verhindert
Wachstumsstopp und Differenzierung.[274–283] Die Funktion
des Myc-Max-Mad-Zusammenspiels h'ngt also von vier
wesentlichen Punkten ab:
1) Max ist als Dimerisierungspartner f�r Myc und Mad zur

DNA-Bindung und Entfaltung ihrer biologischen Funk-
tionen notwendig.

2) Myc/Max- und Mad/Max-Heterodimere bilden sich
bevorzugt gegen�ber dem Max/Max-Homodimer.

3) Die streng regulierten Expressionsniveaus von Myc und
Mad induzieren schnelle Wechsel im Gleichgewicht der
Dimere. Das Myc/Max-Heterodimer aktiviert die Trans-
kription w'hrend aller Stadien des Zellzyklus und h'lt die
Zelle in einem Status von Zellwachstum und Prolifera-
tion, w'hrend das Mad/Max-Heterodimer das Signal f�r
das Verlassen des Zellzyklus, den Wachstumsstopp und
die Einleitung der Differenzierung gibt.

4) Alle Dimere konkurrieren um gemeinsame DNA-Bin-
dungsstellen. Die Transkriptionsaktivierung durch Myc/
Max wird durch die anderen Dimere antagonisiert. Die
abnormale Expression von Myc, die zur Zelltransforma-
tion f�hrt, kann durch eine Hemmung der Myc/Max-
Heterodimerisierung und der nachfolgenden Transkrip-
tionsaktivierung neutralisiert werden. Dieser Vorgang ist
von zentraler Bedeutung f�r das Krankheitsgeschehen
und somit ein attraktives Target f�r die Krebstherapie.

Ein neues FRET-Assay zur Detektion der Myc/Max-Dime-
risierung wurde speziell f�r diese Untersuchungen entwickelt
(Abbildung 8). Dazu wurden die Fusionsproteine MycCFP
und MaxYFP aus der bHLHLZ-Dom'ne von humanem c-
myc und dem N-Terminus des cyan fluoreszierenden Proteins
CFP bzw. aus der bHLHLZ-Dom'ne von Max und dem N-

Helix

Helix

Basis

Myc MaxMyc Myc Myc Max Myc

C A C G T GDNA

Transkription: Zell-
proliferation, Onkogenese

Transkriptions-
apparat

Max

t1/2 = 20 −30 min

 > 14 h

Max Max Max Max

Hemmung und Regulation
der Transkription

Mad MaxMad Mad Mad Max Mad

Unterdrückung der
Transkription: Wachstums-
stop, Differenzierung

Co-Repressor?

   transkriptions-
aktivierende Einheit Aktivierung der

 = 15 −30 mint1/2

t1/2 C A C G T GDNA

C A C G T GDNA

Leucin Reiß-
verschluss

Schleife

Abbildung 7. Oben. Myc-Max-Mad-Zusammenspiel bei der Kontrolle
der Transkription: Zellproliferation und Differenzierung. Unten: Kom-
plex des Max(22-113)-Dimers mit DNA. Max=Myc-assoziierter Fak-
tor X. Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung von Nature, Lit. [285].
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Terminus des gelb fluoreszierenden Proteins YFP hergestellt,
kloniert, exprimiert und gereinigt. Die Hemmung der Dime-
risierung wird als Funktion der Abnahme der FRET-Signal-
Emission bei 527 nm (YFP) nach Anregung von CFP bei
433 nm bestimmt. Beim Screening unserer Bibliothek aus
40000 Verbindungen wurden in einer Isoindolin-Bibliothek
mit 240 Verbindungen zwei sehr 'hnliche Leitstrukturen
gefunden (Abbildung 9). Die Blockierung der Myc/Max-
Bindung (38% FRET-Hemmung bei 25 mm f�r 28) durch
diese bemerkenswert kleinen Inhibitoren wurde anschließend
in einem konventionellen ELISA-Test nachgewiesen; durch
ein Gel-Shift-Experiment wurde die Blockade der Myc/Max-
DNA-Bindung best'tigt, die bereits im FRET-Test beobach-
tet worden war. Die beiden wirksamsten Leitstrukturen
hemmten die Myc-induzierte Transformation von H�hner-
embryo-Fibroblasten (IC90= 20 mm) und demonstierten so die
Aktivit't der Verbindungen in einem Zelltest.[80]

4.4. LEF-1/b-Catenin

Die Mehrzahl der colorektalen Tumoren enthalten Muta-
tionen im Tumorsuppressor-Protein (APC, adenomat<se
Polyposis des Colons). Dadurch wird b-Catenin freigesetzt
und im Zellkern akkumuliert. b-Catenin bindet an Trans-
kriptionsfaktoren, darunter LEF-1 (Lymphoid Enhancers
Binding Factor 1), und aktiviert sie.[298–301] Dadurch kommt
es zu verst'rkter und abnomaler Genexpression, die ein
Schl�sselschritt bei der Entstehung von Dickdarmkrebs ist
(Abbildung 10). Die LEF-1-Transkriptionsfaktoren (TCF),
die mit b-Catenin wechselwirken, haben eine identische

DNA-Bindungsdom'ne, die auch als High-Mobility-
Group(HMG)-Dom'ne bekannt ist und die Sequenz 5’-
CTTTGWW-3’ (W=A oder T) erkennt. LEF-1 bindet in
der kleinen Furche der DNA �ber die HMG-Dom'ne und
kann daher ideal mit Bibliotheken aus Liganden, die in der
kleinen Furche binden, adressiert werden.[302] Bei der Bin-
dung an den Aminoterminus von LEF-1 aktiviert b-Catenin
die Transkription. In Abwesenheit von b-Catenin reprimiert
LEF-1 die Transkription aktiv. Man vermutet, dass LEF-1-
gebundenes b-Catenin Corepressoren verdr'ngt und dass b-
Catenin an eine andere Bindungsdom'ne von LEF-1 bindet

Abbildung 9. Hemmung von Myc/Max-Heterodimer-Bildung und
abnormaler Gentranskription: Targetvalidierung zur TumorbekDmp-
fung.

Abbildung 8. Fluoreszenz-Resonanzenergie-Transfer(FRET)-Test: Dime-
risierungsinhibitoren bedingen eine IntensitDtsverringerung bei 527 nm
(Dimer) und einen IntensitDtsanstieg bei 475 nm (Monomer). Verbin-
dungen mit großem VerhDltnis I475/I527 werden selektiert.
bHLHLZ=basischer Helix-Loop-Helix-Leucin-Reissverschluss-Trans-
kriptionsfaktor, CFP=cyan fluoreszierendes Protein, YFP=gelb fluo-
reszierendes Protein.
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als der Corepressor. Vogt et al. beschrieben das durch die
Wechselwirkung mit LEF-1 vermittelte onkogene Potenzial
von b-Catenin.[303]

Das erste Screening unserer Bibliothek f�hrten wir mit
einem TOPFLASH/FOPFLASH-Zellen-Reporter-Assay[298]

in einer transient transfizierten Darmkrebs-Zelllinie
(SW480) mit APC-Mutation durch. Mit einem Luciferase-
Reportertest konnten Leitstrukturen entdeckt werden, die
die LEF-1-b-Catenin-Bindung aufbrechen oder die LEF-1-
DNA-Bindung hemmen. Auf diesem Wege wurden zwei
Klassen niedermolekularer Verbindungen identifiziert, die
die LEF-1-b-Catenin-vermittelte Gentranskription hemmen.
F�r die erste sind A1B2C8 (3.7fache Hemmung bei 10 mm)
und A1B3C9 (4.8fache Hemmung bei 10 mm) repr'sentativ;
diese ungew<hnliche Klasse niedermolekularer Verbindun-
gen hemmt wahrscheinlich nicht die LEF-1-DNA-Bindung,
sondern die LEF-1-b-Catenin-Bindung (Abbildung 10). Die
Mberpr�fung in einem funktionalen Zelltest ergab, dass die
Verbindungen die b-Catenin-induzierte Tumorzelltransfor-
mation der Colon-Zelllinie SW480 inhibieren. Die urspr�ng-
liche Bibliothek aus 150 Elementen, aus der die Leitstruktu-
ren stammten, wurde auf �ber 350 Elemente erweitert, um
die Strukturmerkmale, die f�r die Aktivit't im Reporter- und
Funktionstest verantwortlich sind, zu identifizieren.[71] Diese
Untersuchungen werden auf umfangreichere Bibliotheken
auf der Basis von A1B2C8 und A1B3C9 ausgedehnt. Dazu

wird ein FRET-Test entwickelt, mit dem ein direktes Scree-
ning auf die Spaltung der LEF-1-b-Catenin-Bindung durch-
gef�hrt werden kann. Mit dieser Methode soll der Wirkort
A1B2C8-verwandter Leitstrukturen bestimmt werden. Durch
das Screening weiterer Bibliotheken sollten neue Kandi-
datenstrukturen verf�gbar werden. Die zweite Klasse selek-
tiver TOPFLASH-Inhibitoren stammt aus einer Bibliothek
von Liganden der kleinen DNA-Furche (siehe Abschnitt 5.3).

4.5. EPO/EPOR: Agonisten aus Antagonisten

Erythropoietin (EPO) ist ein monomeres 34 kDa-Glyco-
protein, das aus 165 Aminos'uren und ungef'hr derselben
Masse an Kohlenhydratbestandteilen besteht. EPO ist der
Hauptregulator der Erythrocytenproduktion:[304–311] Es kon-
trolliert die Proliferation, Differenzierung und Reifung von
Erythrocyten-Vorl'uferzellen. Das EPO-Gen zeigt keine
Homologie zu anderen bekannten Genen; es ist ein Einzel-
kopie-Gen und in verschiedenen Arten sehr 'hnlich. Rekom-
binantes humanes EPO wird klinisch zur Behandlung von
An'mien eingesetzt, vor allem, wenn diese durch Nierener-
krankungen einschließlich Zerst<rungen der Niere durch
maligne Tumoren oder AIDS (bzw. AIDS-Therapie) ausge-
l<st wurden oder mit myelodysplastischen Syndromen ver-
bunden sind.[308–311] EPO ist gegenw'rtig mit einem Markt-
volumen von �ber 7 Milliarden $ pro Jahr das wichtigste
biotechnologische Produkt; seine Anwendung erfordert
intraven<se oder subcutane Injektion. So erkl'rt sich das
Interesse an der Entwicklung eines niedermolekularen EPO-
Mimetikums, um das rekombinante humane Protein zu
ersetzen. Dem Protein selbst werden auch m<gliche Anti-
tumoreigenschaften zugeschrieben,[312] wenngleich der Wirk-
mechanismus noch unbekannt ist. Der Beobachtung, dass
EPO-behandelte Tumorpatienten l'nger �berlebten und
bessere Remissionen zeigten als andere Patienten, folgte
eine In-vivo-Evaluierung, in der die Antitumorwirkung von
EPO nachgewiesen werden konnte.[312] EPO wirkt durch die
Bindung und Homodimerisierung seines Rezeptors
EPOR,[313–316] eines Klasse-I-Cytokinrezeptors
(Tabelle 4).[183–185] Diese Cytokinrezeptoren verf�gen �ber
eine oder zwei konservierte, 200 Aminos'uren lange Fibro-
nectin-III-'hnliche Dom'nen, vier konservierte Cysteinein-
heiten und das konservierte Motiv Trp-Ser-Xaa-Trp-Ser
(WSXWS) im extrazellul'ren Teil. Die intrazellul'ren Dom'-
nen der Cytokinrezeptoren haben im Unterschied zu den
Rezeptor-Tyrosinkinasen keine intrinsische enzymatische
Aktivit't. Die Ligandenbindung induziert eine Dimerisierung
oder Oligomerisierung, und dies erm<glicht die Wechselwir-
kung (Dimerisierung) und Aktivierung (Kreuzphosphorylie-
rung) nichtkovalent assoziierter Tyrosinkinasen (Januskina-
sen, JAKs, Abbildung 11).[47,71,188,318] Im Gegenzug phospho-
rylieren die aktivierten JAKs Tyrosinreste cytoplasmatischer
Dom'nen des Rezeptors, die dann Signalproteine wie die
STATs (Signal Transducers and Activators of Transcription)
aktivieren.[187, 188] Dies geschieht durch Phosphorylierung,
Homo- oder Heterodimerisierung und anschließende Trans-
lokation in den Kern, wo sie direkt die Gentranskription
aktivieren. Anhand dieses direkten Signaltransduktionswegs

Abbildung 10. Hemmung der LEF-1-b-Catenin-vermittelten Gentrans-
kription: Kontrolle anormaler Gentranskription und Targetvalidierung
zur TumorbekDmpfung. Mehr als 40000 Verbindungen wurden im
TOPFLASH-Luciferase Reportertest untersucht. Die beiden Leitstruktu-
ren A1B2C8 und A1B3C9 aus einer 150 Elemente umfassenden Imino-
diacetat-Bibliothek mit Piperazinonen zeigten TOPFLASH-SelektivitDt.
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l'sst sich sehr sch<n zeigen, wie das einleitende Dimerisie-
rungsereignis an den Rezeptoren durch die koordinierte
Protein-Protein-Homo- oder Heterodimerisierung von
Signalmolek�len direkt mit der Gentranskription gekoppelt
ist. Die Homodimerisierung von Rezeptoren wird bei JAK
und STAT (JAK2/JAK2 und STAT5/STAT5 bei EPOR)
beobachtet: Die Homodimere binden an eine spezifische
DNA-Sequenz und regulieren die Zielgene. Bei JAK und
STAT-Proteinen erfolgt auch Heterodimerisierung (z.B.
STAT4/STAT5): Die Komplexe binden an eine andere
DNA-Sequenz und aktivieren eine andere Gruppe von
Zielgenen. Diese kombinatorische Dimerisierungsstrategie
wird in der nat�rlichen Signalkaskade verwendet, um bei
einer begrenzten Zahl von Proteinen die Diversit't der
Signale zu maximieren.

Unsere Vorgehensweise ist auf alle Cytokinrezeptoren
anwendbar. Dank des Maßstabs, in dem die Synthese durch-
gef�hrt wird, k<nnen die Bibliotheken gegen mehrere
Rezeptoren auf Agonisten oder Antagonisten durchsucht
werden; auch f�r k�nftige Arbeiten sind die Bibliotheken
noch verf�gbar. Wie man die Homo- oder Heterodimerisie-
rung von Antagonisten der Ligandenbindung zur Entwick-
lung von Agonisten verwenden kann, wurde bereits beschrie-
ben.[170] M<gliche Anwendungen solcher Untersuchungen an
den Cytokinrezeptoren sind in Tabelle 4 zusammengestellt.

In einer Phagenbibliothek wurde das 20 Aminos'uren
lange cyclische Peptid 61233 (EMP1) identifiziert, das an
EPOR bindet (KD= 200 nm gegen�berKD= 200 pm f�r EPO)
und den Rezeptor aktiviert.[319, 320] Durch R<ntgenstruktur-
analyse des Peptid-Rezeptor-Komplexes[321] konnte im Detail
gekl'rt werden, wie zwei Molek�le des Peptids das EBP
(EPO-bindendes Protein, die extrazellul're Dom'ne von
EPOR) dimerisieren (Abbildung 12 und 13):[322] Der Kom-
plex besteht aus einem Peptiddimer, das von zwei Molek�len
EBP flankiert ist; es weist eine verbl�ffende Strukturhomo-
logie mit demWachstumshormon- und dem Prolactinrezeptor
auf.[323,324] Interessanterweise haben Stammregionen der
beiden EBP-Molek�le kaum Kontaktfl'che (ca. 75 P2), und
das WSXWS-Motiv ist anders als erwartet weder an der
Ligandenbindung beteiligt, noch befindet es sich an oder nahe

Abbildung 11. EPO-Agonisten (Mimetika), die durch die FArderung der
EPOR-Dimerisierung wirken. A) Wirkungsweise. B) Entwicklung des
EPO-Antagonisten 30, der im funktionellen Zelltest aktiv ist. Schritt 1:
Mehr als 100000 Kandidaten werden auf EPOR-Bindung untersucht.
Hierbei ist die Untereinheit B entscheidend. Schritt 2: Eine Bibliothek
von 115 A-Analoga liefert eine verbesserte Leitstruktur. Identifizierung
der aktivitDtsrelevanten Charakteristika der B-Untereinheit (77 Ana-
loga). Verbesserte Leitstruktur aus einer Bibliothek mit 70 C-Analoga.
Untersuchung von drei Bibliotheken mit 1000 Elementen mit anderen
Templaten. Untersuchung von IDAs hAherer Ordnung: Funktionstest
mit bindenden Molek?len.

Tabelle 4: Cytokin-Rezeptoren der Klasse I und therapeutische Anwen-
dungen von Cytokin-Agonisten und -Antagonisten.

A. Cytokin-Rezeptoren der Klasse I.
Familie Beispiele Aktivierungsmechanismus

GH-
Rezeptor

GHR, EPOR, TPOR, PRLR, G-
CSFR

Homodimere

IL-3-
Rezeptor

IL-3R, GM-CSFR, IL-5R Heterodimerisierung mit bC

IL-6-
Rezeptor

IL-6R, LIFR, CNTFR, IL-11R Heterodimerisierung mit
gp130

IL-2-
Rezeptor

IL-2Ra, IL-2Rb, IL-4R, IL-7R Heterodimerisierung mit IL-
2Rg

B. Therapeutische Anwendungen von Cytokin-Agonisten und -Antago-
nisten.
Cytokin Agonist Antagonist

EPO AnDmie, selektive Blut-
spende, Krebs

TPO Thrombocytopenie
IL-2 Krebs GewebsunvertrDglichkeit
IL-3 Leukopenie, Myelin-Rekon-

stitution
LeukDmie

IL-4 Entz?ndungen, Krebs Allergie
IL-6 Thrombocytopenie Krebs, Osteoporose, Entz?n-

dungen
IL-11 Thrombocytopenie
IL-12 Krebs, Infektionen GewebsunvertrDglichkeit,

Autoimmunerkrankungen
G-CSF Neutropenie, Myelin-Rekon-

stitution
LeukDmie

GM-CSF Leukopenie, Myelin-Rekon-
stitution

LeukDmie

IFN a/b Krebs, Virusinfektionen,
Autoimmunerkrankungen

Entz?ndungen

IFN g chronisch granulomatAse
Erkrankung, Infektionen

Entz?ndungen, Autoimmun-
erkrankungen
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der Ligandenbindungsstelle oder der Dimerisierungs-Kon-
taktfl'che. Mutationsstudien am Wachstumshormon und
seinem Rezeptor[325–328] ergaben, dass die intermolekulare
Bindung haupts'chlich durch wenige Gruppen in der Kon-
taktfl'che stabilisiert wird. In 'hnlicher Weise bindet und
dimerisiert auch das dimere Peptid die EBP-Molek�le nur
�ber eine begrenzte Zahl von Kontakten. Weitere Informa-
tionen �ber die entscheidenden Kontaktstellen wurden durch
Modifizierung des cyclischen Peptids gewonnen (Abbil-
dung 12).[319,320] Danach sollten auch relativ kleine Liganden
als EPO-Agonisten fungieren k<nnen, obwohl das Dimer des
cyclischen Peptids selbst groß ist. Die einzige Disulfidbr�cke
des cyclischen Peptids, Cys6-Cys15, verbindet zwei kurze b-
Str'nge (Aminos'uren 4–7 und 13–16), die durch eine b-
Schleife vom Typ I (Gly9-Pro10-Leu11-Thr12) verbr�ckt
sind.[329]

Das Dimer des cyclischen Peptids bildet eine hydrophobe
Klammer, die in die Kontaktfl'che f�r die Rezeptordimeri-
sierung gleitet und mit beiden Rezeptormolek�len wechsel-
wirkt. Von zentraler Bedeutung f�r diese Bindung ist eine
hydrophobe Kontaktfl'che, Pro149–His153, deren Seiten-
ketten Wasserstoffbr�cken zum R�ckgrat und den Seiten-
ketten von Gly9–Thr12/Trp13 des Peptids bilden. Phe93 ist
wichtig f�r die Dimerisierung des Rezeptors, da es mit Trp13
und Tyr4 wechselwirkt und die benachbarte Ser92/Tyr4-
OH···H-Wasserstoffbr�cke erg'nzt. In 'hnlicher Weise �ber-
spannt Phe8 die Bindungsstellen von Leu33, Met150 und
Phe205 und tr'gt damit wesentlich zur Stabilisierung des
Dimer-Komplexes bei. Die Agonisten-Kandidaten wurden
anhand dieser kritischen Wechselwirkungen aus unserer
Bibliothek ausgew'hlt. Ohne detailliert die Modellierungen
zu beschreiben, die in unsere erste Bibliothek eingingen,
gen�gt die Feststellung, dass bereits hier effiziente EPOR-
bindende Liganden gefunden wurden und die nachfolgende
Suche noch bessere Liganden hervorbrachte.

Ausgehend von Bibliotheken, die ausN-Boc-Iminodiacet-
anhydrid in drei- oder vierstufigen Fl�ssigphasen-Verfahren
mit Reinigung durch S'ure-Base-Extraktion hergestellt
worden waren, konnten zahlreiche Bibliotheken mit etwa
100000 Verbindungen aufgebaut und auf EPOR-Bindung
getestet werden. Einige Komponenten hemmten die Bindung
von 125I-EPO an EPOR (IC50= 1–80mm). Diese EPO-Bin-
dungs-Antagonisten wurden untereinander kovalent zu C2-
symmetrischen Dimeren verbunden, die zur Dimerisierung
und Aktivierung des Rezeptors in der Lage sind. Mehrere der
aktivsten Verbindungen waren hierbei schwache Agonisten
und induzierten die konzentrationsabh'ngige Proliferation
einer EPO-abh'ngigen Zelllinie (UT-7/EPO)mit charakteris-
tischer, glockenf<rmiger Dosis-Wirkungs-Kurve, w'hrend sie
auf eine 'hnliche Zelllinie (FDC-P1), die EPOR1 nicht
exprimiert, keine Wirkung hatten (Abbildung 11 und 14).[82]

Bis heute sind erst drei Untersuchungen zu EPO-Agonis-
ten ver<ffentlicht worden.[82,319,330] Die Agonisten sind weni-
ger wirksam als EMP1[319] (IC50= 5–10 gegen�ber 0.5 mm). Sie
sind jedoch wesentlich effizienter als ein neuer Agonist von
Merck[330] (15–20% gegen�ber 4% der Aktivit't von EPO),
deutlich kleiner als EMP1 (Mr� 2100; aktive Form: Dimere,
Mr� 4200) und der Merck-Agonist (Mr� 6400) und erheblich
leichter herstellbar. Weil die Verbindungen am extrazellul'-

Abbildung 12. Struktur des EPO-mimetischen Peptids EMP1. Relative
EPOR-BindungsbeitrDge und der Hauptkontaktstellen, die aus der
RAntgenstrukturanalyse des Komplexes mit EBP (EPOR) abgeleitet
wurden.

Abbildung 13. Oben: Struktur des EBP-EMP1-Komplexes.
Unten: Bindung im EBP-EMP1-Komplex.
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ren Teil angreifen, m�ssen sie nicht membrang'ngig sein;
daher muss auch die relative Gr<ße der Agonistenstruktur
nicht in dem Maße ber�cksichtigt werden wie bei Agonisten
f�r intrazellul're Targets. Außerdem sollte die Amidbindung
aus der existierenden Leitstruktur entfernbar sein (Abbil-
dung 14). Schließlich sollte sich mithilfe der R<ntgenstruktur-
analysen von Komplexen mit EBP auch die Gr<ße des
Agonisten verringern und die Affinit't vergr<ßern lassen.
Durch diese Ergebnisse ist man auch in der Lage, zus'tzliche
Elemente f�r Wechselwirkungen in die Leitstrukturen ein-
zuf�hren und unproduktive Elemente zu entfernen. Auch der
Entwurf einer starren, der EBP-gebundenen Konformation
'hnlichen Struktur scheint m<glich. Inzwischen ist auch
sicher, dass einfache Dimerisierung des EPO-Rezeptors f�r

die Aktivierung nicht ausreicht.[170,316,331–334] Die Dimerisie-
rung oder Reorganisation der Konformation eines Zellober-
fl'chen-Rezeptordimers muss die cytoplasmatischen Dom'-
nen des Rezeptors in enge Nachbarschaft zueinander bringen,
damit die JAK-Kreuzphosphorylierung und die Initiierung
der Signalkaskade ausgel<st werden k<nnen. Starre Varian-
ten der Leitstrukturen, die nicht nur anstelle der Liganden
binden und die Rezeptor-Dimerisierung stabilisieren, son-
dern auch effizienter eine aktive Konformation des Rezep-
tordimers induzieren, k<nnten helfen, aus einem partiellen
einen vollwertigen Agonisten zu entwickeln.

5. Target Protein-DNA-Wechselwirkungen

Auch Hochdurchsatz-Synthese und -Screening DNA-
bindender Substanzen[72,84–88] wurden durchgef�hrt, um die
Eigenschaften dieser Verbindungen weiter aufzukl'ren.[89–96]

Unser Verfahren verbindet die Fl�ssigphasensynthese von
Bibliotheken mit einer Methode, die wir f�r das schnelle
Hochdurchsatz-Screening auf DNA-Affinit't und Sequenz-
selektivit't eingef�hrt haben.[87,97,98] Die Strukturmerkmale,
die f�r die Sequenzselektivit't verantwortlich sind, k<nnen so
schnell aufgekl'rt werden, um neue Regeln f�r die DNA-
Erkennung (neue Basenpaar(bp)-Codierungen) durch nieder-
molekulare Stoffe aufzustellen und um nach Komponenten zu
suchen, die selektiv Konsensussequenzen f�r Transkriptions-
faktoren erkennen und abweichende Gentranskription kon-
trollieren k<nnen (z.B. LEF-1/b-Catenin, Androgenrezeptor).

Die Regulation der Genexpression beruht auf der
sequenzspezifischen Erkennung von Nucleins'uren durch
Repressor-, Aktivator- und Verst'rkerproteine; daher wird
die selektive Kontrolle solcher Prozesse schon lange ange-
strebt. Niedermolekulare Verbindungen, die DNA selektiv
binden und die Expression aktivieren (durch Blockade eines
Repressors) oder inhibieren (durch Blockade eines Akti-
vators), haben ein großes therapeutisches Potenzial.[335–356]

Die Untersuchungen werden dadurch kompliziert, dass oft
nicht eine einzelne Sequenz adressiert wird, sondern eine
Gruppe verwandter Stellen, die die Konsensus-Bindungsse-
quenz eines Kernrezeptors oder eines Transkriptionsfaktors
bilden. Die Entdeckung von Wirkstoffen verl'uft wegen der
Komplexit't der Wechselwirkung zwischen niedermolekula-
ren Substanzen und DNA schleppend. Der iterative Prozess
des Entwurfs und der Synthese einzelner Verbindungen, die
gegen spezifische DNA-Sequenzen gerichtet sind, ist auf-
w'ndig, genauso wie die Analysemethoden, die zur Bestim-
mung der Bindungsaffinit't gegen�ber jeder Einzelsequenz,
weniger zur Erfassung einer Gruppe verwandter Sequenzen
geeignet sind.

5.1. Fl�ssigphasen-Hochdurchsatz-Synthese von Bibliotheken
DNA-bindender Substanzen

5.1.1. Distamycin – eine Bibliothek mit 2640 Analoga

Eine schnelle Parallelsynthese von Distamycin-A-Ana-
loga beruht auf einfacher S'ure-Base-fl�ssig-fl�ssig-Extrak-
tion zur Reinigung und Isolierung von Zwischen- und End-
produkten (Schema 8). Der Nutzen der Methode wurde

Abbildung 14. Dosis-Wirkungs-Kurven: ProliferationsaktivitDt einer
EPO-abhDngigen Zelllinie in AbhDngigkeit von der Konzentration von
EPO-Bindungs-Antagonisten AxByCz.
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zuerst anhand der Synthese des nat�rlichen Antitumor-Anti-
biotikums Distamycin A gezeigt (acht Stufen, 40% Gesamt-
ausbeute, jedes Produkt in � 95% Reinheit isoliert).[87] Ein
Prototyp einer Bibliothek von 2640 Analoga umfasste zwei
Bibliotheken mit je 132 Gemischen aus je 10 Verbindungen.
Jede Verbindung stand in Multimilligramm-Mengen zur
Verf�gung – ausreichend f�r mehrfaches Screening und

verschiedene Tests (Schema 9). Beim Screening
der Ausgangsbibliothek auf Cyctotoxizit't in einem
Funktionstest mit L1210-Zellen wurden zwei Ver-
bindungen gefunden, die 1000-mal potenter sind als
Distamycin A.[87] In einem schnellen Hochdurch-
satz-Screening auf DNA-Bindungsaffinit't wurde
die Bindung an DNA-Homopolymere oder an
spezifische Sequenzen untersucht (siehe
Abschnitt 5.2). Mit dieser Methode konnten wei-
tere Substanzen identifiziert werden, die an AT-
reiche Sequenzen binden; außerdem konnten zwei
weitere DNA-bindende Distamycin-A-Analoga
identifiziert werden. Ein Vergleich verschiedener
Analoga zeigte, welche Substituenten zur Bindung
an AT-reiche Sequenzen beitragen – eine Informa-
tion, die in k�nftigen Bibliotheken ber�cksichtigt
werden kann. Die Untersuchungen wurden auf
effizient bindende Molek�le f�r spezifische
Sequenzen ausgeweitet, genauer betrachtet
wurden die androgen-sensitive Sequenz PSA-
ARE-3 und die ARE-Konsensus-Sequenz. In letz-
terer ist die AT-reiche Sequenz durch ein GC-
Basenpaar unterbrochen. Effektiv bindende Sub-
stanzen k<nnten sich als n�tzlich bei der Behand-
lung von resistentem Prostatakrebs erweisen.

5.1.2. CC-1065 und die Duocarmycine: die Rolle der
DNA-bindenden Dom:ne

Eine Bibliothek aus 132 CBI-Analoga (CBI=
1,2,9,9a-Tetrahydrocyclopropa[c]benz[e]indol-4-

on) von CC-1065 und den Duocarmycinen, wirksamen Anti-
tumor-Antibiotika, die DNA-Doppelstr'nge alkylieren,
wurde durch Fl�ssigphasensynthese mit S'ure-Base-fl�ssig-
fl�ssig-Extraktion hergestellt (Schema 10).[88] Die 132 Ana-
loga erm<glichten eine systematische Untersuchung der
DNA-Bindungsdom'ne. Dabei wurden Dimere aus mono-,
bi- und tricyclischen (hetero)aromatischen Untereinheiten
einbezogen. Die Untersuchungen zeigten, dass der ersten
DNA-Bindungsuntereinheit (A-Untereinheit) hinsichtlich
der cytotoxischen Wirkung und der Effizienz der DNA-
Alkylierung besondere Bedeutung zukommt: tricyclische
sind aktiver als bicyclische, und diese sind wiederum deutlich
aktiver als monocyclische (hetero)aromatische Untereinhei-

Schema 8. Fl?ssigphasensynthese von Distamycin A. Optimierte Ausbeuten sind
in Klammern angegeben. Alle Verbindungen werden durch SDure-Base-Extraktion
in >95% Reinheit erhalten. DMAP=4-N,N-Dimethylaminopyridin, EDCI=1-Ethyl-
3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid, CDI=1,1’-Carbonyldiimidazol.

Schema 10. Fl?ssigphasensynthese einer Bibliothek von 132 CC-1065-
Analoga auf der Basis von CBI. Alle Verbindungen wurden durch
SDure-Base-fl?ssig-fl?ssig-Extraktion gereinigt.

Schema 9. Fl?ssigphasensynthese einer Bibliothek von 2640 potenziell
DNA-bindenden Distamycin-Analoga.
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ten (Abbildung 15). Cytotoxische Wirkung und relative
Effizienz der DNA-Alkylierung verlaufen parallel. Wir
glauben, dass diese Trends auf zwei unterschiedlichen Bei-
tr'gen beruhen: 1) einer Steigerung der DNA-Bindungsse-
lektivit't und Affinit't um das 10–100-fache in der monocy-
clischen Serie und 2) einer Katalyse der DNA-Alkylierungs-
reaktion mit einer 100–1000-fachen Aktivierung, die vermut-
lich auf den bi- und tricyclischen heteroaromatischen Unter-
einheiten zur�ckzuf�hren ist. Insgesamt ergibt sich eine mehr
als 25000-fache Steigerung. Diese Beobachtungen haben
nicht nur Bedeutung f�r den Entwurf k�nftiger CC-1065/
Duocarmycin-Analoga, sondern auch f�r die Entwicklung
von Hybridstrukturen mit der CC-1065/Duocarmycin-Alky-
lierungsuntereinheit. Duocarmycin-Distamycin-Hybride
ohne bi- oder tricyclische A-Untereinheit sollten intrinsisch
schlechte oder langsame DNA-Alkylierungsreagentien sein.

5.1.3. Fl�ssigphasensynthese von Triostin-A-Analoga

Einer Fl�ssigphasensynthese von Azatriostin A, einem
Schl�sselanalogon des DNA-Bisintercalators Triostin A
(Schema 11), folgend konnten Bibliotheken von Triostin-A-
Analoga hergestellt werden.[72] Diese Arbeit und die Biblio-
theken mit Distamycin-A- und CC-1065-Analoga verdeutli-
chen, wie leicht durch Fl�ssigphasensynthese Naturstoffana-
loga-Bibliotheken zug'nglich sind, mit deren Hilfe die f�r den
Angriff an der DNA entscheidenden Strukturelemente eines
Naturstoffs schnell identifiziert und neue Therapeutika
entwickelt werden k<nnen.

5.2. Der FID-Test: ein hochaufl;sender Hochdurchsatz-Test zur
Bestimmung der DNA-Bindungsaffinit:t und -selektivit:t

Die meisten Methoden, die �blicherweise bei der Bestim-
mung der DNA-bindenden Eigenschaften niedermolekularer
Substanzen[357] angewandt werden, sind technisch aufw'ndig,
erfordern vertiefte biochemische Kenntnisse und lassen sich
nur mit viel Erfahrung reproduzierbar durchf�hren.[358, 359] Als
wir begannen, gab es im Hochdurchsatz-Screening keine
M<glichkeit, eine Bibliothek von Einzelverbindungen gegen
Teile oder eine vollst'ndige Bibliothek von DNA-Sequenzen
zu testen. Am h'ufigsten werden Footprinting und Affini-
t'tsspaltung angewandt; beide Methoden sind f�r die quali-
tative und quantitative Bestimmung der Selektivit't oder
Affinit't der DNA-Bindung herangezogen worden. Mit
diesen destruktiven Tests wird in einem 100–200 bp langen
DNA-Segment die Stelle mit der h<chsten Affinit't identifi-
ziert. M'ßig oder wenig affine Stellen werden hingegen nur
selten gefunden. Folglich l'sst sich mit diesen Methoden das

Abbildung 15. CytotoxizitDt der CC-1065-Analoga gegen L1210-Zellen.

Schema 11. Triostin A, ein nat?rlicher DNA-Bisintercalator, der bevor-
zugt in der kleinen Furche der DNA bindet.
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vollst'ndige DNA-Bindungsprofil von Ligandenkandidaten
nur schwer beurteilen oder vergleichen.

Mit dem nichtdestruktiven Fluoreszenz-Intercalator-Ver-
dr'ngungstest (fluorescent intercalator displacement, FID)
k<nnen diese Informationen einfach gewonnen werden. Der
Test basiert auf der Verdr'ngung von Ethidiumbromid oder
Thiazolorange aus Haarnadel-Desoxyoligonucleotiden (Ab-
bildung 16).[72,87] Die Proben-DNA-Sequenzen, ein Haarna-

del-Desoxyoligonucleotid mit der zu untersuchenden
Sequenz oder Desoxyoligonucleotid-Bibliotheken mit allen
136 Haarnadelmotiven aus 4 Basenpaaren oder 512 Haarna-
delmotiven aus 5 Basenpaaren, werden in Mikrotiterplatten
verteilt und mit dem Intercalator behandelt, dessen Fluores-
zenz durch die Bindung an DNA zunimmt.[360] Bei Zugabe
einer DNA-bindenden Substanz wird der Intercalator aus der
Bindung verdr'ngt, und die Fluoreszenz nimmt ab. Diese
Abnahme ist direkt mit dem Ausmaß der DNA-Bindung
korreliert, sodass die relativen DNA-Bindungsaffinit'ten
bestimmt werden k<nnen. Mithilfe dieses Bindungsprofils
k<nnen aus einer Verbindungs-Bibliothek die besten Ligan-
den f�r eine Sequenz ermittelt werden. Umgekehrt kann man
auch eine einzelne Verbindung gegen eine Bibliothek aller
Haarnadel-DNA-Sequenzen testen, um so ein Selektivit'ts-
profil der DNA-Bindung zu erstellen.

5.2.1. Test von Verbindungsbibliotheken gegen eine Zielsequenz:
Inhibitoren der Androgenrezeptor-vermittelten
Gentranskription

Der FID-Test erm<glicht das schnelle Screening einer
Verbindungsbibliothek gegen eine Zielsequenz oder eine
Gruppe von Sequenzen. So wurden wirksame und selektive
Inhibitoren der Androgenrezeptor-vermittelten Gentrans-
kription entdeckt (Abbildung 17). Hormonunabh'ngige, kon-

Abbildung 16. FID-Test: Die Methode eignet sich f?r das Screening
einer Bibliothek auf AffinitDt gegen einen bestimmten DNA-Abschnitt
oder zur Bestimmung der SequenzselektivitDt einer DNA-bindenden
Substanz.

Abbildung 17. FID-Test: Screening auf Inhibitoren der Androgenrezep-
tor(AR)-vermittelten Gentranskription durch Evaluierung der AffinitDt
zur PSA-ARE3-Sequenz und zur ARE-Konsensussequenz.

Kombinatorische Synthese
Angewandte

Chemie

4293Angew. Chem. 2003, 115, 4270 – 4309 www.angewandte.de � 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

http://www.angewandte.de


stitutiv aktive Androgenrezeptor-Dimere, die nicht auf eine
kompetitive Antagonistenbehandlung reagieren, f�hren bei
Prostatakrebs zu einem R�ckfall, der chemotherapeutisch
nicht behandelt werden kann. Eine erfolgversprechende
Behandlung k<nnte mit einem DNA-bindenden Wirkstoff
gelingen, der selektiv an die ARE-Konsensussequenzen des
Androgen-Response-Elements(ARE) bindet. Ein solcher
Wirkstoff w�rde die DNA-Bindung des konstitutiv aktiven
Androgenrezeptors kompetitiv hemmen, sodass es nicht zu
einer Transkriptionsaktivierung kommt.

Wir untersuchten mit dem FID-Test zwei Haarnadel-Des-
oxyoligonucleotide mit zwei verwandten Sequenzen von ARE:
der ARE-Konsensussequenz (14 bp) und der PSA-ARE-3-
Sequenz. Letztere enth'lt eine 5 bp lange AT-reiche Sequenz,
an die vermutlich Distamycin-'hnliche Strukturen binden
k<nnen, w'hrend erstere eine 'hnliche Sequenz enth'lt, die
allerdings durch ein GC-Basenpaar unterbrochen ist. Beim
Screening unserer Bibliothek konnten wir mehrere Kandidaten
identifizieren, die an die AT-reiche Region der PSA-ARE-3-
Sequenz binden. Ein Analogon (49, Abbildung 17) zeigte auch
gegen�ber der ARE-Konsensussequenz eine hohe Affinit't. 49
erscheint daher geeignet als Inhibitor der durch hormoninsen-
sitive Androgenrezeptor-Dimerisierung und DNA-Bindung
eingeleiteten Gentranskription.[87] In einem zellul'ren Repor-
tertest bewirkte 49 eine starke (IC50=8 nm) und selektive (ca.
40-fach) Inhibition der Androgenrezeptor-vermittelten Gen-
transkription. F�r die Penetration in die Zelle, die zur Entfal-
tung von Aktivit't erforderlich ist, muss die Verbindung
allerdings in Liposomen verpackt werden.

5.2.2. Hochaufl;sende Bestimmung der Sequenzselektivit:t

Dieser FID-Test ist besonders aussagekr'ftig zur Bestim-
mung der vollst'ndigen Sequenzselektivit't einer DNA-
bindenden Substanz. Dabei wird die Abnahme der Fluores-
zenz durch Verdr'ngung von Ethidiumbromid aus Desoxy-
oligonucleotiden mit allen Haarnadelkonformationen aus
vier oder f�nf Basenpaaren (136 bzw. 512 Haarnadelschlei-
fen) bestimmt (Abbildung 18). In manchen F'llen kann die
Nnderung der Fluoreszenz f�r die DNA-bindende Kompo-
nente selbst verfolgt werden. Auch m'ßig oder nicht bin-
dende Sequenzen werden gefunden, die mit anderen Metho-
den wie Footprinting nicht erkannt werden. Die so gewonne-
nen Bindungsprofile helfen bei der Identifizierung m<glicher
Liganden f�r die Konsensussequenzen von Transkriptions-
faktoren. Die Anwendbarkeit der Methode wurde durch
einen Vergleich der DNA-Bindung von Distamycin A,
Netropsin, DAPI, Hoechst 33258 und Berenil �berpr�ft.[97]

Der Satz aus 512 DNA-Haarnadelschleifen kostet ca. 100 $
(Ethidiumbromid) oder weniger (die H'lfte bis ein Viertel
mit Thiazolorange).[98] Die Methode ist nicht destruktiv: Die
DNA kann auf Chips, Harz oder Glaspl'ttchen immobilisiert
werden und steht nach Waschen f�r weitere Tests zur
Verf�gung. Durch Immobilisierung und Wiederverwendung
k<nnten Bibliotheken mit l'ngeren Sequenzen (> 5 bp)
untersucht werden, sodass die Methode auch auf Sequenzen
angewandt werden k<nnte, deren Gr<ße f�r Bindungstellen
von Proteinen typisch ist.

Abbildung 18. FID-Test: Bestimmung der SequenzselektivitDt von
Distamycin A. Die relative AffinitDt zu einer DNA-Sequenz ist propor-
tional zur Abnahme der Fluoreszenz. Im Beispiel steigt die AffinitDt
mit zunehmendem AT-Gehalt der DNA-Sequenz. Auch absolute Bin-
dungskonstanten kAnnen auf diese Weise erhalten werden. Unten:
Ausschnitt mit den 50 DNA-Sequenzen, die am besten binden.

Abbildung 19. Oben: Titration von Netropsin gegen die Haarnadel-
sequenz 5’-AATTT-3’ (Konzentration: 1.1 mm =̂8.8 mm/bp). Der Schnitt-
punkt der Linien bei 1.05 Qquivalenten Netropsin zeigt 1:1-Bindung
an. Unten: Scatchard-Plot (Steigung=�K).
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5.2.3. Scatchard-Analyse von Titrationskurven: absolute Bin-
dungskonstanten und die Bindungsst;chiometrie

Mit dem FID-Test gelingt auch die Bestimmung von
Bindungskonstanten f�r jede beliebige Sequenz durch quan-
titative Titration. Die verl'sslichsten Ergebnisse lieferte eine
Scatchard-Analyse der Titrationsbindungskurve, aus der auch
die St<chiometrie des Adduktes hervorgeht (Abbil-
dung 19).[97] Direkt gemessene Bindungskonstanten fluores-
zierender DNA-bindenden Reagentien (DAPI, Hoechst
33258) sind gut vergleichbar mit solchen, die indirekt durch
Verdr'ngung von Ethidiumbromid und Thiazolorange
bestimmt wurden (Tabelle 5). Um die Aussagekraft der

Methode zu belegen, wurden die absoluten Bindungskon-
stanten von Netropsin f�r alle AT-Sequenzen mit vier
Basenpaare bestimmt und damit die relative und absolute
Selektivit't vollst'ndig erfasst (Tabelle 6).[98]

5.2.4. Schnelle Charakterisierung von DNA-Bindungsarten

FID-Tests k<nnen verschiedene Bindungsarten und
Gr<ßen der Bindungsstelle identifizieren und zwischen
ihnen unterscheiden. Dies erm<glichte die erste Charakteri-
sierung eines neuen substituierten b-Alanin-Haarnadelpoly-
amids und der kooperativen 2:1-parallelen bzw. antiparallelen
Bindung von Pyrrolpolyamiden auf der Basis eines Imino-
diacetat-Templats. Polyamide aus N-Methylpyrrol und N-
Methylimidazol sowie eine zunehmende Zahl von Struktur-
analoga binden in der kleinen Furche der DNA mit vor-

hersagbarer Sequenzselektivit't und hoher Affinit't.[350,361–363]

Durch Kopf-Schwanz-Verkn�pfung solcher Polyamide mit
dem f�nfatomigen Linker g-Aminobutters'ure (g) erh'lt man
Haarnadelpolyamide, die sich bei ihrer 2:1-antiparallelen
Bindung wie nicht miteinander verbundene Polyamide ver-
halten (Abbildung 20); gleichzeitig steigt bei verbesserter
Selektivit't die Affinit't um das 100–10000fache.[364] Im
Unterschied dazu binden Polyamide mit um ein Kohlenstoff-
atom k�rzerem b-Alanin-Linker (b) bevorzugt in gestreckter

Konformation und bilden 1:1- oder antiparallele 2:1-Kom-
plexe.[364,365] In einem FID-Test mit DNA-Haarnadelmotiven,
die systematisch variierte AT-reiche Bindestellen enthalten,
k<nnen die St<chiometrie (1:1 oder 2:1) und der Bindungs-
modus (Haarnadel oder gestreckt) der Komplexe mit von
Distamycin abgeleiteten Polyamiden schnell und einfach
bestimmt werden (Abbildung 20).[83,84] Auf diesem Wege
wurde ein substituierter b-Alanin-Linker gefunden, der
anstelle der gestreckten Konformation eine Haarnadelkon-
formation induzierte und somit eine Alternative zum g-

Tabelle 5: Bindungskonstanten von DAPI und Hoechst 33258.

A. Ethidiumbromid- und Thiazolorange
Haarnadelsequenz KEB [ R10

6
m

�1][a] KTO [ R106m�1][a]

5’-AAAAA-3’ 0.27 (4.5)[b] 1.2 (3.5)[b]

5’-AATTT-3’ 0.42 (3.6) 1.3 (3.3)
5’-ATTAA-3’ 0.87 (3.3) 1.0 (3.3)
5’-AATAA-3’ 0.73 (3.3) 1.1 (3.3)

B. DAPI
DNA-Sequenz K [ R106m�1][c] K [ R106m�1][d] K [ R106m�1][e]

5’-AATTT-3’ 58 (0.91) 110 (0.94) 120 (1.1)
5’-AATAA-3’ 26 (0.83) 59 (0.98) 87 (0.94)
5’-ATTAA-3’ 24 (0.83) 52 (0.88) 77 (1.0)
5’-AAAAA-3’ n.b.[f ] n.b.[f ] 50 (0.95) 65 (0.99)

C. Hoechst 33258
DNA-Sequenz K [ R106m�1][c] K [ R106m�1][d] K [ R106m�1][e]

5’-AATTT-3’ 75 (0.90) 88 (0.96) 177 (0.98)
5’-AAAAA-3’ 36 (0.86) 72 (0.98) 145 (0.92)
5’-AATAA-3’ 28 (0.77) 34 (1.06) 83 (1.01)
5’-ATTAA-3’ 13 (0.89) 19 (0.91) 47 (1.05)

[a] F?r Haarnadel-Desoxyoligonucleotide mit der angegebenen Sequenz;
Bestimmung durch direkte Titration. [b] Experimentell bestimmte StA-
chiometrie. [c] Thiazolorange-VerdrDngung (experimentelle Bestimmung
der StAchiometrie). [d] Ethidiumbromid-VerdrDngung (experimentelle
Bestimmung der StAchiometrie). [e] Direkte Fluoreszenz-Titration (expe-
rimentelle Bestimmung der StAchiometrie). [f ] n.b.: nicht bestimmt.

Tabelle 6: Vergleich der Bindungskonstanten.

Titrant DNA-
Sequenz

K [ R106m�1] BindungsstAchiometrie

Ethidiumbromid 5’-AATT 2.7 2.92
Thiazolorange 5’-AATT 15 3.05

Titrant DNA-
Sequenz

Ethidiumbromid
K [ R106m�1]

Thiazolorange
K [ R106m�1]

Netropsin 5’-AAAT 127 113
5’-AAAA 92 71
5’-AATT 65 54
5’-AATA 64 44
5’-ATTA 45 35
5’-ATAT 41 33
5’-ATAA 34 18
5’-TAAA 26 15
5’-TTAA 11 8
5’-TATA 11 8

Abbildung 20. Polyamide f?r die Bindung an DNA.
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Linker bildet (Abbildung 21).[83, 84] Die Polyamidanaloga f�r
die Untersuchung wurden mit einem parallelen Fl�ssigpha-
sen-Syntheseverfahren in einer Reihe EDCI-vermittelter
Kupplungsreaktionen hergestellt (Schema 12).

Eine nahe liegende Erweiterung bestand in der Unter-
suchungen des Verhaltens von Kopf-Kopf-Iminodiacetat-
(IDA)-verkn�pften Polyamiden. Das IDA-Templat (siehe
Abschnitt 3) wurde gew'hlt, weil der f�nfatomige Linker am
zentralen Stickstoffatom zus'tzlich funktionalisierbar ist.
Kopf-Kopf-verkn�pfte Produkte sind ungew<hnlich, da bei
Polyamiden �blicherweise Kopf-Schwanz-Verkn�pfung vor-

liegt. Die IDA-verkn�pften Pyrrolpoly-
amide wurden durch Fl�ssigphasensynthese
hergestellt (Schema 13). Sie binden in der
ungew<hnlichen gestreckter Konformation
�ber eine L'nge von 9–10 bp kooperativ in
einem 2:1-Modus. Dies ist das wohl erste
gut dokumentierte Beispiel f�r eine paral-
lele Bindung derartiger Polyamide (Abbil-
dung 22).[84]

5.3. LEF-1/b-Catenin

Eine zweite Klasse von Inhibitoren der
LEF-1-b-Catenin-vermittelten Gentrans-
kription (Abschnitt 4.4) wurde aus den
Bibliotheken mit Liganden f�r die kleine
Furche der DNA abgeleitet.[87] Abbil-
dung 23 zeigt die Ergebnisse des Screenings
einer solchen Bibliothek. Die beiden eng
verwandten Leitstrukturen 69 und 70
hemmen die TOPFLASH-Transkription
um 90%, weisen eine ^ 3fache
TOPFLASH-FOPFLASH-Selektivit't auf,
hemmen die DNA-Bindung von LEF-1 im
Gel-Shift-Experiment und die b-Catenin-
induzierte Transformation der Dickdarm-
krebs-Zelllinie SW480. Auch die Selektivi-
t't der DNA-Bindung wurde mit unserem
FID-Test bestimmt.[87] Nach einem Poly-
amid von Dervan et al.[366 ,367] ist dies erst
das zweite Beispiel eines niedermolekula-
ren Inhibitors der LEF-1-DNA-Bindung
(einer Protein-DNA-Wechselwirkung), der
eine Inhibition der Gentranskription verur-
sacht.

6. Naturstoff-Bibliotheken

Oft erweisen sich Naturstoff-Leitstruk-
turen als vorz�gliche Ausgangspunkte f�r
die Entwicklung von Wirkstoffen gegen
bestehende oder neue Targets. In vielen
Mbersichtsartikeln und Monographien[368]

sind Erfolge beschrieben worden, die auf
die Entdeckung solcher Leitstrukturen
beruhten. Diese Erfolge k<nnen verschie-

denen Faktoren zugeschrieben werden: Am wichtigsten ist,
dass Naturstoffe aus einer biologischen Umgebung stammen
und dadurch bereits �ber viele Eigenschaften einesWirkstoffs
verf�gen. Zweifelsohne ist es die Integration vieler Funk-
tionen in einer einzigen kompakten Struktur, die Leitstruk-
turen aus Naturstoffen von solchen unterscheidet, die syn-
thetisch erzeugt werden. Da die Erforschung der Eigen-
schaften komplexer Naturstoffe dank der Fortschritte bei
Screening und Bewertung immer weiter verfeinert wird und
Strukturdaten der Wechselwirkungen mit dem biologischen
Target immer leichter zug'nglich werden, sind Bedeutung

Abbildung 21. Bindung zwischen einer Haarnadelsequenz und einem substituierten b-
Alanin-gebundenen Polyamid. Unten links: b-Alanin: gestreckte antiparallele 2:1-Seite-an-
Seite-Bindung. Unten rechts: b(R)-OMe-Alanin: antiparallele 1:1-Seite-an-Seite-Bindung an
die Haarnadelsequenz.
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und Chancen von maßgeschneiderten L<sungen f�r kom-
plexe biologische Fragestellungen gewachsen.

Eine wichtige Erg'nzung zur Untersuchung der Natur-
stoffe selbst und ihrer Derivate ist die Synthese und
Charakterisierung von entscheidenden Teilstrukturen und
von Verbindungen mit grundlegenden strukturellen Modifi-
kationen. Sind solche Modifikationen gut konzipiert, so kann
damit die strukturelle Grundlage der Wechselwirkung zwi-
schen Naturstoff und biologischem Target aufgekl'rt werden,
was zum Verst'ndnis der fundamentalen Beziehung zwischen
Struktur, Reaktivit't und weiteren Eigenschaften f�hrt. Die
Herausforderung bei diesen Untersuchungen liegt im Ver-
st'ndnis der eleganten L<sungen und subtilen Strukturele-
mente, mit denen die Natur einen Naturstoff ausgestattet hat.
Mit diesem Wissen k<nnen die Strukturelemente durch
rationales Design so weiterentwickelt werden, dass selek-
tivere, effizientere oder wirksamere Reagentien entstehen,
die speziell auf ein Problem oder ein Target zugeschnitten
sind.

Noch heute leiten sich neun der zwanzig umsatzst'rksten
Wirkstoffe (1999 zusammen mehr als 16 Milliarden $) von
Naturstoffen ab.[407] Folglich geh<ren Naturstoffe zu den
erfolgreichsten Quellen in der modernen Wirkstoffsuche und
es ist nicht �berraschend, dass kombinatorische Methoden
entwickelt wurden, um solche Leitstrukturen zu nutzen

(Tabelle 7).[369–407] Wir konnten unsere Fl�ssigphasenmethode
erfolgreich bei der Synthese von Bibliotheken ausgew'hlter
Naturstoffe einsetzen. Auf diese Weise stellten wir 2640
Distamycin-Analoga (Abschnitt 5.1.1), 132 CC-1065 und
Duocarmycin-Analoga (Abschnitt 5.1.2) sowie ein Muster-
Analogon von Triostin A (Abschnitt 5.1.3) her; außerdem
bauten wir eine Bibliothek von HUN-7293-Analoga auf, mit

Schema 13. Synthese von Pyrrolpolyamiden mit verbr?ckendem IDA-Templat.

Schema 12. Die Parallelsynthese b-Alanin-verkn?pfter Pyrrolpolyamide.
Py=N-Methylpyrrol, Im=N-Methylimidazol, HOBt=1-Hydroxybenzo-
triazol, TFA=TrifluoressigsDure, Alloc=Allyloxycarbonyl.

Abbildung 22. Gestreckte 2:1-parallele Bindung IDA-gebundener Poly-
amiden. R= (CH2)2NHBoc liefert das beste Ergebnis.
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der wir alle Strukturdetails des Naturstoffs erforschten.
Obwohl das biologische Target dieses Naturstoffs noch nicht
bekannt ist, konnte das Pharmakophor des Naturstoffs durch
ein Funktionsscreening und eine Bibliothek von Analoga
identifiziert werden.

6.1. HUN-7293: ein chemisches „Mutagenese-Verfahren“ zur
Bestimmung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Das nat�rliche cyclische Heptadepsipeptid HUN-7293
(Schema 14) wurde erstmals 1992 bei der Suche nach
Inhibitoren der Expression induzierbarer Zelladh'sionsmo-
lek�le aus einer Pilzfermentationsbr�he isoliert,[408] seine
Struktur wurde durch 1H-NMR-Spektroskopie bestimmt und
durch R<ntgenstrukturanalyse best'tigt.[408] Die gleiche Ver-
bindung wurde unabh'ngig davon aus einer anderen Pilzart
bei einem Test auf Anti-HIV-Wirkstoffe isoliert.[409] Endo-

Tabelle 7: Naturstoff-Bibliotheken.

Naturstoff Bibliotheksformat GrAße Lit.

Lavendustin A Festphase 61 [370]
Balanol Festphase 32 [371]
Olomoucin Fl?ssig- und Festphase 364 [372]
Rauwolfia-Alkaloide Festphase 792 [373]
Epothilon Festphase 180 [374]
Prostaglandin E2 und
F2a

Fl?ssigphase, polymerge-
bunden

2/16/6 [375]

Taxoide Festphase 400 [376]
Oscillamid Y Festphase 4 [377]
(S)-Zearalenon Festphase 1 [378]
Cycloserin Festphase 80 [379]
Flavone Fl?ssigphase 36 [380]
Muscon Festphase 12 [381]
Sarcodictyin Fl?ssigphase 15/53 [382]
Taxoide Fl?ssigphase 26 [383]
Prostaglandin E und F Festphase 26 [384]
Fumitremorgin C Festphase 42 [385]
Indolactam V Festphase 31 [386]
Vitamin D3 Festphase 1 [387]
Kramerixin 120 [388]
Vancomycin Fl?ssig- und

Festphase
39304 [389]

HUN-7293 Fl?ssigphase 1/40 [75,76]
Carpanon Festphase 6 [390]
Distamycin A Fl?ssigphase 2640 [87]
Distamycin A Positionsscanning 1000 [86]
Triostin A Fl?ssigphase 1 [72]
Fumichinazolin Festphase 27 [391]
Benzopyran Fl?ssig- und

Festphase
>10000 [392]

Steroide Festphase 20 [393]
Curacin A Fl?ssigphase 18 [394]
Stipiamid Fl?ssigphase 42 [395]
CC-1065 Fl?ssigphase 132 [88]
Galanthamin Festphase 2527 [397]
Mappicin Fl?ssigphase 112/560 [396]
Tambjamin Fl?ssigphase 10 [398]
Vitamin D3 Festphase 72 [399]
Vitamin D3 Fl?ssig- und

Festphase
5 [400]

Psammaplin A Fl?ssigphase 3828 [401]
Hapalosin Fl?ssig- und

Festphase
6 [402]

Nakijichinone Fl?ssigphase 56 [403]
Steroide Fl?ssigphase 298 [404]
Ceramid Festphase 528 [405]
Dysidolid Festphase 8 [406]
Naturstoff-Dhnliche – – [369]

Abbildung 23. Unterbrechung der LEF-1-DNA-Bindung und Hemmung
der LEF-1-b-Catenin-vermittelten Gentranskription. Die Leitstrukturen
69 und 70 verf?gen ?ber zehnfache Transkriptionsrepression
(TOPFLASH) und dreifache SelektivitDt (TOPFLASH/FOPFLASH).
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thelialzellen-gebundene Molek�le, darunter das Interzellu-
l're Adh'sionsmolek�l 1 (ICAM-1), das Vaskul're Zelladh'-
sionsmolek�l 1 (VCAM-1) und E-Selektin spielen eine wich-
tige Rolle bei der Immunantwort, indem sie die Leukocyten-
Migration steuern und Zell-Zell-Wechselwirkungen am Ent-
z�ndungsherd regulieren. Eine Modulation dieser Wechsel-
wirkungen durch die Hemmung der Expression von Zellad-
h'sionsmolek�len sollte sich bei der Behandlung einiger
chronischer Entz�ndungen und Autoimmun-Erkrankungen
als n�tzlich erweisen.

Wie in neueren Untersuchungen beschrieben,[410] wirken
verschiedene Signale auf Endothelialzellen und aktivieren
Teile des Zellkernfaktors der Transkriptionsfaktor-Familie
NF-kB. Diese cytoplasmatischen homo- oder heterodimeren
Proteine werden durch Komplexierung mit Elementen einer
Familie von Inhibitorproteinen, IkB, inaktiviert. Durch Phos-
phorylierung von IkB entsteht das aktive NF-kB, das dann in
den Kern transportiert wird und die Transkription seiner
Zielgene einschließlich der Zelladh'sionsmolek�le initiiert.
Nur wenige Arbeitsgruppen haben Untersuchungen zu nie-
dermolekularen Hemmstoffen der Expression von Zelladh'-
sionsmolek�len beschrieben,[413–415] die nicht auf Antisense-
[411] und Antik<rperans'tzen[412] beruhten; mit Ausnahme von
HUN-7293 sind alle Strategien gegen den NF-kB-Signal-
transduktionsweg gerichtet.

Die erste Totalsynthese von HUN-7293 erfolgte nach
einem konvergenten Ansatz. Hierbei wurden einige wesent-
liche Reaktionsschritte eingef�hrt wie eine Mitsunobu-Ver-
esterung im R�ckgrat der Verbindung und der effiziente
Ringschluss des Makrocyclus an der MLEU3-LEU4-Position
(Schema 14).[74] Die konvergente Parallelsynthese einer
Bibliothek von HUN-7293-Schl�sselanaloga erm<glichte die
detaillierte Aufkl'rung der Struktur-Wirkungs-Beziehung
dieses Naturstoffs (Schema 15).[75, 76] Die Bibliothek wurde
zeitgleich in Fl�ssigphase synthetisiert, Zwischen- und End-
produkte wurden durch S'ure-Base-fl�ssig-fl�ssig-Extraktion
isoliert und gereinigt (Schema 16). Auch bei der vielstufigen
Synthese von HUN-7293 und der anspruchsvollen Strukturen
seiner Analoga gelang es auf diese Weise, jedes Zwischen-
und Endprodukt in ausreichender Reinheit zu erhalten. In
den Verbindungen der Bibliothek wurden alle sieben Ami-
nos'uren einzeln durch Alanin ersetzt, die drei N-Methyl-
gruppen entfernt und grundlegende Vereinfachungen in den
Seitenketten der nichtproteinogenen Aminos'uren vorgen-
ommen. So konnten Schl�sselsubstituenten und strukturelle
Charakteristika identifiziert werden, die zu den biologischen
Eigenschaften von HUN-7293 beitragen. Die Verwendung
vereinfachter Analoga der nichtproteinogenen Aminos'uren
gestattete �ber die Identifizierung essentieller Strukturele-

Schema 15. Aufbau einer HUN-7293-Pharmakophor-Bibliothek durch Fl?ssigphasen-Parallelsynthese. X=O, NH; Y=H, Me; Bn=Benzyl,
Cbz=Benzyloxycarbonyl.

Schema 14. Parallelsynthese einer HUN-7293-Analoga-Bibliothek: Kom-
bination einer konvergenten Totalsynthese mit einer divergenten Biblio-
thekssynthese. �1 –�3 sind Verkn?pfungsstellen der Synthesestrategie.
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mente hinaus auch die Analyse weniger offensichtlicher
Strukturmerkmale.

Die Mutagenese durch Austausch von Aminos'uren
gegen Alanin („Alanin-Scan“) ist aufschlussreich, um Epi-
tope in Proteinen festzulegen.[416] Indem man jede einzelne
Aminos'ure-Seitenkette durch eine Methylgruppe ersetzt,
ohne die Konformation des Peptidr�ckgrats zu ver'ndern,
kann man die Bedeutung der einzelnen Seitenketten erken-
nen. Obwohl dieserMethodeGrenzen gesetzt sind, k<nnen so
Erkenntnissse �ber die Struktur-Wirkungs-Beziehungen von
Proteinen gewonnen werden, auch wenn die zugrunde
liegenden Mechanismen und die dreidimensionalen Struktu-
ren unbekannt sind.[416]

Auch in HUN-7293 kann ohne ein definiertes Target die
Bedeutung der einzelnen Aminos'urereste nicht vorherge-
sehen werden. Zus'tzlich zu Modifikationen und Vereinfa-
chungen in jeder der einzelnen Seitenketten wurde ein
Alanin-Scan f�r HUN-7293 vorgenommen. Die Ergebnisse
in Tabelle 8 geben einen ersten, �berraschend wenig aussage-
kr'ftigen Mberblick �ber die relative Bedeutung der Amino-
s'uren. Der Austausch jeder Seitenketten gegen eine Methyl-

gruppe f�hrte zu einem Wirkungs-
verlust. Das Ausmaß dieses Aktivi-
t'tsverlustes variierte allerdings �ber
drei Gr<ßenordnungen: Bei Aus-
tausch von R1 sank die Aktivit't auf
etwa die H'lfte, bei Austausch von
R2–R4 auf ein Zehntel bis ein Hun-
dertstel und bei Austausch von R5

und R6 sogar auf weniger als ein
Hundertstel bis ein Tausendstel; der
Einfluss von R5 war bei weitem am
gr<ßten. Trotz des Aktivit'tsverlusts
steigerte die Substitution der Seiten-
ketten R1–R4 durch Methylgruppen
die Selektivit't f�r VCAM-1 gegen-
�ber ICAM-1. Ver'nderungen in
diesem Molek�lteil beeinflussten
die Hemmung der ICAM-1-Expres-
sion deutlicher, dagegen nahmen bei
Austausch der Seitenketten R5 und
R6 gegen Methylgruppen sowohl
Aktivit't als auch Selektivit't ab;
wiederum wirkte sich die Substitu-
tion von R5 besonders nachteilig aus.
Aus diesen Ergebnissen allein l'sst
sich schon ableiten, dass wichtige
Nnderungen in der Seitenkette von
R1 toleriert werden bei den Versu-
chen, die Selektivit't zu erh<hen
oder physikochemische Eigenschaf-
ten, Verteilung, Stabilit't und Toxizi-
t'tsprofil zu 'ndern, w'hrend Nnde-
rungen an R2–R4 schwieriger zu
bewerkstelligen sind. Variationen an
R5 (Tabelle 9) und R6 wirken sich
negativ aus. Daher sind die Resultate
geringerer Ver'nderungen der Sei-
tenketten besonders wertvoll, um

Ungenauigkeiten bei der Interpretation des unvollst'ndigen
Datensatzes des Alanin-Scans zu erkennen.

Eine Bewertung des Einflusses jeder Aminos'ure, jeder
Seitenkette und jedes Strukturelements von HUN-7293
wurde durch die Fl�ssigphasen-Parallelsynthese einer voll-
st'ndigen Bibliothek von Analoga mit systematischen Varia-
tionen an je einer Stelle der Struktur erreicht. Durch
Kombination einer konvergenten Totalsynthese mit einer
divergenten Synthesestrategie wurden mehr als 40 neue
Verbindungen hergestellt. Dieses Vorgehen vermeidet die
repetitive unabh'ngige lineare Synthese eines jeden Analo-
gons, es ist jedoch nur in fl�ssiger Phase m<glich. Die
chemische Mutagenese des cyclischen Depsipeptides erm<g-
licht eine detaillierte Struktur-Wirkungs-Untersuchung und
liefert so eine Basis f�r nachfolgende Optimierungsschritte –
der einfache Alanin-Scan resultierte hingegen nur in einem
unvollst'ndiger Datensatz. Fundierte Folgerungen aus
diesem Ergebnis abzuleiten erwies sich als problematisch:
Jede nichtproteinogene Aminos'ure und jede Seitenkette
einschließlich der in Aminos'ure 5 und 6 konnten vereinfacht
werden, ohne dass die Wirkung nennenswert beeinflusst

Schema 16. Synthese von HUN-7293 und seinen Analoga: Die Mitsunobu-Veresterung ermAglicht
den Einsatz des von L-Gln abgeleiteten Alkohols 77 und vermeidet die Racemisierung, die bei Akti-
vierung des NMe-Ala-Terminus beobachtet wurde; die Epimerisierung bei der Makrolactamisierung
wird durch DPPA (Diphenylphosphorylazid) eingeschDnkt. DIAD=Diisopropylazodicarboxylat.
HOAt=7-Aza-1-hydroxybenzotriazol.
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wurde. Nhnliche Methoden wurden zwar bereits angewandt,
um eine einzelne Aminos'ure in einem nat�rlichen cyclischen
Peptid zu optimieren, doch wir kennen keinen Fall, in dem
alle Aminos'uren untersucht wurden. Systematische Deriva-
tisierung und Abbau sind weit verbreitete Methoden, um die
aktivit'tsrelevanten Strukturelemente von Naturstoffen zu
identifizieren und Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu erken-
nen. Diese Versuche liefern aber ebenso wie der Alanin-Scan
nur unvollst'ndige Datens'tze, auf denen die weiteren
Untersuchungen aufbauen m�ssen.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Mithilfe kombinatorischer Methoden, die auf Festphasen-
und Fl�ssigphasensynthese beruhen, ist es m<glich, schwie-
rige Targets schnell zu untersuchen. Dies gelingt auch, wenn
weder niedermolekulare Leitstrukturen noch Strukturinfor-
mationen f�r das Target bekannt sind. Split-und-Mix-Fest-
phasensynthese und Fl�ssigphasenmischungssynthese haben
den Durchsatz bei der Herstellung von Bibliotheken erheb-
lich vergr<ßert. Durch die Entwicklung von Dekonvolutions-
verfahren zur schnellen und einfachen Identifizierung von
Leitstrukturen aus einem Screening ist die Bedeutung dieser
Syntheseverfahren noch gestiegen. Die Fl�ssigphasensyn-
these ist dar�ber hinaus mit einer konvergenten Synthese-
strategie kompatibel. Sie erm<glicht die einfache Synthese
von Mischungen und kann an dynamische oder Selektions-
Screeningverfahren einschließlich der Bindung von Liganden
am Target angepasst werden. In Anbetracht der Fortschritte

von polymergest�tzten Fl�ssigphasensynthesen und des
Erfolgs polymergebundener Reagentien, Abfang- und Auf-
arbeitungsreagentien zur inversen Festphasensynthese[165]

kann man davon ausgehen, dass die Bedeutung der Fl�ssig-
phasen-Bibliothekssynthese noch untersch'tzt wird.

Unsere Bibliothek von gegenw'rtig etwa 40000 Verbin-
dungen wird gerade auf 1000000 Verbindungen erweitert.
Ziele sind hierbei die Identifizierung eines Pharmakophors in
einem einzigen Screeningdurchlauf, die Einf�hrung spezifi-
scher Strukturelemente f�r Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen (z.B. RGD-Mimetika, a-Helix- und b-Faltblatt-Mime-
tika), die Untersuchung neuer Template und die Einf�hrung
neuer Fl�ssigphasen-Techniken wie der Target-gest�tzten
Synthese zur Auswahl m<glicher Liganden. Der Bibliotheks-

Tabelle 8: Alanin-Scan f?r HUN-7293: InhibitionsaktivitDt (IC50 [mm])
gegen VCAM-1- und ICAM-1-Proteinexpression in der humanen mikro-
vaskulDren Zelllinie HMEC-1.[a]

Verbindung VCAM-1 ICAM-1 SelektivitDt rel. Wirksamkeit

HUN-7293[b] 1 24 24 1
79, R1=Me 2.3�0.5 178�18 77 0.4
80, R2=Me 100�34 6300�370 63 0.01
81, R3=Me 56�11 4100�2500 73 0.02
82, R4=Me 16�1.4 700�20 43 0.06
83, R5=Me 1800�10 2800�210 1.6 0.0006
84, R6=Me 270�40 1400�300 5.2 0.004

[a] Wenn nicht anders bezeichnet, entsprechen die Substitutenten
denjenigen von HUN-7293. [b] R7=Me, HUN-7293.

Tabelle 9: Modifizierung von R5 in HUN-7293: InhibitionsaktivitDt (IC50

[mm]) gegen VCAM-1- und ICAM-1-Proteinexpression in der humanen
mikrovaskulDren Zelllinie HMEC-1.[a]

Verbindung VCAM-1 ICAM-1 Selek-
tivitDt

rel. Wirksam-
keit

HUN-7293 1 24 24 1
85, Y5=H >10000 >10000 n.b.[b] <0.0001
86 1800�10 2800�210 1.6 0.0006
87 44�11 510�140 12 0.02
88 1.7�1.6 19�1.2 11 0.6
89 21�1.6 186�3 9 0.05
90 19�1.2 16�13 0.8 0.05
91 38�5 2100�170 55 0.03
92 11�2.6 71�35 6 0.09
93 29�6 94�13 3 0.03
94 380�120 890�340 2.3 0.003
95 1400�230 >7000 >5 0.0007
96 2.3�0.6 43�6 19 0.4
97 63�4 720�90 11 0.02
C2

3-epi-97 190�20 9700�3300 51 0.005
98 810�130 8200�120 10 0.001
99 280�7 480�65 1.7 0.004
C2

3-epi-99 1100�240 2600�440 2.4 0.0009

[a] Y5=Me (HUN-7293) wenn nicht anders bezeichnet. [b] n.b.=nicht
bestimmt.
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maßstab erm<glicht mehrfache Verwendung in verschiedenen
Testsystemen. In den kommenden Jahren wird der Schwer-
punkt auf der Anwendung des Verfahrens liegen. Dadurch
werden weitere n�tzliche Methoden entwickelt werden. Das
Ziel der Untersuchungen ist die Identifizierung nicht nur
effizienter, sondern auch selektiver Modulatoren von Pro-
tein-Protein- oder Protein-DNA-Wechselwirkungen. Mit
dem FID-Test steht eine neue Analysetechnik f�r die gleich-
zeitige Untersuchung von Protein-DNA-Wechselwirkungen
aller m<glichen DNA-Sequenzen zur Verf�gung. So l'sst sich
nicht nur die Affinit't, sondern auch die Selektivit't zwischen
allen Targets (Sequenzen) bestimmen. Proteomans'tze zur
Untersuchung der Wechselwirkung zwischen einem Liganden
und allen Proteinen zur Erfassung der Selektivit't[99] werden
derzeit entwickelt,[417] ebenso analoge Methoden f�r das
gleichzeitige oder parallele Screening zur Modulation von
Protein-Protein-Wechselwirkungen.[418]

Die Arbeiten wurden unterst$tzt von den National Institutes of
Health (CA78045, CA41986, CA41101, EY14174), dem
Department of Army (DAMD17-02-1-0135), dem Skaggs
Institute for Chemical Biology sowie durch ein Promotions-
stipendium f$r K.C. (Thomas and Sharon Bauce Foundation
Fellowship). K.C. ist Skaggs-Stipendiat.
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