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Zusammenfassung 

Fragment-basierte Ansätze zur Entwicklung neuer Arzneistoffe erfreuen sich immer grö-

ßerer Beliebtheit. Dies liegt darin begründet, dass bereits durch den Einsatz und die Kom-

bination von verhältnismäßig kleinen Fragment-Bibliotheken ein großer chemischer 

Raum abgedeckt werden kann. Als Startpunkt dient dabei meist ein Primärfragment, das 

durch geschicktes Anhängen weiterer funktioneller Gruppen oder durch Verknüpfung 

(Ligation) mit weiteren Fragmenten so erweitert wird, dass neue Interaktionspunkte mit 

der jeweiligen Zielstruktur entstehen. Hierdurch ist die Bildung hochaffiner Liganden 

möglich. 

In der vorliegenden Arbeit wird die Amidierung als irreversible Form der Ligation 

zweier Fragmente näher untersucht. Die Arbeit gliedert sich dabei in zwei Teile. Im ersten 

Teil wurde ein Ligationsassay entwickelt, bei der die Amidierung Templat-unterstützt im 

Stil einer Proteintarget-geleiteten Synthese durchgeführt wird. Nach vorheriger Bindung 

der beiden Fragmente begünstigt dabei das Templat bzw. der Templat-Effekt die Reak-

tion der beiden Fragmente, wenn sich deren komplementäre funktionelle Gruppen in aus-

reichender Nähe zueinander befinden. Als Zielprotein wurde dabei Faktor Xa eingesetzt, 

an dem die Ligationsreaktion eines S1-bindenden Amin-Fragments, mit einem aktivierten 

Carbonsäure-Fragment Templat-unterstützt, durchgeführt werden sollte. Das Produkt 

dieser Reaktion ist ein nanomolar-aktiver Faktor Xa-Inhibitor. Die Templat-unterstützte 

Amidierung wurde dabei durch Umsetzung unterschiedlich reaktiver Carbonsäurederi-

vate (Aktivester) nachgewiesen, indem die Reaktion in An- und Abwesenheit des  
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Proteintemplats untersucht wurde. Da im Zuge der Reaktion aus zwei millimolar-aktiven 

Fragmenten ein nanomolar-aktives Ligationsprodukt gebildet wird, konnte zur Detektion 

der Produktbildung ein Enzymaktivitätsassay verwendet werden. Dieser ermöglichte auf-

grund der hohen Affinitätsunterschiede der Ausgangsfragmente im Vergleich zum  

Fragment-Kombinationsprodukt bereits den Nachweis kleinster Produktmengen. Für den 

Phenyl- und den Trifluorethylester der Carbonsäure konnte dabei eine selektiv-templierte 

Reaktion nachgewiesen werden, d. h. die templierte Reaktion läuft ohne gleichzeitige  

Reaktion durch nicht gebundene Fragmente ab (Hintergrundreaktion). Die Menge des 

gebildeten Produkts konnte nachfolgend mittels HPLC-QTOF-MS quantifiziert werden. 

Ebenfalls konnte durch die Untersuchung der Faktor Xa-Kristallstruktur mit dem co- 

kristallisierten Fragment-Ligationsprodukt der Reaktionsmechanismus der Reaktion auf 

molekularer Ebene aufgeklärt werden. Abschließend konnten Reaktionsbedingungen  

gefunden werden, die auch im Mikrotiterplatten-Maßstab eine erfolgreiche Umsetzung 

von Carbonsäuren zum entsprechenden Aktivester zulassen.  

Im zweiten Teil wurde ein in-situ Screening gegen die NS2B-NS3-Protease des 

West-Nil-Virus durchgeführt. Dabei sollte eine aus 1615 Carbonsäure Fragmenten 

bestehende Substanz-Bibliothek mit einem Amin-Fragment verknüpft werden. Das ver-

wendete Amin stellte hierbei ein bekannter S1-Binder der WNV-Protease dar. Zur Liga-

tion der Fragmente mussten zunächst geeignete Reaktionsbedingungen gefunden werden, 

die eine möglichst effiziente Umsetzung der Carbonsäuren zum entsprechenden Amid  

gewährleisten. Hierbei stellten sich die Aktivierung mittels HBTU/DIPEA in einem 

DMF/DMSO-Gemisch und die Aktivierung mittels DCC/DMAP in Dioxan als geeignet 

heraus. Nachfolgend wurde das Protease-Screening durchgeführt. Zur Detektion wurde 

dabei ein Fluoreszenz-basierter Enzymaktivitätsassay eingesetzt. Unterstützend wurden 

in-silico Methoden verwendet. Nach der Validierung der erhaltenen Ergebnisse konnten 

durch geeignete Hit-Selektionsschritte drei Fragment-Ligationspaare ausgewählt werden, 

die in größerem Maßstab nachsynthetisiert wurden und anschließend näher untersucht 

wurden. Für die aussichtsreichste Fragment-Kombination CA3-Amid konnte dabei ein 

IC50 
-Wert von 2,66 µM ermittelt werden.  
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Abstract 

Fragment-based drug discovery approaches are getting popular more and more. This is 

due to fact that despite using and combining relatively small fragment-libraries a broad 

chemical space can be covered. In most cases a primary fragment is used as a starting 

point which consecutively gets expanded by further functional groups or through the  

ligation with another fragment. Thereby additional interactions with the target structure 

can be formed that can finally lead to the formation of highly active ligands. 

In the presented work, the use of the amidation reaction is investigated to link two 

fragments irreversibly. The work is divided into two parts. In the first part a ligation assay 

was developed that uses the template-assisted amidation in a “target-guided-synthesis” 

reaction. Here, the protein template accelerates the reaction of two fragments if both are 

bound to the template and if the complementary functional group of the two fragments 

are in the right orientation to each other. Factor Xa was thereby used as a test system. 

This factor Xa-template was subsequently used to establish a method to link an S1- 

binding amine fragment to an activated carboxylic acid fragment. The reaction of the two 

fragments, here, leads to the formation of a nanomolar-active factor Xa inhibitor. To 

investigate the occurrence of a template-assisted reaction several active esters were  

synthesized, covering a broad spectrum of reactivity. These synthesized esters were sub-

sequently tested to react in a template-assisted manner with the amine fragment in 

presence of the protein template. The reaction in abscence of the protein-template was 
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used as a control. Since in the course of the ligation reaction two millimolar-active frag-

ments are linked together to form a nanomolar-active ligation product, the formation of 

the product can be detected highly sensitively through the use of an enzyme activity assay. 

In the case of the phenyl- and trifluoroethyl-ester a selective templated reaction was  

demonstrated without the formation of the ligation product through unbound fragments 

(background reaction). In later experiments the amount of the formed product was  

quantified via HPLC-QTOF-MS. Furthermore using the crystal structure with the co-

crystallized ligation product the reaction mechanism of the templated amidation reaction 

have been clarified. Finally, reaction conditions were found that allow the formation of 

active esters from carboxylic acids in microtiter plates.  

In the second part an in-situ screening against the NS2B-NS3 protease of the west-

nile virus was conducted. Firstly, a library containing 1615 carboxylic acid fragments 

were supposed to be linked to an amine fragment. In this case the used amine fragment 

was a known S1-binding ligand of the WNV protease. In the starting experiments several 

reaction conditions were investigated to find an efficient way to convert the carboxylic 

acids to the respective amides. The activation via HBTU/DIPEA in a DMF/DMSO- 

mixture and the activition with DCC/DMAP in dioxane were found to be effective and 

were subsequently used for the protease screening. To detect inhibiting amides an enzyme  

activity assay was performed using a fluorogenic substrate. As a support in-silico methods 

were used. After the validation of the identified screening hits using several hit selection 

approaches, three different hit-structure groups were chosen. One compound representing 

each group was synthesized in a larger scale and further investigated. For the best  

fragment-combination CA3-Amid, an IC50 
-value of 2.66 µM was found.      
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1. Einleitung 

1.1. Fragment-basierte Wirkstoffentwicklung 

Fragment-basierte Methoden zur Entwicklung neuer Arzneistoffe werden mittlerweile 

seit über 20 Jahren sowohl in den Universitäten als auch in der Pharmaindustrie einge-

setzt.[1-3] Jährlich erscheint eine große Anzahl an Publikationen, die von der Entdeckung 

neuer Leitstrukturen oder der Aufklärung biologischer Prozesse berichten, welche auf 

Erkenntnissen aus Fragment-basierten Versuchsansätzen beruhen.[4, 5] So ist es auch nicht 

verwunderlich, dass der Ansatz bisher über 30 Arzneistoffkandidaten hervorgebracht hat, 

welche es in die klinische Entwicklung geschafft haben. Im Fall von Vemurafenib[6] und 

Venetoclax[7] reichte es sogar bis hin zur Marktreife (s. Abb. 1.1). 

Abbildung 1.1. Dargestellt sind die beiden ersten Arzneistoffe auf dem Markt, die aus Fragment-basierten 

Wirkstoffkampagnen hervorgegangen sind. 

Fragmente besitzen in der Regel eine Molekülmasse von unter 300 Da. Was den Einsatz 

von Fragmenten als Startpunkt zur Wirkstoffsuche so attraktiv macht, ist die Tatsache, 

dass ein gefundenes Fragment zwar groß genug ist um Wechselwirkungen zu einer be-

stimmten Zielstruktur zu ermöglichen, gleichzeitig aber zu klein ist, um energetisch un-

günstige Interaktionspunkte zu verursachen, die einer Bindung wieder entgegenwirken-

würden.[8] Den Grundstein für Fragment-basierte Wirkstoffentwicklung lieferte dabei eine 

Arbeit von Jencks aus dem Jahre 1981. Darin werden Berechnungen aufgestellt, aus de-

nen hervorgeht, dass die Bindungsenergie zweier verknüpfter Fragmente größer als die 
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Summe der Bindungsenergien der Einzelfragmente sein kann.[9] Ein einzelnes Fragment 

bildet aufgrund seiner geringen Größe meist nur wenige, schwache Interaktionen aus. 

Durch geschickte Verlängerung eines ersten gefundenen „Primär“-Fragments, können je-

doch durch Anhängen weiterer funktioneller Gruppen (Fragment-Elongation bzw.  

„-Growing“) oder durch Verknüpfung mit weiteren, benachbart-bindenden Fragmenten 

(Fragment-Ligation) neue Interaktionspunkte zum Zielprotein entstehen, womit dann ins-

gesamt eine sehr hohe Affinität zur Zielstruktur möglich wird (s. Abb. 1.2).[10]  

Abbildung 1.2. Dargestellt sind zwei Möglichkeiten zur Verlängerung von Primärfragmenten.  Bei der 

Fragment-Elongation wird zunächst Kontakt mit der Oberfläche erzeugt und dann versucht das Primärfrag-

ment in benachbarte Bindungstaschen „wachsen“ zu lassen. Die Fragment-Ligation zielt darauf ab, in be-

nachbarte Bindungstaschen bindende Fragmente über einen Linker miteinander zu verknüpfen.  

Eine erste praktische Anwendung dieser aufgestellten These findet sich in einer Arbeit 

von Fesik aus dem Jahre 1996, in der von der Entwicklung einer NMR-basierten Methode 

berichtet wird („SAR by NMR“). Diese ermöglichte es niedrigaffine Fragment-Liganden 

in benachbarten Bindungstaschen aufzuspüren, welche dann durch Verknüpfung zu ei-

nem hochaffinen Fragment-Ligationsprodukt umgesetzt werden konnten.[11] Der große 

Vorteil von Fragment-basierten Ansätzen ist dabei die Möglichkeit bereits mit verhält-

nismäßig kleinen Bibliotheken, durch geschickte Elongation bzw. Ligation der Frag-

mente, einen sehr großen „chemischen Raum“ abzudecken. Diese strukturelle Vielfalt 

ermöglicht es die Methode an einem großen Spektrum möglicher Zielstrukturen einzu-

setzen. In der Regel werden dabei Bibliotheken bestehend aus mehreren Hundert bis Tau-

send Fragmenten verwendet. Im Vergleich zu den meist mehrere Hunderttausend bis Mil-

lionen Substanzen umfassenden, standardmäßig im Zuge von Hochdurchsatz-Screenings 

eingesetzten Substanzbibliotheken, sind die Anschaffungskosten von Fragment-Biblio-

theken damit erheblich geringer. Dies macht die Methode besonders auch für Universitä-

ten und kleinere Unternehmen attraktiv. 
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Zu Beginn jedes Fragment-basierten Ansatzes steht zunächst die Suche nach Primärfrag-

menten. Dabei werden im Zuge eines Primärscreenings eine kleine Auswahl oder bereits 

ganze Bibliotheken von Fragmenten auf die Bindung an eine bestimmte Zielstruktur ge-

testet. Die Detektion dieser Bindung kann sich dabei als schwierig herausstellen, da die 

Fragmente, aufgrund ihrer geringen Größe und damit verbunden einer nur geringen An-

zahl möglicher Interaktionspunkte, lediglich eine geringe Affinität zum Zielmolekül auf-

weisen (meist im hohen mikromolaren bis millimolaren Bereich).  

Die Detektionsmöglichkeiten waren hier in der Vergangenheit stark begrenzt, je-

doch gelang es mit voranschreitender Technik und immer sensitiver werdenden Metho-

den, besonders durch Verwendung von biophysikalischen Detektionsmethoden, wie 

NMR-Spektroskopie,[12] Röntgenkristallographie[13] oder Oberflächenplasmonenreso-

nanz,[14] immer zuverlässiger erste Primärfragmente zu identifizieren. Diese Detektions-

methoden eignen sich dazu eine Bindung nachzuweisen und liefern im Fall der Röntgen-

kristallographie sogar strukturelle Daten zur Bindung des Fragments an die Zielstruktur. 

Sie haben jedoch den Nachteil, dass sie bisher kostenintensiv und zeitaufwendig sind und 

sich daher eher für kleinere Maßstäbe eignen.  

Neben den biophysikalischen Detektionsmethoden, dem Thermal Shift Assay[15] 

und der isothermen Titrationskalorimetrie,[16] erfreuen sich heutzutage vor allem Bio- 

assays großer Beliebtheit. Besonders häufig werden hier Enzymaktivitäts-Assays mit 

Fluoreszenzsubstraten[17-19] und Bindungsassays mit Fluoreszenzpolarisationssonden[20] ein-

gesetzt. Bioassays bieten den Vorteil, dass hier direkt eine Aussage zur resultierenden 

Bioaktivität der jeweiligen Zielstruktur getroffen werden kann. Die anderen gängigen De-

tektionsmethoden lassen lediglich Aussagen zur Bindung der Substanz zu. Erwähnt wer-

den muss in diesem Zusammenhang jedoch auch, dass dieser Vorteil mit einer erhöhten 

Anfälligkeit für falsch-negativ und -positiv Aussagen einhergeht, was durch Interferen-

zen der Testsubstanz mit dem Detektionssignal oder bestimmten Assaybestandteilen 

(z. B. dem Zielprotein) bedingt ist.[21]  

Trotz der großen Fortschritte im Bereich der Detektionsmöglichkeiten von Pri-

märfragmenten, haben alle bisherigen Methoden gemein, dass auf die eigentlich wichtige 

Frage zur Optimierung dieser ersten Primärhits keine Antwort gegeben wird: Wie kann 
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ein solches Fragment vergrößert oder mit einem benachbart-bindenden Fragment ver-

knüpft werden, um in den wirklich hochaffinen Bindungsbereich vorzustoßen? Das An-

hängen weiterer funktioneller Gruppen (Fragment-Elongation), mit der Absicht das Frag-

ment aus der Bindungstasche heraus „wachsen“ zu lassen, stellt meist ein zeitintensives 

und chemisch aufwendiges Unterfangen dar.[22]  

Auch die zweite Methode zur Fragment-Optimierung sieht leider nur auf dem Pa-

pier leicht aus. Zwei Fragmente werden hierbei durch einen Linker miteinander verknüpft 

und im Idealfall resultiert daraus eine Fragment-Kombination, welche eine superadditive 

Bindungsenergie im Vergleich zu den Einzelfragmenten aufweist. Die Suche nach einem 

geeigneten Linker stellt jedoch oft eine komplexe Herausforderung dar.[23] Dieser muss 

nämlich bewerkstelligen, dass die beiden Fragmente auch in verknüpfter Form möglichst 

den identischen ursprünglichen Bindungsmodus einnehmen können. Gleichzeitig muss er 

selbst möglichst spannungsfrei sein und gleichzeitig dazu in der Lage sein die zwei Frag-

mente in Position zu halten.[24] Dies funktioniert in der Realität oft nur mäßig (mit subad-

ditiver Bindungsenergie als Ergebnis) oder manchmal auch gar nicht.[25, 26] 

1.2. Templat-unterstützte Methoden 

Aufgrund der potentiellen Möglichkeit synergistische Effekte mit superadditiven Bin-

dungsenergien als Resultat zu erzielen, ist die Fragment-Ligation besonders reizvoll hin-

sichtlich der Optimierung von Primärfragmenten. Dieser stehen jedoch oben genannte 

Schwierigkeiten im Weg. Eine elegante Lösung zu dieser Problematik lieferten Huc und 

Lehn im Jahr 1997 mit ihrer Veröffentlichung zu Virtual combinatorial libraries.[27] Sie 

verwendeten dabei einen für dynamic combinatorial chemistry (DCC) typischen Ver-

suchsansatz: Zwei Gruppen von Fragmenten werden eingesetzt mit jeweils komplemen-

tären reaktiven Gruppen. Eine Gruppe trägt eine Aldehyd-Funktion, die andere eine  

Amin-Funktion. Ein Gemisch dieser Fragmentgruppen führt zur Entstehung komplexer 

Gleichgewichte aus den Fragmenten sowie allen möglichen Ligationsprodukten (Imine) 

der jeweiligen Fragment-Kombinationspaare. Die Fragmente wurden dabei so gewählt, 

dass bei der Reaktion bereits bekannte Carboanhydrase II-Inhibitoren entstehen. Nach 

Zugabe der Zielstruktur Carboanhydrase II konnte eine Verschiebung der Gleichgewichte 
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zugunsten der Ligationsprodukte mit den höchsten Affinitäten zu Carboanhydrase II 

nachgewiesen werden. Der Produktnachweis erfolgte hierbei nach Reduktion der Imine 

durch NaCNBH3, in Form der entsprechenden sekundären Amine, mittels HPLC.  

Diese Methode[28] nutzt also den durch das Zielprotein bzw. Templat bedingten 

Selektionsdruck auf ein dynamisches Gleichgewichtssystem aus, um das am stärksten 

gebundene bzw. am besten stabilisierte Kombinationsprodukt nachweisen zu können. In-

zwischen existieren zahlreiche Berichte über den erfolgreichen Einsatz von Zielproteinen 

als Templat für DCC-Versuchsansätze.[29] Trotz der Vielzahl der Veröffentlichungen zu 

DCC erlangte die Methode keine praktische Bedeutung. Da das Templat hier nur zur Bin-

dung und Stabilisation der bereits verknüpften Fragmente verwendet wird, muss es na-

hezu äquimolar zu den Fragmenten bzw. den Fragment-Kombinationsprodukten einge-

setzt werden, was sehr kostenintensiv ist.[28] Weiterhin fehlen Möglichkeiten zur direkten 

Bewertung der Bioaktivität der gebildeten Produkte und das Entstehen labiler Produkte 

macht Folgereaktionen notwendig (z. B. Reduktion mit NaCNBH3), um stabile nachweis-

bare Reaktionsprodukte zu erhalten. All dies macht die Methode unpraktikabel.   

Doch die jeweilige Zielstruktur kann nicht nur als Templat zum Nachweis des 

besten Binders einer kombinatorischen Fragment-Bibliothek genutzt werden. Das Ziel-

protein bzw. Templat kann ebenfalls dazu eingesetzt werden, die Reaktion bzw. Ligation 

der beiden Fragmente aktiv in Form einer Proteintarget-geleiteten Synthese (kinetic tar-

get-guided synthesis) zu induzieren (s. Abb. 1.3).[3]  

Abbildung 1.3. Schema einer Templat-unterstützten Fragment-Ligation. Nach Bindung der beiden Frag-

mente an das Templat und nachfolgender Ligation der Fragmente dissoziert das Fragment-Kombinations-

produkt wieder (reversible Ligation) oder bleibt als stabiles Produkt erhalten (irreversible Ligation). 



1. Einleitung 

8 

Notwendige Bedingung für diesen Templat-Effekt ist die vorherige Bindung der beiden 

Fragmente in benachbarte Bindungstaschen. Das Templat führt so zu einer erhöhten „ef-

fektiven Molarität“ der Fragmente, da deren komplementäre reaktive Gruppen in räumli-

che Nähe zueinander dirigiert werden. 

Im Lauf der Zeit wurde die Templat-unterstützte Fragment-Ligation immer popu-

lärer. Gleichzeitig wurde auch stetig von neuen Reaktionen berichtet,[30] die Templat-un-

terstützt durchgeführt werden konnten und so das Spektrum einsetzbarer Reaktionstypen 

immer mehr vergrößerten (s. Tabelle 1.1). Doch nicht nur reversible (also im Gleichge-

wicht stehende) Reaktionen konnten erfolgreich Templat-unterstützt eingesetzt werden, 

inzwischen existieren auch zahlreiche Beispiele von irreversiblen Reaktionen.[30]  

Tabelle 1.1. Beispiele Templat-unterstützter Fragment-Ligationsreaktionen[30] 

  
[19, 31] 

[19, 32] 

[17, 18, 33] 

[34-36] 

[37] 

[38, 39] 

[40, 41] 

[42, 43] 

[44] 

[45, 46] 

[47-49] 

[50] 
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Die größte Relevanz besitzt hier die von Sharpless et al. veröffentlichte Protein-templierte 

Version der Click-Reaktion, bei der Azide und Alkine zu 1,2,3-Triazolen umgesetzt wer-

den.[51]  

1.3. Dynamisches Ligationsscreening – DLS 

Das dynamische Ligationsscreening (dynamic ligation screening) ermöglichte es erst-

mals die dynamische, Templat-unterstützte Synthese von Fragment-Kombinationspro-

dukten sowie deren direkte Testung auf eine mögliche Hemmung der Zielstruktur inner-

halb eines Assays zu kombinieren.[17] Auch diese Methode nutzte in ihren Anfängen Frag-

mentgruppen mit Aldehyd- und Amin-Funktionen mit den entsprechenden Iminen als 

mögliche Ligationsprodukte (s. Abb. 1.4). In späteren Arbeiten konnten jedoch auch an-

dere nukleophile Fragmente, wie bspw. Alkohole und Thiole eingesetzt werden.[19]  

Ein gefundenes, erstes Primärfragment wird bei dieser Methode als dirigierende 

chemische Sonde eingesetzt, welche es ermöglicht, Fragmente mit komplementärer reak-

tiver Gruppe direkt auf „Passen“ auf benachbarte, im Enzym vorhandene Bindungstas-

chen zu überprüfen. Die erhaltenen reversibel-verbundenen Fragment-Kombinationspro-

dukte werden anschließend direkt, ohne vorherige Stabilisierung des Produkts, mittels 

Kompetitionsassay auf das mögliche Ausmaß der Verdrängung eines fluorogenen Repor-

tersubstrats vom aktiven Zentrum des Zielproteins hin getestet. Somit kann eine sofortige 

Aussage über die Aktivität des jeweiligen Zielenzyms und damit über die hemmenden 

Eigenschaften des gebildeten Ligationsprodukts getroffen werden. Durch Ausnutzen der 

immer weiter voranschreitenden Enzymreaktion findet eine stetige Verstärkung des 

Messsignals durch zunehmende Freisetzung des Fluorophors statt, bei gleichzeitigem 

Einsatz von nur geringen Proteinmengen. Die Detektion der Bindung des Imin-Ligations-

produkts erfährt dabei aufgrund der Affinitätssteigerung des Kombinationsprodukts eine 

deutliche Erhöhung der Sensitivität im Vergleich zum Bindungsnachweis der Einzel-

fragmente. Aussichtsreiche Kandidaten werden im Anschluss mittels weiterer chemischer 

Schritte (z. B. reduktive Aminierung mit NaCNBH3) in den irreversibel-verbundenen In-

hibitor umgewandelt und weiteren Tests unterzogen. Durch DLS kann so ein ortsaufge-

löstes Screening in einfachen Mikrotiterplatten im Hochdurchsatzformat durchgeführt 
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werden. Eine später verwendete modifizierte Version dieses Assayformats nutzte En-

zymsubstrate, die selbst eine reaktive Gruppe tragen und somit mit potentiell bindenden 

Fragmenten reagieren können.[19, 20] Die Ligation von Substrat mit einem passenden Frag-

ment führt dann zu einer Erhöhung der Substrataffinität zum Zielprotein, was mit einem 

erhöhten Substratumsatz einhergeht. Dieses Format wird Substrat-Verstärkungsassay ge-

nannt.[20] Andere Modifikationen des DLS erlaubten dann die Verwendung von FRET-

Substraten[18] sowie die Ausweitung auf das große Feld der Proteinbindungsassays.[52] 

Durch Einsatz von Fluoreszenspolarisationssonden war es hier erstmals möglich auch 

Fragment-Kombinationen an nichtenzymatischen Bindungsstellen zu identifizieren.[52] 

Abbildung 1.4. Schematische Darstellung des dynamischen Ligationsscreenings. Aldehyd- und Amin-

Fragment reagieren in einer Gleichgewichtsreaktion zum Imin-Ligationsprodukt. Die Bindung der Frag-

mente in benachbarte Bindungstaschen des Zielproteins führt durch dessen Templat-Effekt zur Verschie-

bung der Gleichgewichtslage in Richtung des Imin-Ligationsprodukts (Templat-unterstützte Fragment-Li-

gation). Da sowohl die Fragmente als auch das Fragment-Ligationsprodukt mit dem Fluoreszenzsubstrat 

um das Enzym konkurrieren, kann die Bildung eines Fragment-Ligationsprodukts durch eine deutliche Re-

duktion des Substratumsatzes detektiert werden, welche im Idealfall zur superadditiven Inhibition im Ver-

gleich zu den Einzelfragmenten führt.[17]  
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1.4. Enzyminhibitoren als Arzneistoffe 

Enzyme sind ubiquitär in lebenden Organismen und sind dort in nahezu alle Stoffwech-

selvorgänge eingebunden. Als biologische Katalysatoren sind sie dazu in der Lage, die 

Einstellung chemischer Reaktionsgleichgewichte enorm zu beschleunigen, indem sie zu 

einer Senkung der Aktivierungsenergie der jeweiligen Reaktionen führen. Das Molekül, 

das im Zuge einer solchen katalysierten Reaktion im aktiven Zentrum des Enzyms um-

gesetzt wird, bezeichnet man als Substrat. Sowohl die Katalyse als auch die spezifische 

Erkennung des Substrats ist durch die einzigartige dreidimensionale Struktur des Enzyms 

bedingt. Nur wenn das Substrat an die jeweilige Bindungsstelle „passt“ und sich in der 

richtigen Position im aktiven Zentrum befindet, ist eine Reaktion möglich. Die Erken-

nung erfolgt dabei über spezifische Wechselwirkungen vermittelt durch Wasserstoffbrü-

cken, ionische Wechselwirkungen, Metallkomplexierung, hydrophobe Wechselwirkun-

gen sowie Kation-π-Elektronen-Wechselwirkungen.[53] Je stärker und je zahlreicher diese 

Interaktionen sind, desto höher ist die Affinität des jeweiligen Substrats. Moleküle, die 

ebenfalls dazu in der Lage sind, in Wechselwirkung mit dem Enzym zu treten und 

dadurch die Bindung und Umsetzung eines physiologischen Substrats verhindern, nennt 

man Enzymhemmstoffe oder auch Inhibitoren.  

Solche Enzyminhibitoren stellen eine wichtige Arzneistoffklasse dar,[54] da der 

Mensch zwar über effiziente Regulationsmechanismen der zahlreichen körpereigenen 

Enzyme verfügt, es jedoch auch immer wieder zu Fehlregulationen im Körper kommen 

kann. Dies kann wiederum zu Überexpression oder Überaktivität bestimmter Enzyme 

führen, was bei der Entstehung zahlreicher Krankheitsbilder eine Rolle spielt. Doch nicht 

nur der Mensch ist auf eine normale Funktion von Enzymen angewiesen, auch für 

Mikroorganismen ist sie essenziell und eine Hemmung kann zu deren Schädigung führen. 

Somit stellt die Abwehr und Bekämpfung von Infektionen ein weiteres großes Einsatzge-

biet für Enzyminhibitoren dar, wobei hier immer auch die Selektivität gegenüber den 

menschlichen Enzymen von Bedeutung ist.  
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1.5. Proteasen als Zielstruktur 

Die Klassifizierung verschiedener Enzyme erfolgt über das jeweilige Substrat, welches 

umgesetzt wird: Im Fall von Peptidbindungen (Amidbindung zwischen zwei Aminosäu-

ren) spricht man hier von Peptidasen. Werden größere Proteine gespalten spricht man 

auch von Proteasen.[55] Proteasen sind wichtige Zielstrukturen von Arzneistoffen,[56] was 

sich anhand zahlreicher Beispiele belegen lässt (s. Tabelle 1.2). Inhibitoren von Proteasen 

stellen oft Peptidmimetika dar oder besitzen Übergangszustands-ähnliche Strukturen.[57] 

Neben reversiblen Hemmmechanismen existieren auch zahlreiche irreversible Bindungs-

mechanismen, welche die für die Katalyse wichtigen Seitenketten im katalytischen Zent-

rum zum Ziel haben.[58, 59]  

Tabelle 1.2. Beispiele von Proteasen als Arzneistoff-Zielstruktur  

[60] 

[61] 

[62] 

[63] 

[64] 
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Für die Spaltung von Peptiden/Proteinen müssen Peptidbindungen aufgebrochen werden, 

welche die einzelnen Aminosäuren miteinander verknüpfen. Zur Erkennung der Substrate 

besitzen Proteasen dabei in der Regel ausgedehnte Bindungsstellen mit definierten Bin-

dungstaschen für jede einzelne Aminosäure der Erkennungssequenz des Substrats. Diese 

stark ausgesprägten Bindungsstellen lassen sich jedoch ebenfalls durch andere Protein-

liganden (proteinbindende Moleküle) nutzen und so eignen sich Proteasen von Natur aus 

auch ideal für Fragment-Ligationsmethoden.[25, 65] 

Um die Spezifität einer Protease bzw. ihrer Spaltsequenz zu beschreiben, führten 

Schechter und Berger im Jahr 1967 das nach ihnen benannte Nomenklatur-Modell[66] ein 

(s. Abb. 1.5). In diesem Modell wird die Spaltstelle mit Sitz des katalytischen Zentrums 

flankiert von den zur Erkennung und Unterbringung der einzelnen Aminosäureseiten- 

ketten verantwortlichen Bindungsstellen bzw. -taschen. Per Definition werden die 

Aminosäureseitenketten mit P bezeichnet und deren komplementäre Bindetaschen mit S. 

Links der Spaltstelle (zum N-Terminus des Substrats hin) wird beginnend mit der ersten 

Position neben der Spaltstelle aufwärts S1, S2, S3 etc. gezählt, rechts (zum C-Terminus 

des Substrats hin) mit S1’, S2’, S3’ etc.  

Abbildung 1.5. Schematische Darstellung der Schechter-Berger Nomenklatur. Die Schnittstelle ist durch 

einen roten Pfeil dargestellt. 

Verschiedene Proteasen besitzen hier unterschiedliche Vorraussetzungen, die erfüllt sein 

müssen, damit eine Spaltung erfolgt. Unterschiede bestehen hier sowohl hinsichtlich dem 

Ausmaße, in dem diese Bindungsstaschen besetzt sein müssen als auch hinsichtlich der 

Seitenketten die darin akzeptiert werden.   
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1.6. Serin-Proteasen 

Auf Grundlage des katalytischen Mechanismus, der zur Spaltung der Amidbindung führt, 

lassen sich Proteasen in verschiedene Gruppen einteilen. Der Großteil der Proteasen lässt 

sich dabei den vier großen Gruppen der Serin-, Cystein-, Aspartat- und Metallo-Proteasen 

zuordnen. Namensgebend ist hier jeweils die für das Ablaufen der Reaktion maßgebliche 

funktionelle Gruppe. Serin-Proteasen lassen sich gemäß ihrer Substratspezifität weiter in 

die drei großen Kategorien der Trypsin-ähnlichen (Spaltung nach basischer Aminosäure), 

Chymotrypsin-ähnlichen (Spaltung nach Aminosäuren mit voluminösen hydrophoben 

Resten) und Elastase-ähnlichen (Spaltung nach Aminosäuren mit kleinen aliphatischen 

Resten) Proteasen unterteilen. Das katalytische Zentrum der Serin-Proteasen beinhaltet 

die katalytische Triade, welche neben einer Serin-Seitenkette, noch aus einer Histidin-

Seitenkette und einer Aspartat- oder Glutamat-Seitenkette besteht (s. Abb. 1.7). Aufgrund 

dieser, in allen Serin-Proteasen gleichermaßen vohandenen strukturellen Gegebenheiten, 

existiert eine Reihe funktioneller Gruppen, die inhibitorische Wirkung auf fast das ge-

samte Spektrum der verschiedenen Serin-Proteasen besitzen. Meist sind dies Elektro-

phile, die das katalytische Serin binden (s. Abb. 1.6).[67, 68]  

Abbildung 1.6. Schematische Darstellung einiger universeller Serin-Protease Inhibitoren.  
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Abbildung 1.7. Schematische Darstel-

lung des Katalysemechanismus von 

Serin-Proteasen.[69]  

Die Nummerierung der Aminosäuren 

entspricht der Primärstruktur des Rinder-

Chymotrypsinogens, welche u. a. auch 

für Trypsin und Faktor Xa gilt.   

(A) Im aktiven Zentrum erfolgt ein nuk-

leophiler Angriff von Serin an der Spalt-

stelle des Substrats. Histidin und Aspara-

ginsäure sorgen als weitere Bestandteile 

der katalytischen Triade für eine korrekte 

Positionierung des Serins, sowie durch 

die basischen Eigenschaften von Histidin 

für eine Polarisierung mit anschließen-

dem Protonenabzug am Serin. Hierdurch 

wird dessen Nukleophilie erhöht und der 

Angriff am Substrat erleichtert. Die re-

sultierende Ladung am Histidin wird 

durch die Asparaginsäure stabilisiert. (B) 

Es entsteht ein kurzlebiger tetraedrischer 

Übergangskomplex mit negativer La-

dung am Sauerstoffatom. Die Ladung 

wird über Wasserstoffbrücken im Oxya-

nionen-Loch stabilisiert. Der Komplex 

zerfällt unter Eliminierung der Amin-Komponente des Substrats. Dieser Zerfall wird durch Übertragung 

des Protons vom Histidin auf die Amin-Funktion des Spaltprodukts erleichtert. (C) Ein Acyl-Enzym Inter-

mediat entsteht. Dieses Ester-Zwischenprodukt wird im Anschluss durch Wasser angegriffen. Dabei erfolgt 

abermals eine Polarisation mit anschließender Deprotonierung durch Histidin-57, was den nukleophilen 

Angriff des Wassers erleichtert. (D) Ein zweiter tetraedrischer Übergangskomplex wird gebildet. (E) Der 

Zerfall dieses zweiten Komplexes führt zur Freisetzung des Carbonsäure-Produkts mit gleichzeitiger Re-

generierung der katalytischen Triade.   
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1.7. Faktor Xa 

Ein bekannter Vertreter der Serinproteasen ist Faktor Xa, welcher auch Stuart-Prower-

Faktor (aktiviert) oder Prothrombinase genannt wird. Aufgrund seiner Aminosäurese-

quenz-Homologie lässt sich Faktor Xa der Chymotrypsin-Familie zuordnen.[70, 71] Faktor 

Xa ist ein Gerinnungsfaktor und nimmt in der Blutgerinnungskaskade des Menschen eine 

zentrale Rolle ein (s. Abb. 1.8). Im Körper wird zunächst die inaktive Vorstufe (auch: 

Zymogen) Faktor X gebildet, welche dann bei Bedarf durch Proteolyse aktiviert wird. 

Diese Proteolyse kann auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen, dem intrinsischen und 

dem extrinsischen Weg. Die Spaltung führt dabei zu einer Konformationsändernung des 

Faktor X, welche das aktive Zentrum für das Substrat „empfänglich“ macht und damit 

das Enzym in seine aktive Form (Faktor Xa) überführt. Die Aktivierung durch Proteolyse 

ist auch bei anderen Gerinnungsfaktoren wie bspw. Faktor II, IX und XI bekannt, welche 

ebenfalls Serin-Proteasen darstellen. Im Anschluss an die Aktivierung folgt eine über 

Calcium-Ionen vermittelte Bindung von Faktor Xa an Phospholipidmembranen sowie die 

Rekrutierung von Faktor Va als Kofaktor. Dieser auch als Prothrombinase-Komplex be-

zeichnete Komplex ist nun dazu in der Lage, Prothrombin zu spalten, was mit dessen 

Aktvierung zu aktivem Thrombin einhergeht.[72] Weitere Schritte führen über Thrombus-

Bildung, Fibrinpolymerisation und Quervernetzung der Fibrinstränge zu einem Stoppen 

der Blutung.  

Was bei der Verletzung von Blutgefäßen gewollt ist, kann verbunden mit be-

stimmten Vorerkrankungen zu schwerwiegenden thromboembolischen Ereignissen füh-

ren. So sind gerinnungshemmende Medikamente (Antikoagulantien) u. a. zur Throm-

boseprophylaxe nach Operationen, Schlaganfällen und Herzinfarkten sowie bei koronarer 

Herzkrankheit, Lungenembolien, tiefen Venenthrombosen und Vorhofflimmern ange-

zeigt. Da bei den bisherigen Therapieoptionen aufgrund fehlender oraler Bioverfügbar-

keit[73] (Heparine) sowie geringer therapeutischer Breite[74, 75] (Vitamin-K-Antagonisten 

vom Cumarintyp) noch dringend nach Alternativen gesucht wurde, war die Entwicklung 

von direkten oralen Antikoagulantien in Form von Thrombin- und Faktor Xa-Hemmstof-

fen ein großer Fortschritt.[69, 76]  
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Abbildung 1.8. Schematische Darstellung der Blutgerinnungskaskade und deren Hemmung durch 

Arzneistoffe.[69] Bei der Auslösung der Kaskade wird zwischen dem intrinsischen und dem extrinsischen 

Weg unterschieden. Beide Wege führen zur Aktivierung von Faktor Xa. Dieser Kaskadenmechanismus 

startet mit wenigen aktivierten Faktoren und führt dann zu einer lawinenartigen Aktivierung von einer mas-

siven Anzahl nachfolgender Faktoren. Gleichzeitig wirken die Gerinnungsfaktoren über Rückkopplungs-

mechanismen auf höhere Ebenen der Kaskadenhierarchie zurück, sodass eine sehr schnelle Reaktion auf 

den Auslöser möglich ist. Bei thromboembolischen Erkrankungen sowie zu deren Prophylaxe, ist die (über-

schießende) Blutgerinnung jedoch unerwünscht, weswegen im Laufe der Zeit zahlreiche Arzneimittel mit 

unterschiedlichen Angriffspunkten entwickelt wurden.  

Mechanismus Cumarine: Bei der Synthese in der Leber werden die Gerinnungsfaktoren II, VII, 

IX, X am γ-C-Atom bestimmter Glutamatreste carboxyliert. Diese Carboxylierung ist nötig, um über Cal-

cium-Ionen an die Phospholipidmembranen der Thrombozyten zu binden. Für die Carboxylierung ist Vita-

min K notwendig, dessen Stoffwechsel durch Cumarine (Vitamin-K-Antagionisten) gehemmt wird.  

Mechanismus Heparine: Heparine komplexieren Antithrombine. Allen voran führt der Komplex 

mit Antithrombin III dabei zu einer enormen Beschleunigung der Inaktivierung von aktivierten Gerinnungs-

faktoren.  
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Da Faktor Xa (s. Abb. 1.9) eine hohe Spezifität für basische Aminosäuren, insbesondere 

für Arginin, in der S1-Bindetasche besitzt,[71] enthielt die erste Generation von Inhibitoren 

nahezu ausnahmslos sog. Arginin-Mimetika in Form von bis-Amidinen oder anderen ba-

sischen Gruppen.[77, 78] Arginin und dementsprechend auch dessen Mimetika führen über 

die Ausbildung einer ionischen Wechselwirkung mit der Aspartyl-Seitenkette von Asp-

189 zu einer besonders starken und wichtigen Interaktion.[79] Der Einsatz solcher basischen 

Gruppen führt unter physiologischen Bedingungen jedoch zu einer positiven Ladung des 

Inhibitors, weswegen die erste Inhibitor-Generation nahezu nicht oral bioverfügbar  

war.[80, 81] In den folgenden Jahren konzentrierte sich die Forschung daher darauf die Ami-

din-Funktion durch weniger polare und vor allem weniger basische Gruppen zu erset-

zen.[82, 83]  Ein großer Paradigmenwechsel fand statt, als entdeckt wurde, dass mit nur 

geringen Affinitätseinbußen in S1 auch ein Arylhalogen toleriert wird, was durch eine 

starke hydrophobe Edge-to-Face-Hal…π-Wechselwirkung mit dem Arylrest von Tyr-228 

ermöglicht wird.[84, 85] Damit waren nachfolgende Inhibitoren nicht mehr auf die Interaktion 

mit Asp-189 angewiesen, womit auch auf basische Gruppen verzichtet werden konnte. 

Folgearbeiten führten dann schließlich zur Entwicklung und Zulassung von Rivaroxaban 

im Jahr 2008.[60] Später folgten die Zulassung von Apixaban[86] (2011) und Edoxaban[87] 

(2015).   
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Abbildung 1.9. (A) Cartoon-Darstellung von Fakor Xa (Helices = rot; Faltblätter = gelb; Loop-Regionen 

= grün). (B) Darstellung der Faktor Xa-Oberfläche (links; grau = Kohlenstoff; rot = Sauerstoff; blau = 

Stickstoff; gelb = Schwefel) sowie einer Vergrößerung des katalytischen Zentrums mit benachbarten Bin-

deregionen (rechts). Die S1-Tasche stellt die für die Spezifität entscheidende Bindetasche dar. Aufgrund 

der Asparaginsäure-189 am Boden der Tasche werden bevorzugt basische Aminosäuren wie bspw. Arginin 

gebunden, mit denen eine starke ionische Wechselwirkung möglich ist. S2 ist nur gering ausgeprägt, wes-

wegen hier bevorzugt kleine Aminosäuren wie Glycin gebunden werden. Die S3 „Tasche“ bietet keine 

nennenswerte Vertiefung mit der Wechselwirkungen möglich sind. S4 wird von Tyr-99, Trp-215 und Phe-

174 gebildet (nicht eingezeichnet) und erzeugt aufgrund der hydrophoben aromatischen Reste die sog. aro-

matic box. In diesem Bereich befinden sich ebenfalls die Carbonylgruppen der Aminosäuren Lys-96, Glu-

97 und Thr-98 (nicht eingezeichnet), welche eine elektronegative Kavität bilden, das sog. Kationenloch. 

Daher werden in S4 sowohl hydrophobe als auch basische Reste akzeptiert.[79] (PDB: 5k0H) 
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1.8. West-Nil-Virus NS2B-NS3-Protease 

Das West-Nil-Virus ist ein pathogenes Virus der Gattung Flavivirus (Familie: 

Flaviridae).[88] Zu dieser Gattung gehören ebenfalls das Zika-Virus (ZIKV), das Dengue 

Virus (DENV), das Gelbfieber-Virus (YFV), das Japanische Enzephalitis-Virus (JEV) 

sowie das FSME-Virus (TBE).[89] Die Übertragung des Virus erfolgt durch Mosquitos. Die 

erstmalige Identifizierung erfolgte 1937. Berichte über Ausbrüche in Asien, Europa und 

Afrika sind aus den 1950er bis 1980er Jahre bekannt.[90] In den Fokus der Öffentlichkeit 

rückte das durch den West-Nil-Virus übertragene West-Nil-Fieber erstmals in den 1990er 

Jahren, da Frequenz, Schweregrad und geographische Ausbreitung immer mehr zunah-

men und erste Fälle dann schließlich auch in Nord- und Südamerika gemeldet wurden.[91]  

Heute wird das West-Nil-Virus als einer der wichtigsten Verursacher von viraler 

Enzephalopathie überhaupt angesehen.[92] Bisher existieren hier jedoch weder ein geeig-

neter Impfstoff[93] noch eine gezielte antivirale Therapie.[94] Etwa 80 % der West-Nil-Fie-

ber-Infektionen verlaufen milde und symptomlos. In den restlichen 20 % der Fälle äußert 

sich eine Infektion in Form einer fiebrigen Episode verbunden mit Kopf-, Gelenk-, und 

Muskelschmerzen sowie Müdigkeit, Verdauungsbeschwerden, Hautausschlägen und 

Lymphadenopathie.[95] Bei einem geringen Prozentsatz der Erkrankungen (in 1 von 150 

Fällen) dringt das Virus jedoch auch in das zentrale Nervensystem ein, wo es zu Menin-

gitis, Enzephallitis sowie akut auftretender, schlaffer Parese führen kann.[96] Besonders 

gefährdet sind hier ältere und immunsupprimierte Menschen.[97] 

Das West-Nil-Virus-Genom enthält einen 11 kb großen, positivsträngigen RNA-

Einzelstrang, welcher direkt nach der Infektion translatiert werden kann. Codiert werden 

von diesem Strang die drei Strukturproteine (Kapsid-, Hüll-, und Membran-Protein) so-

wie die sieben Funktions-Proteine (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, und NS5).[90] 

Das Protein NS3 besitzt eine Helikase-Domäne und eine Protease-Domäne, welche über 

einen kurzen Linker miteinander verbunden sind. Die Protease-Domäne ist erst nach Bin-

dung des Kofaktors NS2B enzymatisch aktiv.[98]  
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Als NS2B-NS3-Protease besitzt sie eine zentrale Rolle in der posttranslationalen Verar-

beitung des Vorläufer-Polyproteins (s. Abb. 1.10). Hierbei führt sie zur Spaltung der 

NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4B/NS5 Verknüpfungen sowie der Kapsid-, 

NS3- und NS4A-Proteine.[99] Diese essentielle Rolle in der viralen Replikation macht die 

WNV NS2B-NS3-Protease zu einer geeigneten Arzneistoff-Zielstruktur.[100, 101] 

 

Abbildung 1.10. Schematische Darstellung des Polyprotein-Vorläufers. Dieses wird durch die wirtseige-

nen Proteasen Furin und Signalase (Schnittstellen in schwarz) sowie der viralen Serinprotease NS2B-NS3 

(Schnittstellen in rot) in die individuellen Proteine gespalten (C: Kapsidprotein; prM: prä-Membran- und 

Membran-Protein; E: Hüllprotein).[102] 

Für enzymkinetische Messungen wird ein rekombinantes Fusionsprotein aus dem Kofak-

tor NS2B- und der NS3-Proteasedomäne verwendet.[98] Eine eingeführte Mutation in der 

NS2B-Domäne (K96A) verhindert dabei die autoproteolytische Zersetzung des Pro-

teins.[102] 

In Arbeiten von Aleshin et al. aus dem Jahre 2007 konnte nachgewiesen werden, 

dass die WNV Protease in zwei verschiedenen Konformationen existiert: offen und ge-

schlossen.[102] Es konnte dabei anhand von Kristallstrukturen der Protease gezeigt werden, 

dass erst nach Substratbindung, im Zuge eines induced fit-Mechanismus, die produktive, 

geschlossene Konformation entsteht. NS2B nimmt hier eine wichtige Rolle ein, da erst 

durch dessen Bindung die NS3-Aminosäurereste der Aminosäuren 116-132 so koordi-

niert werden, dass die Ausbildung der S1-Bindetasche mit Asparaginsäure-129 am Boden 

der Tasche möglich wird (s. Abb. 1.11). Wie bei Faktor Xa führt dies zu einer Spezifität 

für basische Aminosäuren in S1, mit denen eine starke ionische Wechselwirkung möglich 

ist.[103]  
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Abbildung 1.11. (A) Cartoon-Darstellung der NS2B-NS3-Protease (Helices = rot; Faltblätter = gelb; Loop-

Regionen = grün). (B) Darstellung der NS2B-NS3-Protease-Oberfläche (links; grau = Kohlenstoff; rot = 

Sauerstoff; blau = Stickstoff; gelb = Schwefel) sowie einer Vergrößerung des katalytischen Zentrums mit 

benachbarten Binderegionen (rechts). Die katalytische Triade der NS2B-NS3-Protease setzt sich aus Asp-

75, His-51 und Ser-135 zusammen. Sowohl die S1- als auch S2-Bindetasche besitzt Spezifität für basische 

Aminosäuren. In S1‘ (nicht eingezeichnet) werden Glycin, Alanin, Serin und Threonin akzeptiert, wobei 

die Präferenz bei Glycin liegt. Dies trifft ebenfalls auf S2‘ zu. S3 und S4 sind weniger spezifisch und er-

lauben ein größeres Spektrum an Aminosäureresten.[104, 105] (PDB: 2YOL)  
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Trotz intensiver Bemühungen im Bereich der NS2B-NS3-Protease Inhibitor-Entwicklung 

zeigen die meisten synthetisierten Verbindungen bisher nur moderate Affinitäten zur Pro-

tease, welche meist im mikromolaren Bereich liegen.[105-107] Am vielversprechendsten sind 

hier bisher Ansätze, welche auf Substratmimetika basieren: So führte bspw. die Steinmet-

zer-Gruppe in einer Veröffentlichung aus dem Jahr 2013 ein P1 Screening mit decarboxy-

lierten Arginin-Mimetika durch. Bei diesem Screening wurde trans-(4-Guanidino)cyclo-

hexylmethylamid (GCMA) als bester S1-Binder identifiziert und mit ihm in P1-Position 

war die Entwicklung eines 0,13 mikromolar-affinen Inhibitors möglich.[108]  
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2. Zielstellung und Planung der Arbeit 

Im Mittelpunkt der Arbeit soll die zentrale Frage der Fragment-basierten Wirkstoffsuche 

stehen, nämlich wie ein gefundenes Startfragment möglichst effizient erweitert werden 

kann. Wie unter 1.1. beschrieben, birgt die Fragment-Ligation das Potential ein Kombi-

nationsprodukt hervorzubringen, welches eine superadditive Bindungsenergie im Ver-

gleich zu den Einzelfragmenten aufweist und so theoretisch zu einem enormen Affini-

tätszuwachs führen kann. Die Fragment-Ligation soll daher im Fokus dieser Arbeit ste-

hen. Aufgrund ihrer essentiellen Bedeutung in der Natur und der hohen Verbreitung in 

bisher entdeckten bioaktiven Liganden[109] soll dabei die Amidbindung als irreversible 

Fragment-Verknüpfungsart zum Einsatz kommen. Ausgehend von einem S1-bindenden 

Arginin-Mimetikum als Startfragment sollen zwei Varianten der Amidierung als Frag-

ment-Ligationsmethode untersucht und entwickelt werden: eine methodische, Templat-

unterstützte Amidierung im Stil einer Proteintarget-geleiteten Synthese und eine techno-

logisch-orientierte, zum Hochdurchsatz-geeignete Form des in-situ Screenings. Dies teilt 

die Arbeit in zwei Teilprojekte ein: 

Wie in Tabelle 1.1 gezeigt, existieren inzwischen einige Beispiele in denen  

Fragmente irreversibel durch Proteintarget-geleitete Synthesen miteinander verknüpft 

wurden. Das Templat induziert dabei aktiv die Ligation der Fragmente, indem es die 

komplementären reaktiven Gruppen der beiden gebundenen Fragmente in räumliche 

Nähe zueinander dirigiert. Bisher fehlt im Repertoire der Templat-unterstützten Frag-

ment-Ligationsreaktionen jedoch die enorm wichtige Amidierungsreaktion, welche eine 

deutliche Bereicherung in diesem Feld bedeuten würde. Daher sollen im ersten Teil Re-

aktionsbedingungen gefunden werden, die es ermöglichen eine Amidierung Templat-un-

terstützt durchzuführen. Vergleichbar, wie bei der bereits in der Arbeitsgruppe etablierten 

Methode des dynamischen Ligationsscreenings, soll dabei ein Ligationsassay entwickelt 

werden, der die Templat-unterstützte Synthese der Fragment-Kombinationsprodukte und 

deren direkter Nachweis innerhalb eines Assays vereint. Wie beim DLS soll dabei zum 

Produktnachweis ein Kompetitionsassay mit Fluoreszenzsubstrat zum Einsatz kommen, 
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der eine sofortige Aussage über die Bioaktivität des gebildeten Produkts zulässt. Die po-

tentiell zu erwartende deutliche Aktivitätssteigerung des Fragment-Ligationsprodukts er-

möglicht dabei einen hochsensitiven Nachweis der Produktbildung. Da im Vergleich zum 

dynamischen Ligationsscreening bei der Templat-unterstützten Amidierung eine irrever-

sible Ligation der Fragmente erfolgt, kann der finale Nachweis der inhibierenden Spezies, 

ohne vorherige Stabilisierung des Ligationsprodukts, ebenfalls mittels LC/MS-Analytik 

erfolgen.   

Zur Methodenentwicklung sollte Faktor Xa als Zielstruktur verwendet werden, 

welches große Relevanz als Arzneistofftarget besitzt.[110-113] Amidbindungen werden übli-

cherweise durch Umsetzung eines Amin-Nukleophils mit einer aktivierten Carbonsäure 

(Aktivester) gebildet.[114] Als Carbonsäure wurde hierbei die Teilstruktur eines publizierten 

Faktor Xa-Inhibitors[115] gewählt, aus der eine Reihe Aktivester, unterschiedlicher Reakti-

vität, hergestellt werden soll. Von dieser Dipeptidteilstruktur wird erwartet, dass sie in 

die S2–S4-Bindetasche von Faktor Xa bindet. Im publizierten Inhibitor ist diese Teil-

struktur über eine Amidbindung mit 4-Aminomethylbenzamidin (einem bekannten S1-

Binder[116, 117]) verknüpft – genau diese Bindung soll im Zuge des proof of concept als Mo-

dellsystem dienen und Templat-unterstützt geknüpft werden (s. Abb. 2.1). Werden geeig-

nete Versuchsparameter gefunden, soll die Kinetik und der molekulare Ablauf der temp-

lierten Reaktion näher untersucht werden. Anschließend soll die Möglichkeit zur Paral-

lelisierung der Reaktion überprüft werden, womit die Durchführung von ortsaufgelösten 

Screenings auch für bisher unbekannte Verbindungen prinzipiell möglich wäre.  

Abbildung 2.1. Schematische Darstellung der geplanten Templat-unterstützten Amidierungsreaktion.
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Eine Templat-unterstützte Form der Amidierung im Stil einer Proteintarget-geleiteten 

Synthese ist bis dato nicht bekannt. Zwar existiert eine Veröffentlichung von Gelin et al., 

in der ein Nukleotid-Analoga mit einem nicht-aktivierten Citrat im Kristall der NAD 

Kinase von Listeria monocytogenes umgesetzt wird und dabei auf Grundlage der Elekt-

ronendichte die Entstehung eines Amid-Ligationsprodukts postuliert wird,[118] dieses wird 

nachfolgend aber nicht nachgewiesen. Klar abzugrenzen sind außerdem Arbeiten zur Pro-

tease-katalysierten Bildung von Amidbindungen, welche auf der Transpeptidase-Aktivi-

tät von (Serin-)Proteasen beruhen.[119, 120] Hierbei liegt ein enzymatischer Prozess zugrunde, 

da die dort beschriebene Amidierung über ein Acyl-Enzym-Intermediat verläuft, welches 

im Anschluss von einem zweiten Nukleophil gespalten wird und dadurch das Amid-Pro-

dukt freisetzt.[121, 122] 

Im zweiten Teilprojekt der Arbeit soll eine technologisch-orientierte Variante der 

Amidierung als Methode zur Fragment-Ligation entwickelt werden, die sich zur Suche 

neuer Proteaseinhibitoren eignet. Zur Bildung der Amidbindung soll hier die in-situ Ami-

dierung verwendet werden. Diese soll im Zuge eines Hochdurchsatz-Bibliotheksscree-

ning dazu genutzt werden, neue Inhibitoren für die WNV NS2B-NS3-Protease zu finden. 

Bisher existiert keine antivirale Therapie gegen das West-Nil-Virus. Neue Leitstrukturen 

werden daher dringend benötigt. Das nach Hammamy et al. aktivste P1-Fragment trans-

(4-Guanidino)cyclohexylmethylamid (GCMA)[108] soll dabei als Ausgangspunkt des in-

situ Screenings dienen (s. Abb. 2.2).  

Abbildung 2.2. Darstellung des geplanten NS2B-NS3-Protease Screenings. Das P1-Fragment trans-(4-

Guanidino)cyclohexylmethylamid dient als Startfragment und soll im Zuge des in-situ Screenings über eine 

Amidbindung mit Carboxylat-Fragmenten der Carboxylat-Bibliothek verknüpft werden. 
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Dieses stellt ein Arginin-Mimetikum mit freier Amin-Funktion dar und eignet sich somit 

ideal als Startfragment. Die Amin-Funktion soll durch eine Amidbindung mit Carboxylat-

Fragmenten verknüpft werden. Hierfür muss zunächst eine möglichst effiziente Methode 

gefunden werden, um die vorhandene Carboxylat-Bibliothek (1615 Fragmente) innerhalb 

der Mikrotiterplatten zu aktivieren und sie im nächsten Schritt mit dem Amin umsetzen 

zu können. Diese „Amid“-Bibliothek soll dann gegen WNV NS2B-NS3-Protease gescre-

ent werden. Aussichtsreiche Fragment-Kombinationen sollen in größerem Maßstab nach-

synthetisiert und anschließend getestet werden. Computergestützte Methoden (in-silico 

Docking) sollen als Ergänzung eingesetzt werden. 
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3. Grundlagen 

3.1. Reaktivität von Carbonsäurederivaten 

Die für die meisten Carbonsäurederivate typische Reaktivität beruht auf der Polarität der 

Carbonylfunktion, deren partiell-positiv geladener Kohlenstoff für Angriffe durch Nuk-

leophile empfänglich ist. Nach dem nukleophilen Angriff entsteht dabei zunächst das tet-

raedrische Intermediat, aus dem dann die beste Abgangsgruppe eliminiert wird. Insge-

samt entspricht die Reaktion einer nukleophilen Acyl-Substitution, welche über einen 

Additions-Eliminierungsmechanismus verläuft (s. Abb. 3.1).  

Abbildung 3.1. Dargestellt ist die für Carbonsäurederivate typische nukleophile Acyl-Substitution. 

Unterschiede in der Reaktivität der Carbonsäurederivate bzw. Aktivester gegenüber dem 

Angriff durch Nukleophile ergeben sich dabei durch die elektronenziehenden Eigenschaf-

ten von Y. Stärkerer Elektronenzug führt hier zu einer Erhöhung der positiven Partialla-

dung, was wiederum zu einer erhöhten Elektrophilie des Carbonyl-Kohlenstoffs führt. 

Eine mögliche Resonanzstabilisierung durch Y verringert hingegen die Elektrophilie und 

senkt damit die Reaktivität gegenüber dem Angriff von Nukleophilen (s. Abb. 3.2). 

Abbildung 3.2. Schematische Darstellung der Reaktivität von Carbonsäurederivaten als Folge der Reso-

nanzstabilisierung
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Das Carboxylat besitzt eine Resonanzenergie von ca. 126 kJ/mol, das Amid 92 kJ/mol 

und der Alkyl-Ester 59 kJ/mol. Je höher der Verlust an Resonanzenergie, der sich durch 

Bildung des tetraedrischen Intermediats ergibt, desto energetisch höher liegt der Über-

gangszustand der Reaktion und desto unreaktiver ist ein Carbonsäurederivat. Auf der 

Stufe des tetraedrischen Intermediats beeinflusst insbesondere die Elektronegativität von 

Y die jeweilige Reaktivität des Carbonsäurederivats. Eine hohe Elektronegativität führt 

hier zu einer Stabilisierung der negativen Ladung des tetraedrischen Intermediats und be-

günstigt somit die Bildung des Intermediats. Nach der Bildung des tetraedrischen Inter-

mediats spielen vor allem die Abgangsgruppeneigenschaften von Y eine Rolle, welche 

sich umgekehrt proportional zur Basenstärke der jeweiligen Gruppe verhalten. Je nach 

Basenstärke kann die Eliminierung der entsprechenden Gruppe aus dem tetraedrischen 

Intermediat somit entweder erleichtert oder erschwert sein.  

3.2. Aktivierungsreagenzien 

Amidbindungen werden üblicherweise durch Umsetzung eines Amin-Nukleophils mit ei-

ner aktivierten Carbonsäure (z. B. einem Aktivester) gebildet.[114] Die Aktivierung ist hier 

nötig, da sonst im Zuge einer einfachen Säure-Base-Reaktion ein Nukleophilieverlust des 

Amins erfolgt und gleichzeitig die Carbonsäure in das für Nukleophile wenig empfängli-

che Carboxylat umgewandelt wird (s. Abschnitt 3.1). Zur Aktivierung von Carbonsäuren 

nutzen die eingesetzten Aktivierungsreagenzien meist die Nukleophilie des konjugierten 

Carboxylat-Anions aus, um die Carbonsäuren in aktivere Carbonsäurederivate zu über-

führen (s. Abb. 3.3).  

Bei vielen Aktivierungreagenzien besteht die Gefahr der Racemisierung, wenn 

chirale Aminosäuren aktiviert werden.[123] Dies kann durch direkte Enolisierung gesche-

hen, häufiger ist jedoch die Entstehung einer Oxazolon-Zwischenstufe, bei der die chirale 

Information durch zwischenzeitliche sp2 -Hybridisierung des α-Kohlenstoffs verloren 

geht (s. Abb. 3.4).[124] Aus diesem Grund wird oft ein Additiv wie 1-Hydroxybenzotriazol 

(HOBt) zugegeben, welches durch Bildung eines HOBt-Aktivesters diese potentielle Ge-

fahr zu unterdrücken vermag.[125] Inzwischen existieren viele Aktvierungsreagenzien, die 

bereits eine Aktivester-Komponente enthalten, welche nach dem nukleophilen Angriff 
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mit der aktivierten Carbonsäurespezies reagieren. Oft sind die resultierenden Aktivester 

so stabil, dass sie isoliert werden können. Wichtig ist, dass das Gegenion dieser Reagen-

zien nur sehr schwach nukleophil ist, um Konkurrenzreaktionen zu vermeiden. Dafür 

werden z. B. Hexafluorophosphate eingesetzt.  

Abbildung 3.3. Darstellung einiger in dieser Arbeit verwendeter Aktivierungsreagenzien. 

Zu den klassischen Aktivierungsreagenzien gehören die Carbodiimide, zu denen u. a. 

auch Dicyclohexylcarbodiimid[126] (DCC) gehört. Diese Reagenzien führen aufgrund der 

Basizität ihrer Diimid-Funktion zunächst zur Deprotonierung der Carbonsäure. Anschlie-

ßend nutzen Carbodiimide die Nukleophilie des Carboxylat-Anions aus, um einen sehr 

reaktiven O-Acylisoharnstoff zu bilden (s. Abb. 3.4).[124, 127] Dieser kann nun mit einem 

zweiten Carboxylat-Anion ein symmetrisches Anhydrid bilden oder im Zuge einer in-

tramolekularen Reaktion zum Oxazolon reagieren. Ebenfalls ist eine direkte Reaktion mit 

dem zu kuppelnden Amin oder einer Aktivester-Komponente möglich. Bei allen drei Re-

aktionswegen entsteht ein Harnstoff-Nebenprodukt.  
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Die verschiedenen Carbodiimid-Reagenzien führen dabei zu jeweils unterschiedlichen 

Harnstoff-Nebenprodukten. Diese besitzen besonders bezüglich der Löslichkeit eine hohe 

Variabilität, was gezielt bei der Abtrennung aus dem Reaktionsgemisch ausgenutzt wer-

den kann. Bei der Verwendung von DCC entsteht ein Harnstoff, der in nahezu allen Lö-

sungsmitteln schwerlöslich ist und daher oft einfach abfiltriert werden kann. Wird 1-

Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid[128] (EDC) verwendet, bildet sich ein was-

serlösliches Harnstoff-Nebenprodukt, welches sich gut von den meist hydrophoben Pro-

dukten (Amide geschützter Aminosäuren oder Ester) durch wässrige Extraktion abtren-

nen lässt.  

Abbildung 3.4. Schematische Darstellung der Aktivierung einer Carbonsäure durch Carbodiimid-Aktivie-

rungsreagenzien und anschließender Kupplung mit einem Nukleophil bzw. einer Aktivesterkomponente 

(rot). 

Eine Nebenreaktion der Carbodiimid-Aktivierung tritt ausgehend vom O-Acylisoharn-

stoff in Form eines [1,3]-Acylshifts auf, welcher irreversibel zum unreaktiven N-Acyl-

harnstoff führt. Diese Reaktion ist zwar langsam, gewinnt aber vor allem dann an Bedeu-

tung, wenn sich nur ungenügend starke Nukleophile in Lösung befinden. Ebenso tritt 

diese Reaktion in polaren Lösungsmitteln gehäuft auf, da hier der stark polare Übergangs-

zustand dieser Nebenreaktion begünstigt wird. Da besonders die bei der Herstellung von 
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Estern verwendeten Alkohole oft eine zu geringe Nukleophilie aufweisen, wird hier meist 

4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP) im Zuge einer sog. Steglich-Veresterung zuge-

setzt.[129] DMAP dient als Acylierungs-Katalysator, der über die Bildung eines DMAP-

Aktivesters einen solchen N-Acylshift verhindert. Dieser Aktivester konserviert einen 

Großteil der Reaktivität, da ein N-Acylpyridinium-Ion gebildet wird, dessen Mesomerie-

Stabilisierung zu einer hochreaktiven doppelt positiv geladenen Teilstruktur führen 

würde.  

3.3. Michaelis-Menten-Gleichung 

Um ein Enzym experimentell kinetisch zu charakterisieren, wird in der Regel die aus der 

Variation der Substratkonzentration resultierende Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt, 

indem die Substratabnahme oder Produktzunahme pro Zeit gemessen wird. Da die Sub-

stratkonzentration im Laufe der Reaktion abnimmt, beschränkt man sich zur Bestimmung 

der Reaktionsgeschwindigkeit auf die Anfangsgeschwindigkeit v0 unter der Annahme, 

dass die Konzentration des Substrats in der Anfangsphase der Reaktion noch nicht maß-

geblich abgenommen hat und demzufolge als annähernd konstant betrachtet werden kann. 

Trägt man die eingesetzten Substratkonzentrationen gegen die gemessenen Anfangsge-

schwindigkeiten auf, erhält man eine Sättigungskurve mit typischen hyperbolem Kurven-

verlauf (s. Abb. 3.5).  

Abbildung 3.5. Graphische Auftragung der Anfangsgeschwindigkeit v0 gegen die Substratkonzentration 

[S]. Die resultierende hyperbole Sättigungskurve nähert sich der Maximalgeschwindikgeit vmax an.  
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Bei geringen Substratkonzentrationen ist die Wahrscheinlichkeit relativ hoch, dass ein 

Substratmolekül auf ein freies Enzym trifft und direkt gebunden und umgesetzt werden 

kann. Dies führt zu Beginn der Kurve zu einem linearen Anstieg der Anfangsgeschwin-

digkeit v0 in Abhängigkeit zur eingesetzten Konzentration. Bei höheren Konzentrationen 

tritt jedoch immer häufiger auch der Fall ein, dass ein Substratmolekül auf ein bereits 

besetztes Enzym trifft. Hierdurch steigt die Reaktionsgeschwindigkeit nicht mehr propor-

tional zur Substratkonzentration an, sondern es stellt sich eine Sättigung ein, was sich in 

einem Abflachen der Kurve äußert. Bei sehr hohen Substratkonzentrationen nähert sich 

die Anfangsgeschwindigkeit v0  dadurch einer Maximalgeschwindigkeit vmax  an. Dies 

entspricht einem Zustand in dem alle Enzymmoleküle dauerhaft Substrat-gebunden vor-

liegen und mit maximalem Substratdurchsatz arbeiten. Eine weitere Steigerung der Sub-

stratkonzentration führt hier also zu keiner weiteren Steigerung der Anfangsgeschwindig-

keit v0, da das Enzym bereits mit maximaler Geschwindigkeit arbeitet. Praktisch kann 

dieser vmax 
-Wert nicht erreicht werden und muss daher aus dem Diagramm extrapoliert 

werden. Ein noch heute gültiges Model zur quantitativen Beschreibung einer solchen en-

zymatischen Umsetzung stellt das Michaelis-Menten Modell dar.[130, 131]  

Wobei k für die Geschwindigkeitkonstante der jeweiligen Reaktion steht. Dieses Modell 

nimmt an, dass der erste Reaktionsschritt einer enzymatischen Reaktion eine schnelle 

Gleichgewichtsreaktion mit Bindung des Substrats an das Enzym darstellt, wobei ein En-

zym-Substrat Übergangskomplex gebildet wird. Dieser Komplex kann nachfolgend im 

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt zum Produkt und dem regenerierten Enzym rea-

gieren. Die Rückreaktion wird herbei vernachlässigt, da zu Anfangsbedingungen noch zu 

wenig Produkt vorliegt, um eine nennenswerte Rückreaktion zu ermöglichen. Die Ge-

schwindigkeit der Produktbildung kann also in Abhängigkeit der Konzentration des En-

zym-Substrat-Komplexes [ES] beschrieben werden.  

 v = k2 × [ES]  (3.1) 

Der [ES]-Wert lässt sich jedoch nicht experimentell ermitteln, weswegen er auf Grund-

lage der Enzym- und Substratkonzentration bestimmt werden muss: Die Zunahme von 

[ES] erfolgt durch Bindung von Substrat an das Enzym. Die Abnahme von [ES] erfolgt 

durch Zerfall zurück in Substrat und Enzym sowie durch die Umsetzung zum Produkt. 
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Bildung von ES: v = k1 × [E] × [S] (3.2) 

Zerfall von ES: v = k2 × [ES] + k-1 × [ES] (3.3) 

Die Konzentration des Komplexes kann unter der Annahme von steady-state-Bedingun-

gen als konstant angenommen werden, da er zu Anfangsbedingungen mit derselben Ge-

schwindigkeit gebildet wird, wie er zerfällt. Diese Annahme lässt sich solange treffen, 

wie das Substrat noch in deutlichem Überschuss im Vergleich zum Enzym vorliegt. Erst 

wenn im Verlauf der Reaktion ein deutlicher Substratanteil umgesetzt wurde, nimmt die 

Konzentration von ES merklich ab. Somit lassen sich die Gleichungen 3.2 und 3.3 unter 

steady-state-Bedingungen gleichsetzen: 

 k1 × [E] × [S] = k2 [ES] + k-1 × [ES] (3.4) 

Da auch die Konzentration an freiem Enzym nicht bekannt ist (da sich das Enzym teil-

weise in Substrat-gebundenem Zustand befindet), muss zunächst eine weitere Gleichung 

zur Lösung von Gleichung 3.4 aufgestellt werden. 

 [Eg] = [E] + [ES]  (3.5) 

Nach [E] umgestellt folgt: [E] = [Eg] + [ES]  (3.6) 

Wobei [Eg] hier der Gesamtenzymkonzentration im System entspricht, also der anfangs 

eingesetzten Enzymkonzentration. Durch Einsetzen von 3.6 in 3.4 und nachfolgender 

Umformung erhält man für [ES]: 

 [ES] = 
[Eg] × [S]

[S] + 
k2 + k-1

k1

  (3.7) 

 Bzw. mit KM = 
k2 + k-1

k1
  (3.8) 

 folgt: [ES] = 
[Eg] × [S]

[S] + KM
 (3.9) 

Der KM 
-Wert ist hierbei als Michaelis-Konstante definiert. Das Einsetzen von Gleichung 

3.1 in 3.9 führt nun zu einer Geschwindigkeitsgleichung mit Messgrößen, die sich voll-

ständig experimentell bestimmen lassen. 

 v0 = 
k2 × [Eg] × [S]

KM + [S]
  (3.10) 

Durch die Annahme, dass die Maximalgeschwindigkeit erreicht wird, wenn alle Enzym-

moleküle Substrat-gebunden vorliegen, lässt sich weiter folgern, dass für diesen Fall auch 

[ES] maximal sein muss. [ES] lässt sich dementsprechend mit [Eg] gleichsetzen. 
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 vmax = k2 × [ES]max = k2 × [Eg] (3.11) 

Einsetzen von 3.11 in 3.10 ergibt die Michaelis-Menten-Gleichung, eine der zentralen 

Gleichungen in der Enzymkinetik: 

 v0 = 
vmax × [S]

(KM + [S])
 (3.12) 

Ebenfalls ist der KM 
-Wert eine wichtige Enzymkenngröße. Für den Fall [S] = KM ergibt 

sich für die Anfangsgeschwindigkeit v0 ein Wert von ½ vmax (s. Abb. 3.6). Das jeweilige 

Enzym setzt das Substrat also mit halbmaximaler Geschwindigkeit um oder anders aus-

gedrückt, die Hälfte aller Enzymmoleküle liegen Substrat-gebunden vor.  

Abbildung 3.6. Graphische Auftragung der Anfangsgeschwindigkeit v0 gegen die Substratkonzentration 

[S] mit Ermittlung des KM  -Werts. 

Die Michaelis-Menten Konstante ist auch ein wichtiges Maß für die Affinität des jewei-

ligen Substrats zum Enzym. Denn wenn k2 viel kleiner ist als k-1, kann k2 im Zähler ver-

nachlässigt werden. 

 Aus 3.8 wird dann: KM ≈ 
k-1

k1
 = KD (3.13) 

Somit ergibt sich für den KM  -Wert ein Wert der ungefähr dem KD  -Wert entspricht. Je 

kleiner der KD 
-Wert, umso höher ist die Affinität eines Substrats zum Enzym. Da sich 

experimentell die Anfangsgeschwindigkeit nur asymptotisch annähert und der Maximal-

wert nie erreicht wird, lassen sich der KM  -Wert und vmax aus dem ermittelten Graphen 

nur ungenügend genau bestimmen. Bildet man jedoch den Kehrwert der Michaelis-Men-

ten-Gleichung erhält man: 

 
1

v0
= 

KM

vmax
 × 

1

[S]
 + 

1

vmax
  (3.14) 
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Beim Auftragen von 1/[S] gegen 1/v0 erhält man nun eine lineare Funktion, welche auch 

als Lineweaver-Burk-Plot bekannt ist (s. Abb. 3.7). Mittels linearer Regression lässt sich 

nun der KM  -Wert und vmax aus der Steigung der resultierenden Geraden und dem extra-

polierten Achsenabschnitt bestimmen.  

Abbildung 3.7. Graphische Auftragung des Kehrwerts der Anfangsgeschwindigkeit v0 gegen den Kehr-

wert der Substratkonzentration [S]. 

3.4. Inhibitionskonstante und Hemmmechanismen 

Für ein Gleichgewichtssystem bestehend aus Enzym, Substrat und kompetitivem Inhi-

bitor lassen sich folgende Gleichgewichtsreaktionen aufstellen: 

 

Das Dissoziationsgleichgewicht  

zwischen E und I wird definiert als  KI = 
[E] × [I]

[EI]
   (3.15) 

 
 
Der Inhibitor verhindert durch Bindung im aktiven Zentrum des Enzyms die Bindung und 

Umsetzung des Substrats. Die Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes 

wird hier als KI  -Wert definiert. Dieser KI  -Wert kann als allgemeine Kenngröße zur Be-

schreibung der Affinität eines Inhibitors zum Enzym bzw. der Potenz eines Inhibitors 

herangezogen werden. Je niedriger er ist, desto mehr Enzym liegt Inhibitor-gebunden vor. 

Die Anwesenheit des Inhibitors führt somit zu einer scheinbaren Affinitätssenkung des 

Substrats zum Enzym, d.h. der KM  -Wert steigt (wird größer). Zum Erreichen der halb-
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maximalen Umsetzungsgeschwindigkeit muss daher nun eine höhere Substratkonzentra-

tion eingesetzt werden. Man spricht bei diesem erhöhten Wert auch vom apparenten 

KM  -Wert KM
  app

. Im Lineweaver-Burk-Plot äußert sich dies in einer veränderten Steigung 

der Geraden, während der Ordinatenabschnitt jedoch unverändert bleibt (da vmax keine 

Änderung erfährt).  

Daraus lässt sich schließen, dass bei der kompetitiven Hemmung der Inhibitor 

durch eine ausreichend hohe Substratkonzentration vom Enzym verdrängt werden kann 

und die ursprüngliche maximale Umsetzungsgeschwindigkeit vmax weiterhin möglich ist 

(s. Abb. 3.8). 

Abbildung 3.8. Schematische Darstellung der durch Zugabe eines kompetitiven Inhibitors resultierenden 

Veränderungen auf den KM 
- und vmax  -Wert im hyperbolen Plot (links). Sowie die Veränderungen resultie-

rend aus einer niedrigen und hohen Inhibitorkonzentration [I] im Lineweaver-Burk-Plot (rechts). 

Zur Ermittlung des KI  -Werts wird experimentell die Anfangsgeschwindigkeit bei einer 

fixen Inhibitorkonzentration [I], aber unterschiedlichen Substratkonzentrationen [S] ge-

messen. Aus dem Lineaweaver-Burk-Plot wird im Anschluss der KM
  app

-Wert bestimmt. 

Mit dem zuvor ermittelten KM  -Wert ohne Inhibitor lässt sich dann auf Grundlage von 

Gleichung 3.16 der KI  -Wert bestimmen. 

 KI = 
[I]

KM
  app

KM
  - 1

 (3.16) 
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Neben der kompetitiven Hemmung existieren jedoch auch andere Hemmmechanismen, 

die sich experimentell mithilfe des Lineweaver-Burk-Plots bestimmen lassen. Bei der 

nicht-kompetitiven Hemmung bindet der Inhibitor reversibel an das Enzym, jedoch nicht 

an der Substrat-Bindungsstelle des Enzyms. Das Substrat kann so unverändert an das En-

zym binden, es findet allerdings nur eine verringerte Umsetzung zum Produkt statt. Der 

Inhibitor besitzt dabei die gleiche Affinität zum freien Enzym wie zum Enzym-Substrat-

Komplex. Diese Art der Inhibition kann nicht durch eine Erhöhung der Substratkonzent-

ration umgangen werden und hängt allein von der Inhibitorkonzentration ab.  

Im Lineweaver-Burk-Plot zeigt sich hier eine verringerte Maximalgeschwindigkeit vmax. 

Der KM  -Wert erfährt hingegen keine Veränderung, da die Anwesenheit des Inhibitors 

nicht zur Senkung der Substrataffinität des Enzyms führt (s. Abb. 3.9). 

Abbildung 3.9. Schematische Darstellung der durch Zugabe eines nicht-kompetitiven Inhibitors resultie-

renden Veränderungen auf den KM 
- und vmax  -Wert im hyperbolen Plot (links). Sowie die Veränderungen 

resultierend aus einer niedrigen und hohen Inhibitorkonzentration [I] im Lineweaver-Burk-Plot (rechts). 

Dieselben Inhibitionsmerkmale lassen sich auch bei der Anwesenheit von sog. allosteri-

schen Inhibitoren beobachten. Diese Inhibitoren binden an Bindungsstellen abseits des 
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aktiven Zentrums des Enzyms. Meist führt die Bindung des Inhibitors hier zu einer Kon-

formationsänderung des Enzyms, welche zwar die Substrataffinität nicht verändert, je-

doch aufgrund der strukturellen Veränderung die Aktivität des Enzyms herabsetzt. Für 

den Fall, dass bedingt durch diese Strukturänderungen ebenfalls eine Veränderung der 

Substrataffinität erfolgt, spricht man von einer gemischten Inhibition. 

Bei einer unkompetitiven Hemmung bindet der Inhibitor bevorzugt an den En-

zym-Substrat-Komplex, wodurch das Substrat nicht zum Produkt umgesetzt werden 

kann. Es findet jedoch keine Beeinflussung des freien Enzyms statt.  

Daher führt der Inhibitor in diesem Fall nicht zu einer Verminderung der Substrataffinität 

des Enzyms, sondern diese ist scheinbar sogar erhöht, was sich in einem erniedrigten 

KM
  app

-Wert zeigt. Der Inhibitor führt hier nämlich durch ein Entziehen des ES-Komplexes 

und damit der Senkung von [ES], zu einer Senkung von vmax und damit ebenfalls zu einer 

verringerten Substratmenge, die zum Erreichen der halbmaximalen Geschwindigkeit not-

wendig ist (s. Abb. 3.10). Das Verhältnis von vmax zu KM
  app

 bleibt dabei stets erhalten. 

Unkompetitive Hemmung ist in der Natur jedoch recht selten anzutreffen. 

Abbildung 3.10. Schematische Darstellung der durch Zugabe eines nicht-kompetitiven Inhibitors resultie-

renden Veränderungen auf den KM 
- und vmax  -Wert im hyperbolen Plot (links). Sowie die Veränderungen 

resultierend aus einer niedrigen und hohen Inhibitorkonzentration [I] im Lineweaver-Burk-Plot (rechts). 
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Neben den reversiblen Inhibitoren existieren auch irreversible Inhibitoren. Diese binden 

kovalent an für die Katalyse notwendige Aminosäuren im aktiven Zentrum des Enzym 

und inaktivieren so das Enzym dauerhaft (z. B. in Form eines Acyl-Enzym-Intermediats, 

das nicht mehr gespalten werden kann).[59]  

3.5. Freie Bindungsenergie und Bindungsaffinität 

Die Bindungsaffinität eines Liganden lässt sich auf Grundlage der freien Bindungsener-

gie (auch Gibbs-Bindungsenergie) beurteilen.[132] Diese kann durch Gleichung 3.17 be-

stimmt werden. 

 ∆G = ∆H - T × ∆S (3.17) 

∆H steht hier für die Enthalpie der Bindung und ∆S für die Entropieänderung der Reak-

tion. Eine negative Änderung der freien Bindungsenergie resultiert in einer Erhöhung der 

Bindungsaffinität. Über Gleichung 3.18 ist die freie Bindungsenergie mit der Inhibitions-

konstante KI  verbunden. 

 ∆G = -RT × ln(KI) (3.18) 

Die treibende Kraft einer Templat-unterstützten Fragment-Ligation stellt die mögliche 

Additivität der Bindungsenergien der eingesetzten Startfragmente dar.[30] Diese kann zu 

einer deutlichen Zunahme der resultierenden Bindungsaffinität des Ligationsprodukts 

führen. Vorraussetzung ist jedoch, dass die Bindung der Fragmente voneinander unab-

hängig erfolgt und keine Überlappungen der benachbarten Bindungsstellen existieren.[133] 

Erste Berechnungen, zu der aus der Ligation zweier Fragmente resultierenden Bindungs-

energie, führten Jencks et al. in ihrer Arbeit von 1981 durch (Gleichung 3.19).[9]  

 ∆GAB = ∆GA + ∆GB + ∆GS (3.19) 

∆GAB steht hier für die Bindungsenergie des Ligationsprodukts, ∆GA und ∆GB für die 

Bindungsenergien der Einzelfragmente. Der Term ∆GS wird auch als super-additivity-

Term bezeichnet.[134] Der Begriff der Superadditivität wird dabei zur Beschreibung einer 

aus der Ligation der Fragmente resultierenden Bindungsenergie verwendet, die die 

Summe der Bindungsenergien der Ausgangsfragmente übersteigt.[135] ∆GS steht dabei für 

den Wert der Abweichung vom reinen Additionsergebnis der Bindungsenergien. Eine 
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Beurteilung der Effizienz der Ligation zweier Fragmente kann ebenfalls durch die Ermitt-

lung des Verknüpfungskoeffizienten E erfolgen (Gleichung 3.20).[136]  

 KI
 AB = KI

 A × KI
 B ×  E  (3.20) 

Wobei KI
 AB für die Inhibitionskonstante des Ligationsprodukts und KI

 A/KI
 B für die Kon-

stanten der jeweiligen Fragmente stehen. Wird für E ein Wert von über 1 erhalten, liegt 

ein superadditiver Effekt vor.[134] 

3.6. IC50 - Wert 

Zur Evaluierung von Enzyminhibitoren innerhalb eines bestimmten Testsystems dient 

meist der IC50 
-Wert. Der IC50 

-Wert entspricht der Inhibitor-Konzentration, die zu einer 

50%igen Hemmung des Enzyms führt. Im Vergleich zum KI  -Wert, stellt der IC50 
-Wert 

jedoch keine Konstante dar und kann nur verglichen werden, wenn gleiche Enzym- und 

Substratkonzentrationen zur Bestimmung eingesetzt wurden. 

Zur Ermittlung des IC50 
-Werts wird die Enzymaktivität bei verschiedenen Inhi-

bitorkonzentrationen gemessen. Trägt man diese Aktivitätswerte gegen den Logarithmus 

der jeweiligen eingesetzten Konzentration auf, erhält man eine sigmoidale Konzentrati-

ons-Wirkungs-Kurve, die sich durch das Vier-Parameter-Modell (auch Hill-Modell[137, 138]) 

beschreiben lässt (s. Abb. 3.11). Mittels nicht-linearer Regression lässt sich auf Grund-

lage von Gleichung 3.21 der IC50 
-Wert bestimmen.  

 

 

 

y = y
min

 + 
(ymax- ymin)

1 + 10 ( log(IC50) - x) × Hill-slope )   (3.21) 

 

 

 

 

Abbildung 3.11. Exemplarische Bestimmung des IC50  -Werts. 
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Der Hill-slope ist dabei ein Maß für die Steilheit der Kurve und kann als Indikator dafür 

herangezogen werden, ob die Inhibitor-Bindung spezifisch an einer definierten Bindungs-

stelle erfolgt (mit einem Idealwert von 1).[139] Mithilfe der Cheng-Prusoff Gleichung[140] 

(Gleichung 3.22) lässt sich ausgehend vom IC50 
-Wert der KI  -Wert berechnen 

 KI  = 
IC50

1 + 
[S]

KM

 (3.22) 

3.7. Enzymaktivitätsassay 

Zur Ermittlung des IC50 
-Werts wird ein Enzymaktivitätsassay (s. Abb. 3.12) durchge-

führt. Dazu eignet sich prinzipiell jedes Assayformat, das dazu in der Lage ist, entweder 

die Substratabnahme oder die Produktzunahme zu detektieren. Meist werden hier LC/MS 

oder spektroskopische Methoden verwendet.  

Im Zuge dieser Arbeit sind dies vor allem UV/Vis-Spektroskopie und Fluores-

zenzspektroskopie. Diese Methoden arbeiten mit Absorptions- bzw. Fluoreszenz- 

substraten, die in einem Spektrometer mit einer bestimmten Wellenlänge bestrahlt wer-

den. Die Spaltung durch das Enzym führt dabei zu charakteristischen Veränderungen der 

Absorptions- bzw. Emissionseigenschaften z. B. durch Veränderung des mesomeren Sys-

tems, wodurch Konzentrationsänderungen detektiert werden können. Weiterhin soll auf-

grund der zentralen Stellung in dieser Arbeit ein typischer fluoreszenzspektroskopischer 

Assay erklärt werden.  

In einem solchen Assay wird der zeitliche Verlauf der enzymatischen Spaltung 

eines Fluoreszenzsubstrats untersucht. Dazu wird die Intensität der Fluoreszenz in be-

stimmten Zeitintervallen gemessen. Diese Fluoreszenz nimmt bei der gemessenen Wel-

lenlänge durch voranschreitende Spaltung des Fluoreszenzsubstrats immer weiter zu. 

Grund hierfür ist die Freisetzung eines Fluorophors aus dem Fluoreszenzsubstrat wie 

bspw. 7-Amino-4-methylcumarin (Anregungswellenlänge 380 nm; Emissionswellen-

länge 460 nm). Dieses zeichnet sich durch eine sehr intensive Fluoreszenz aus, wodurch 

bereits die Detektion kleinster Substratumsätze möglich ist.[141]  
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Trägt man die Zeit gegen die gemessene Fluoreszenzintensität auf, erhält man in der Ini-

tialphase einen direkt proportionalen Zusammenhang, der mittels Geradengleichung be-

schrieben werden kann. Die Steigung dieser Geraden kann nun zur Aktivitätsbestimmung 

herangezogen werden: Der Steigungswert (Gleichung 3.23), der aus der Messung ohne 

Inhibitor resultiert, entspricht einem zu 100 % aktivem Enzym (= Positiv-Kontrolle). 

Setzt man nun den Wert, der in Anwesenheit eines Inhibitors gemessen Steigung (Glei-

chung 3.24), in Relation zum 100 %-Wert, lässt sich die restliche Aktivität bzw. die re-

sultierende Inhibition des Enzyms ermitteln (Gleichung 3.25).  

 

 

 

 

 

 

 

∆y1

∆x1
 = m1 (3.23) 

∆y2

∆x2
 = m2 (3.24) 

  (3.25) 

 

 

Abbildung 3.12. Darstellung eines Enzymaktivitätsassays mit einem AMC-Fluoreszenzsubstrat (rot) und 

einem Beispielinhibitor (blau). 

3.8. Docking und in-silico Methoden 

Docking ist mittlerweile ein elementarer Bestandteil der modernen Wirkstoffentwicklung 

geworden.[142, 143] Ein typischer Docking-Prozess besteht dabei aus zwei Komponenten. Die 

erste Komponente besteht aus einem Algorithmus, der den Liganden in verschiedenen 

Zuständen erzeugt und anschließend versucht diesen an das Enzym zu binden. Dabei wer-

den sog. Posen erzeugt. Eine Pose beschreibt eine bestimmte räumliche Anordnung bzw. 
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Orientierung des Liganden zum Zielprotein.[144, 145] Die zweite Komponente stellt ein Be-

wertungssystem dar, das die erzeugten Posen in Form eines sog. scorings auf energeti-

scher Ebene bewertet. Ziel des Dockings ist eine möglichst korrekte und realitätsnahe 

Darstellung des Bindungsprozesses sowie den damit verbundenen Wechselwirkungen 

zwischen Ligand und Protein.[146]  

Das in dieser Arbeit verwendete Glide (Schroedinger Software Suite 2017) nutzt 

dabei einen Docking-Algorithmus, der die zu testenden Liganden systematisch in allen 

möglichen Positionen, Orientierungen und Konformationen generiert und am Protein tes-

tet.[147] Die Software filtert, gruppiert und bewertet daraufhin die Liganden bzw. die damit 

erzeugten Bindungsposen. Die Bewertung erfolgt hier durch Berechnung des sog.  

GScore, der aus den einzelnen die Bindung beeinflussenden Energiebeiträgen ermittelt 

werden kann (Gleichung 3.26).[148]  

 GScore = Ecoul +  EvdW + Ebind + Epenalty  (3.26) 

Ecoul  steht dabei für den coulombschen Energiebeitrag, EvdW  für den Van-der-Waals- 

Energiebeitrag der Protein-Ligand-Interaktion. Ebind  errechnet sich aus Beiträgen der 

Wasserstoffbrückenbildung, π-Kationen-Interaktionen und lipophilen Wechselwirkun-

gen. Epenalty beinhaltet Strafterme für Desolvatisierung und Deformation.[148] Abschließend 

wird ein Ranking basierend auf den scores der jeweiligen besten Pose eines Liganden 

erstellt. Docking kann so für den relativen Vergleich der Bindungsaffinitäten der geteste-

ten Substanzen genutzt werden. Der Entwickler betont dabei, dass sich erhaltene GScore -

Werte aufgrund der genutzten Berechnungsmethode insbesondere für die Unterscheidung 

von aktiven zu inaktiven (KI  < 10 µM) Substanzen eignet. Ein Vergleich mit experimen-

tell zu erwartenden Bindungsenergien ist jedoch laut Angaben des Entwicklers im besten 

Fall auf wenige kcal × mol-1- Differenz möglich.[148] In der Realität findet man hier sogar 

noch größere Abweichungen. Eines der zentralen Probleme stellt dabei die Flexibilität 

des Proteins dar, deren Berechnung sich als äußerst komplex darstellt.[149-151]  
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4. Entwicklung des Ligationsassays 

Eine Templat-unterstützte Amidierungsreaktion erfordert zunächst die Bindung eines  

Amin- und Aktivester-Fragments an das Templat. Dieses kann nun die Reaktion zum 

Fragment-Ligationsprodukt begünstigen, wenn sich die komplementären funktionellen 

Gruppen der beiden Fragmente in ausreichender Nähe zueinander befinden (s. Abb. 4.1). 

Produktbildung durch nicht-gebundene Fragmente wird hierbei als Hintergrundreaktion 

definiert. Die Bildung des Ligationsprodukts soll durch einen Enzymaktivitätsassay de-

tektiert werden. Da das Fragment-Ligationsprodukt bzw. der finale Inhibitor im vorlie-

genden Fall im nanomolaren Bereich aktiv ist,[115] reichen hier bereits die Bildung kleinster 

Mengen Inhibitor aus, um zu einer Aktivitätsminderung zu führen. Bei einer zu großen 

Hintergrundreaktion könnte dabei eine Templat-bedingte zusätzliche Inhibitorbildung 

nicht mehr von der nicht-templierten Hintergrundreaktion unterschieden werden, da das 

Enzym bereits zu 100 % gehemmt ist. Daher muss zunächst ein geeigneter Aktivester 

gefunden werden, der zwar Templat-unterstützt mit dem Amin reagiert, Templat-unge-

bunden jedoch zu unreaktiv ist, um eine Hintergrundreaktion zu ermöglichen. Nur so ist 

gewährleistet, dass das Detektionsfenster im Enzymaktivitätsassay ausreichend groß ist. 

 

Abbildung 4.1. Schematische Darstellung der Templat-unterstützten Amidierungsreaktion.
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4.1. Synthese der Aktivester 

Zuerst wurde das Carbonsäure-Fragment O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1 

synthetisiert, wofür eine modifizierte Vorschrift von Künzel et al. verwendet wurde (s. 

Schema 4.1).[152, 153] O-Benzyl-D-serin wurde dazu vorgelegt und unter Schotten-Baumann-

Bedingungen[154, 155] mit käuflich erworbenem Benzylsulfonylchlorid umgesetzt. Das Kupp-

lungsprodukt 1a wurde nach Extraktion in einer Ausbeute von 69 % erhalten. Anschlie-

ßend wurde 1a mit Methyl-geschütztem Glycin gekuppelt, wobei PyBOP[156] als Kupp-

lungsreagenz eingesetzt wurde. Die Verwendung von Methyl-geschütztem Glycin diente 

hier dem Erhalt eines einheitlichen Produkts, da Nebenreaktionen durch Kupplung mit 

einem weiteren Glycin-Molekül so verhindert werden. Extraktion und Aufreinigung mit-

tels HPLC lieferte Verbindung 13 in guter Ausbeute (82 %). Im Anschluss folgte eine 

alkalische Esterhydrolyse mit 5 Äquivalenten Lithiumhydroxid, welche nach zwei Stun-

den vollständig war. Nach Evaporation des Lösungsmittels wurde das Produkt nochmals 

in Wasser aufgenommen und mit einem stark saurem Kationenaustauscherharz (Dowex 

50WX8) für drei Stunden gerührt. Bereits nach wenigen Minuten fing die freie Carbon-

säure an auszufallen. Das präzipitierte Produkt wurde in Aceton gelöst und das Austau-

scherharz abfiltriert. Dieser Schritt ist notwendig, da vorrangegangene Kupplungsversu-

che ohne Erfolg waren, vermutlich aufgrund der Bildung des Lithiumsalzes der Carbon-

säure. Ohne weitere Ausbeuteverluste konnte so Verbindung 1 erhalten werden. 

Schema 4.1. Schematische Darstellung der Synthese von Methylester 13 und Carbonsäure-Fragment 1. 
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Ausgehend von Verbindung 1 wurde dann, um die für eine Templat-unterstützte  

Amidierung nötige Reaktivität des Aktivesters auszuloten, eine Reihe von Aktivestern 

hergestellt, welche das komplette Reaktivitätsspektrum von Carbonsäurederivaten abde-

cken sollten (s. Abb. 4.2). Das Spektrum der hergestellten Aktivester reichte dabei vom 

sehr reaktiven Carbonsäurefluorid (2) bis hin zum wenig reaktiven Methylester (13). 

Abbildung 4.2. Reaktivität der synthetisierten Aktivester gegenüber Angriffen von Nukleophilen. 

Mit Ausnahme der Ester 2, 3 und 13 wurden alle Aktivester mittels 1-Ethyl-3-(3-dime-

thylaminopropyl)carbodiimid[128] (EDC) hergestellt. Da in diesem Fall die zu aktivierende  

Carbonsäure Glycin darstellt, konnte auf die Zugabe weiterer Additive verzichtet werden. 

Die mittels EDC hergestellten Aktivester wurden nach HPLC-Aufreinigung in Ausbeuten 

von 53 % bis 76 % erhalten (s. Schema 4.2). Schwankungen sind hier hauptsächlich auf 

die unterschiedliche Nukleophilie der Aktivesterkomponente zurückzuführen. Eine Erhö-

hung der Basenäquivalente und damit verbunden eine durch Deprotonierung bedingte 

Steigerung der Nukleophilie, konnte hier keine besseren Ausbeuten erzielen, da dies le-

diglich zur Zunahme des N-Acylharnstoff-Nebenprodukts führte. Ebenfalls führte eine 

Erhöhung der Aktivesterkomponenten-Äquivalente nicht zu höheren Ausbeuten, da dies 

vermehrt zur Bildung von Isoharnstoff mit gebundener Aktivesterkomponente führte und 

nicht zur Acylierung durch die aktivierte Carbonsäure.  
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Das Carbonsäurefluorid 2 wurde mit Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST),[157, 158] einem 

klassischen Fluorierungsreagenz, in einer Ausbeute von 75 % erhalten. Für die Herstel-

lung von Carbonsäureimidazolid 3 wurde 1,1’-Carbonyldiimidazol[159] (CDI) verwendet. 

Die Ausbeute betrug hier 83 %. 

Schema 4.2. Schematische Darstellung der Aktivester-Synthesen. 

4.2. Synthese des S1-bindenden Amin-Fragments 

Die Synthese des P1-Ankermoleküls 4-Aminomethylbenzamidin wurde nach angepass-

ten Synthesevorschriften der Steinmetzer-Gruppe in fünf Stufen durchgeführt (s. Schema 

4.3).[115, 153, 160] Ausgehend vom käuflich erworbenen 4-Aminomethylbenzonitril wurde zu-

nächst die Amin-Funktion Boc-geschützt. Dadurch wird vermieden, dass im nächsten 

Schritt neben dem nukleophilen Angriff des Hydroxylamins auch ein Angriff des Amins 

eines zweiten 4-Aminomethylbenzonitril-Moleküls am Nitril erfolgen kann. Die Addition 

des Hydroxylamins führte zur Bildung des Amidoxims 14b, welches in einer Ausbeute 
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von 59 % erhalten wurde. Im nächsten Schritt erfolgte die Acetylierung des Amidoxims 

zu 14c. Judkins et al. berichteten in ihrer Veröffentlichung von 1996, dass dadurch die 

Reduktion von Amidoximen zu Amidinen sehr viel schonender möglich sei im Vergleich 

zu früheren Methoden. Diese benötigten zum großen Teil noch „harte“ Reduktionsbedin-

gungen wie bspw. die Verwendung von Rayney-Nickel oder H2-Drücken von über 3 atm. 

Dabei wurde proklamiert, dass dies auf eine Schwächung der N-O-Bindung zurückzufüh-

ren sei, welche bedingt durch den Elektronenzug der Acetylgruppe entsteht.[161] Die Re-

duktion zu 14d konnte so nahezu quantitativ mit einem H2-Druck von 1 atm innerhalb 

von 48 h erfolgen. Abschließend wurde die Boc-Entschützung durchgeführt, welche das 

Amin-Fragment 14 in einer Gesamtausbeute von 52 % lieferte. 

Schema 4.3. Schematische Darstellung der Synthese des Amin-Fragments 14.[115, 153, 160] 

4.3. Aufbau des Ligations-Assays 

Nachdem nun das Amin-Fragment und das Carbonsäure-Fragment bzw. dessen  

Aktivester-Derivate hergestellt worden waren, musste ein geeigneter Enzymaktivitätsas-

say entwickelt werden, welcher später dann auch als Fragment-Ligationsassay verwendet 

werden sollte. Üblicherweise wird für Faktor Xa-Aktivitätsassays ein Standard TRIS-

Puffer verwendet.[162] Dieser kam für den geplanten Ligationsassay jedoch nicht in Frage, 

da sonst Konkurrenzreaktionen des im Puffer enthaltenen primären Amins mit dem Ak-

tivester-Fragment zu erwarten gewesen wären. Daher wurde für den Ligationsassay ein 
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MOPS-Puffersystem eingesetzt. Das tertiäre Amin der 3-(N-Morpholino)propansulfon-

säure ist zwar als Base Teil des Puffersystems, kann aber nicht als Nukleophil reagieren. 

Der pH-Wert des Puffers wurde auf 8,0 festgesetzt. Dies stellt ein Kompromiss aus der 

Nähe zum physiologischen pH-Wert des Blutes (7,4) dar und liegt aber dennoch minimal 

im Basischen, sodass ein größerer, für die Reaktion notwendiger Anteil der Aminfunktion 

von 4-Aminomethylbenzamidin als freies Amin vorliegt. Der Puffer wurde in einer Kon-

zentration von 200 mM MOPS eingesetzt. Die damit verbundene hohe Pufferkapazität 

wurde gewählt, da zu Beginn noch nicht bekannt war, in welchen Konzentrationen die 

Fragmente eingesetzt werden müssen, um eine Templat-unterstützte Reaktion zu ermög-

lichen.  

Als Fluoreszenzsubstrat wurde das bereits in der Arbeitsgruppe etablierte 7-(N-

Boc-Leucinyl-glycinyl-arginyl)-7-amino-4-methylcumarin (Boc-LGR-AMC) gewählt (s. 

Abb. 4.3).[163] Durch Messung der Fluoreszenzzunahme pro Zeit für verschiedene Substrat-

konzentrationen, konnte unter Verwendung der Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 

3.12) ein KM  -Wert von 76 µM bestimmt werden. Eine Substratkonzentration von 76 µM 

wurde dann auch im Assay eingesetzt, was den „ausgewogenen“ Bedingungen (balanced 

conditions) von Copeland entspricht.[164] Unter diesen Bedingungen ist eine sensitive Mes-

sung unabhängig vom Inhibitionsmechanismus möglich, womit sich der Assay auch für 

mögliche Hochdurchsatz-Bibliotheksscreenings eignet, bei denen der Hemmmechanis-

mus etwaiger gefundener Fragment-Kombinationen noch nicht bekannt ist. 

 

Abbildung 4.3. Darstellung des verwendeten Fluoreszenzsubstrats Boc-Leu-Gly-Arg-AMC. Die Spalt-

stelle ist mit einem roten Pfeil gekennzeichnet. 
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Für Faktor Xa wurde eine Konzentration eingesetzt, welche mit 14,5 nM (1:1000 Ver-

dünnung der Stammlösung) über den standardmäßig im Zuge von Faktor Xa-Aktivitäts-

assays eingesetzten Konzentrationen liegt. Normalerweise wird eine Konzentration im 

dreistelligen pikomolaren bis einstelligen nanomolaren Bereich verwendet. Aufgrund der 

Tatsache, dass das Enzym im Ligationsassay jedoch nicht nur zur Umsetzung des Fluo-

reszenzsubstrats eingesetzt werden sollte, sondern ebenso aktiv an der irreversiblen Liga-

tionsreaktion als Templat teilnimmt, wurde hier eine höhere Konzentration gewählt. 

Diese lag mit 14,5 nM im Bereich von bereits veröffentlichten Arbeiten zu Templat-un-

terstützten irreversiblen Ligationsreaktionen.[165] Die DMSO-Konzentration im Assay lag 

bei 2,9 %, bedingt durch die Aktivester-DMSO-Lösung. Bei dieser Konzentration konnte 

kein negativer Einfluss auf die Enzymaktivität nachgewiesen werden. Das Benzamidin-

Fragment konnte in Wasser gelöst werden. 

4.4. Ermittlung der IC50 - Werte der Fragmente 

Zwingende Voraussetzung für die Templat-unterstützte Fragment-Ligation ist die vorhe-

rige Bindung beider Fragmente an das Enzym. Da die Bindung von Benzamidin 14 in S1 

sowie die Bindung der Carbonsäure 1 bzw. deren Aktivester in S2–S4 die gleichzeitige 

Bindung und Umsetzung des Fluoreszenzsubstrats ausschließt, kann die Enzymaktivität 

als Indikator des jeweiligen Fragment-Bindungsgrads herangezogen werden. Bei einem 

hohen Bindungsgrad der Einzelfragmente ist ebenfalls die Wahrscheinlichkeit hoch, dass 

genug Enzym im Gleichgewichtssystem existiert, an dem beide Fragmente gleichzeitig 

gebunden sind und somit eine detektierbare Templat-unterstützte Reaktion möglich ist. 

Um die grundsätzliche Affinität der Fragmente zu bestimmen und damit verbunden auch 

die nötige Konzentration zu ermitteln, welche für eine bestimmte Absättigung des En-

zyms notwendig ist, wurden zunächst die IC50 
-Werte der Einzelfragmente 1 und 14 sowie 

der Fragment-Kombination 15 unter Verwendung der unter 3.5. beschriebenen Methode 

bestimmt (s. Tabelle 4.1). Die KI  -Werte konnten im Anschluss mithilfe der Cheng-

Prusoff-Gleichung (Gleichung 3.18) ermittelt werden.  
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Tabelle 4.1. Ermittelte inhibitorische Daten 

 

Ebenfalls wurde versucht die IC50 
-Werte der Aktivester zu bestimmen, was jedoch nicht 

in allen Fällen gelang. Ausnahmen stellten hier lediglich Verbindung 11 und 12 dar. 

Gründe hierfür sind vermutlich eine zu geringe Affinität zum Zielprotein sowie die an-

steigende Reaktivität der Aktivester, was eine erhöhte Zersetzungsgefahr der Aktivester 

unter Assaybedingungen mit sich bringt. Denkbar ist besonders bei den substituierten 

Phenolen 4 und 5 auch eine mögliche Interferenz der Aktivesterkomponente mit dem De-

tektionssignal. 

4.5. Kontrollmessung mittels BLI 

Zur Bestätigung der ermittelten Werte wurde Bio-Layer-Interferometrie[166] (BLI) 

verwendet.1 Dies ist eine biophysikalische Messmethode, welche zur Detektion der 

Bindung bzw. Bindungsstärke, die aus der Bindung eines Liganden resultierende 

Interferenzmusterverschiebung an einer optischen Faser misst. Für die Messung wurde 

zunächst Faktor Xa mittels EZ-Link™ NHS-PEG4-Biotin-Reagenz (s. Abb. 4.4) 

biotinyliert. Im Anschluss an die Biotinylierung wurde überprüft, ob das Enzym noch 

ausreichend aktiv ist, da eine Aktivitätsabnahme auch zu verändertem Bindungsverhalten 

gegenüber anderen Liganden bzw. Inhibitoren führen würde. Im Enzymaktivitätsassay 

konnte jedoch nur eine minimale Aktivitätsabnahme festgestellt werden. 

 

1 Die BLI-Messungen wurden zusammen mit Dr. Hendrik Wünsche von der Firma Pall ForteBio am 

Pharmazeutischen Institut Berlin durchgeführt. 
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Abbildung 4.4. Darstellung des verwendeten Biotinylierungsreagenzes EZ-Link™ NHS-PEG4-Biotin. 

Der N-Hydroxysuccinimid-Aktivester acyliert Lysin-Seitenketten des Proteins. Der Polyethylenglycol-

Linker verbessert die Bindungsfähigkeit des Biotins mit Streptavidin.  

Bei der eigentlichen Messung werden dann optische Fasern (= Sensoren) genutzt, durch 

die elektromagnetische Strahlung im sichtbaren Wellenlängenbereich geleitet wird. Am 

Ende der Faser befindet sich eine optische Schicht, welche das eingeleitetete Licht 

zurückreflektiert. Dieses zurückreflektierte Licht interferiert dabei in konstruktiver oder 

destruktiver Weise mit dem eingeleiteten Licht. Das Messinstrument ist nun dazu in der 

Lage, durch den Vergleich von Mess- und Referenzsensoren, das mögliche Ausmaß der 

Verschiebung des Interferenzmusters zu erfassen. Eine solche Verschiebung des 

Interferenzmusters ergibt sich bspw. durch Bindung einer Substanz oder eines Proteins 

an die optische Schicht des Sensors. Hierauf beruht das Messprinzip der BLI.  

Zur Überprüfung der im Enzymaktivitätsassay ermittelten Werte wurden 

Streptavidin-beschichtete Sensoren eingesetzt, welche zunächst in eine Lösung mit dem 

biotinylierten Enzym getaucht wurden. Da Biotin eine starke Affinität zur Streptavidin-

Schicht des Sensors besitzt, zeigt sich im Sensorgramm eine Zunahme der Verschiebung 

durch an den Sensor bindendes Enzym. Faktor Xa ist nun am Sensor immobilisiert. Im 

folgenden Equilibierungsschritt werden die Sensoren in Puffer getaucht und die hier 

gemessene Verschiebung nachfolgend als Basiswert herangezogen. Anschließend wurde 

die resultierende Verschiebung bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen bestimmt (s. 

Abb. 4.5). Hierbei wurde die Assoziation des Inhibitors an den Sensor beim Eintauchen 

in Inhibitorlösung detektiert sowie die nachfolgende Dissoziation des Inhibitors vom 

Sensor beim Eintauchen in die Pufferlösung. 
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Abbildung 4.5. Dargestellt sind die aufgenommenen Sensorgramme für Verbindung 14 und 15. Nach einer 

Assoziationsphase von 180 Sekunden in Inhibitorlösung, folgt die Dissoziationsphase in Puffer. (A) 

Sensorgramm für Verbindung 14 in einer Konzentration von 250 µM (gelb), 1 mM (orange) und 10 mM 

(rot). (B) Sensorgramm für Verbindung 15 in einer Konzentration von 58 nM (gelb), 580 nM (orange) und 

5,8 µM (rot).  

Mithilfe der Octet® Software konnten die Rohdaten durch einen globalen 1:1 fit unter 

Verwendung der Gleichungen 4.1–4.3 in die entsprechenden KD 
-Werte bzw., da es sich 

um Inhibitoren handelt, KI  -Werte umgerechnet werden. Rmax  steht dabei für das 

maximale Bindungssignal. 

 KD = 
kd

ka
  (4.1) 

Assoziationsphase:          y = Rmax × 
1

1 + 
kd

ka × [I]

 × (1 −  e -(ka  × [I] + kd) × x)  (4.2) 

Dissoziationsphase:      y
0
 = Rmax × 

1

1 + 
kd

ka × [I]

 × (1 −  e -(ka  × [I] + kd) × x0)  (4.3) 

 

Somit konnte für Amin 14 ein KI  -Wert von 1,7 mM (Chi 2 = 0,16; R 2 = 0,98) sowie für 

das Fragment-Ligationsprodukt 15 ein KI  -Wert von 137 nM (Chi 2 = 0,17; R 2 = 0,97) 

ermittelt werden. Die Abweichungen zu den Ergebnissen des Enzymaktivitätsassays 

ergaben sich hier vermutlich aufgrund der Unterschiede des jeweiligen Assayformats. 

Beim  Enzymaktivitätsassay lag das Enzym nicht auf einem Sensor immobilisiert vor, es 

wurde in kleineren Volumina in anderen Messplatten gearbeitet und während der 

Messung war ebenfalls ein Fluoreszenzsubstrat anwesend. Ebenfalls können leichte 
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Veränderungen im Bindungsverhalten der Inhibitoren am biotinylierten Enzym nicht 

komplett ausgeschlossen werden. Dennoch konnte durch den Einsatz von BLI eine 

ähnliche Größenordnung der Affinitäten von Fragment 14 und dem Ligationsprodukt 15 

nachgewiesen werden. Gleichzeitig konnte ein reversibles Bindungsverhalten durch die 

von der Octet® Software berechneten Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeiten 

von 14 und 15 bestätigt werden. 

4.6. Suche nach einem geeigneten Aktivester 

Die gemessenen Werte zeigten, dass aus zwei millimolar-aktiven Fragmenten, den 

Aktivestern 2–13 und dem Amin 14, das Fragment-Ligationsprodukt 15 entsteht, welches 

mit einer, im Vergleich zu den Einzelfragmenten, stark erhöhten Affinitätssteigerung bis 

in den nanomolaren Bereich einhergeht (s. Schema 4.4).  

Schema 4.4. Darstellung der Templat-unterstützen Amidierung. Aus zwei millimolar-aktiven Fragmenten 

wird ein nanomolar-aktives Fragment-Ligationsprodukt. 

Somit war zu erwarten, dass bereits kleinste Mengen an gebildetem Ligationsprodukt 15 

im Enzymaktivitätsassay detektierbar sein sollten. Auf Grundlage der ermittelten Werte 

wurde für 14 eine Konzentration gewählt, welche zu einer 20%igen Inhibition von Faktor 

Xa führte. Dies entsprach einer Konzentration von 171 µM. Somit blieb für die Detektion 

der Bildung von 15 ein Messfenster von 0–80 % offen. Damit sollte ebenfalls eine 

sensitive Detektion einer potentiellen zusätzlichen Inhibition möglich sein, bedingt durch 

Bildung von 15 aufgrund der Templat-unterstützten Ligationsreaktion. 
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Bei der ersten Versuchsreihe des Ligationsassays wurde eine Aktivesterkonzentration 

von 285 µM verwendet. Es wurde dabei für jeden Aktivester jeweils eine templierte 

Reaktion und eine nicht-templierte Reaktion durchgeführt. Bei der templierten Reaktion 

war das Zielprotein bzw. Templat während der zweistündigen Reaktionszeit anwesend. 

Die nicht-templierte Reaktion fand in Abwesenheit des Zielproteins statt. Zur 

Bestimmung der Enzymaktivität wurde dann auch bei der nicht-templierten Reaktion im 

Anschluss an die zweistündige Reaktion das Enzym zugegeben und anschließend für 

beide Reaktionen die Aktivität bestimmt (s. Abb. 4.6). 

Abbildung 4.6. Abgebildet sind die Ergebnisse des Ligationsassays von Amin 14 (171 µM) mit den Aktiv-

estern 2–8 (285 µM) inkubiert für 2 h jeweils mit und ohne Templat. Die Messung von Carbonsäure 1 

(285 µM) mit Amin 14 sowie von Amin 14 allein dienten als Kontrolle. 

Aktivester 2–5 zeigten hier sowohl für die templierte als auch für die nicht-templierte 

Reaktion eine vollständige Faktor Xa-Inhibition. Damit waren diese Verbindungen für 

den geplanten Ansatz der Templat-unterstützten Amidierungsreaktion ungeeignet. Die 

hohe Reaktivität dieser Aktivester führt bereits bei verhältnismäßig geringen 

Konzentrationen und damit verbunden einem geringen zu erwartenden Bindungsgrad, zu 
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einer zu starken Bildung des Ligationsprodukts 15. Dadurch ist die Detektion einer 

zusätzlichen Inhibition, bedingt durch zusätzlich, templiert-gebildetes Ligationsprodukt 

nicht mehr möglich und erscheint bei dem geringen Aktivester-Bindungsgrad auch als 

unwahrscheinlich. Aktivester 6–8 zeigten ebenfalls bereits bei 285 µM eine deutliche 

Inhibition. Eine Templat-unterstützte zusätzliche Bildung von 15 konnte jedoch nicht 

festgestellt werden. Die Aktivester 9–13 zeigten bei 285 µM im Vergleich zur Kontrolle 

1 + 14 keine zusätzliche Inhibition und daher auch keine Bildung von Ligationsprodukt 

15 (Daten nicht gezeigt). Eine Templat-unterstützte Amidierungsreaktion konnte eben-

falls nicht festgestellt werden. Daher wurden diese Ester in einer zweiten Versuchsreihe 

nochmal bei einer Konzentration von 5 mM im Ligationsassay getestet (s. Abb. 4.7). Bei 

diesen hohen Konzentrationen war bereits ein hoher Bindungsgrad des Aktivesters zu 

erwarten, wodurch eine templierte Reaktion wahrscheinlicher wird. 

Abbildung 4.7. Abgebildet sind die Ergebnisse des Ligationsassays von Amin 14 (171 µM) mit den Aktiv-

estern 9–13 (5 mM) inkubiert für 2 h jeweils mit und ohne Templat. Die Messung von Carbonsäure 1 

(5 mM) mit Amin 14 sowie von Amin 14 allein dienten als Kontrolle.  
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Diesmal zeigten auch die Aktivester 9–13 eine Zunahme der Inhibition, was auf die Bil-

dung von Ligationsprodukt 15 schließen lässt. Lediglich der unreaktivste verwendete Es-

ter, Methylester 13, stellte hier eine Ausnahme dar. Bei diesem konnte auch bei einer 

Konzentration von 5 mM keine erhöhte Inhibition detektiert werden. Für Phenylester 11 

und Trifluorethylester 12 konnte im Fall der templierten Reaktion sogar eine zusätzliche 

Inhibition im Vergleich zur nicht-templierten Reaktion festgestellt werden, was erstmals 

das mögliche Vorhandensein einer Templat-unterstützten Reaktion andeutete.  

4.7. Maximierung des gefundenen Templat-Effekts 

Dieser erste Hinweis auf eine Templat-unterstützte Amidierungsreaktion sollte anschlie-

ßend mittels weiterer Experimente bestätigt werden. Dazu wurde zunächst geprüft, ob 

sich der gezeigte Templat-Effekt durch Variation der Reaktionsbedingungen verstärken 

lässt. Der Ligationsassay wurde daher für Verbindung 11 und 12 nochmals mit verlän-

gerter Reaktionszeit und bei erhöhter Temperatur durchgeführt (s. Abb. 4.8).  

Bei diesen veränderten Bedingungen konnte für Verbindung 11 eine deutlich er-

höhte Inhibition beobachtet werden. Zwar konnte auch für die nicht-templierte Reaktion 

eine geringfügig erhöhte Inhibition festgestellt werden, jedoch zeigte sich hier ein signi-

fikanter Unterschied zur Templat-unterstützten Reaktion. Auch bei Verbindung 12 

konnte eine erhöhte Inhibition gemessen werden, wobei die verstärkte Inhibition jedoch 

ohne eine ebenfalls erhöhte Inhibition der nicht-templierten Reaktion einherging. Der In-

hibitionswert für die nicht-templierte Reaktion blieb hier sogar nach 10 h Reaktionszeit 

bei 37 °C relativ konstant, wohingegen der Inhibitionsgrad für die templierte Reaktion 

auf ca. 80 % anstieg.  

Somit konnten im Zuge des entwickelten Ligationsassays aus einer Reihe unter-

schiedlich reaktiver Aktivester zwei Aktivester identifiziert werden, bei denen ein deut-

licher Templat-Effekt nachgewiesen werden konnte, wenn das Zielprotein während der 

Reaktionszeit mit anwesend war. Für den Trifluorethylesters 12 konnte sogar eine reine 

Templat-unterstützte Reaktion gezeigt werden, d. h. eine templierte Reaktion, die ohne 

jegliche Hintergrundreaktion abläuft.  
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Abbildung 4.8. (A) Abgebildet sind die Ergebnisse des Ligationsassays von Amin 14 (171 µM) mit Aktiv-

ester 11 (5 mM) unter unterschiedlichen Reaktionsbedingungen, inkubiert jeweils mit und ohne Templat. 

Die Messung von Carbonsäure 1 (5 mM) mit Amin 14 (171 µM) dient als Vergleich. (B) Zeigt die Ergeb-

nisse des Ligationsassays von Amin 14 (171 µM) mit Aktivester 12 (5 mM) unter unterschiedlichen Reak-

tionsbedingungen, inkubiert jeweils mit und ohne Templat. Die Messung von Carbonsäure 1 (5 mM) mit 

Amin 14 (171 µM) dient als Vergleich. 
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4.8. Detektion des Ligationsprodukts mittels LC/MS 

Um sicherzustellen, dass tatsächlich die Bildung von Ligationsprodukt 15 für die zusätz-

liche Inhibition verantwortlich war, sollte nun dessen direkter Nachweis mittels Hoch-

leistungsflüssigkeitschromatographie-Massenspektrometrie (LC/MS) erfolgen. Bei die-

ser Methode wird die eingespritzte Probe zunächst über eine Umkehrphasen-Trennsäule 

(C18) geleitet und in die einzelnen Bestandteile aufgetrennt. Hinter die Trennsäule ist ein 

UV/VIS-Detektor mit Diodenarray (DAD) geschaltet, der eine Identifizierung der ge-

trennten Substanzen aufgrund ihrer absorptiven Eigenschaften ermöglicht. Im Anschluss 

wird die mobile Phase zum Massenspektrometer geleitet.  

Hier werden die Substanzen in die Gasphase überführt und ionisiert. Im Zuge die-

ser Experimente wurde die Elektronenspray-Ionisation verwendet, wobei hauptsächlich 

[M+H]+, [M-H]-  sowie [M+Na]+-Addukte gebildet werden. Der nachgeschaltete Massen-

analysator trennt die resultierenden Ionen nun nach ihrem m /z -Verhältnis. Als Analysator 

kam hier ein Single-Quadrupol zum Einsatz. Die aufgetrennten Ionen bzw. Ionenströme 

werden dann vom Massendetektor erfasst und in ein Massenspektrum umgewandelt. In 

diesem ist das m /z -Verhältnis gegen die relative Intensität aufgetragen. Die Messung 

kann in verschiedenen Modi erfolgen. Im Scan-Modus werden alle Ionen erfasst, deren 

Molmasse im eingestellten Massenbereich liegen. Man erhält dabei ein Totalionenchro-

matogramm (TIC). In diesem ist die Zeit gegen die Summe aller zum jeweiligen Zeit-

punkt detektierten Ionenströme aufgetragen. Hieraus lässt sich anschließend ein extra-

hiertes Ionenchromatogramm (EIC) erzeugen, welches ein vereinfachtes Chromato-

gramm darstellt, in dem nur ausgewählte Massen dargestellt werden. Mittels Integration 

des EICs ist ebenfalls die Quantifizierung einer bestimmten Substanz bzw. eines be-

stimmten Ions möglich. 

Zur Identifizierung des Ligationsprodukts 15 wurde zunächst die synthetisierte 

Referenzverbindung vermessen. Zur Herstellung der Referenzlösung wurde dabei eben-

falls der Assaypuffer verwendet, um identische Bedingungen der Probenmatrices zu 

schaffen. Mit der ermittelten Retentionszeit und der zugehörigen Masse der Referenz war 

so eine eindeutige Identifizierung der im Ligationsassay inhibierenden Spezies möglich 

(s. Abb. 4.9).  
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Abbildung 4.9. Abgebildet sind die 

extrahierten Ionenchromatogramme 

für das Signal des Ligationsprodukts 

15 [M+H]+, m /z 538.  

(A) Synthetisierte Referenz von Ver-

bindung 15.  

(B) Phenylester 11 mit Amin 14 inku-

biert für 2 h in Abwesenheit des 

Templats.  

(C) Phenylester 11 mit Amin 14 inku-

biert für 2 h in Anwesenheit des 

Templats (Faktor Xa).  

(D) Trifluorethylester 12 mit Amin 14 

inkubiert für 2 h in Abwesenheit des 

Templats.  

(E) Trifluorethylester 12 mit Amin 14 

inkubiert für 2 h in Anwesenheit des 

Templats (Faktor Xa). 
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Tatsächlich zeigte sich in diesen Experimenten, dass die erhöhte Inhibition im Ligation-

sassay mit einer vermehrten Bildung von Ligationsprodukt 15 einhergeht. Wie ebenfalls 

aufgrund der gemessenen Inhibitionswerte im Ligationsassay zu erwarten war, konnte bei 

der Templat-unterstützten Umsetzung des Phenylesters 11 mit Amin 14 eine höhere Pro-

duktbildung im Vergleich zur Umsetzung von Trifluorethylester 12 mit Amin 14 festge-

stellt werden. Die im Ligationsassay gemessene, leichte Erhöhung der Inhibition für die 

nicht-templierte Reaktion von 11 mit 14 konnte hier nicht gezeigt werden. Dies lag ver-

mutlich an der zu geringen Sensitivität des Single-Quadrupols. Da im Zuge des Ligations-

assays nur sehr geringe Mengen des Ligationsprodukts gebildet werden, musste zum Er-

halt eines deutlich sichtbaren Signals im Chromatogramm, ein verhältnismäßig großes 

Massenfenster von ± 0,5 m /z gewählt werden. Dies führt gleichzeitig zu einem erhöhtem 

Grundrauschen im Chromatogramm, womit ebenfalls denkbar ist, dass die zu erwartende 

minimale Produktbildung für die nicht-templierte Reaktion von 11 mit 14 vom Grund-

rauschen „verschluckt“ wurde.  
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5.  Untersuchung der Templat-

unterstützten Amidierungsreaktion 

Die gefundene Templat-unterstützte Amidierungsreaktion von Amin 14 mit den Aktiv-

estern 11 und 12 sollte im Anschluss nun näher untersucht werden. Dazu wurde zunächst 

das im Zuge der Templat-unterstützten Reaktion gebildete Ligationsprodukt quantifiziert 

und der zeitliche Verlauf der Reaktion genauer betrachtet.  

5.1. Quantifizierung des Ligationsprodukts mittels 

QTOF/MS 

Da sich das in 4.8. genutzte Single-Quadrupol-LC/MS-Instrument aufgrund der zu gerin-

gen Sensitivität nicht zur Quantifzierung des gebildeten Ligationsprodukts eignete, wurde 

hierzu ein sehr viel sensitiveres, hochauflösendes Quadrupol-Flugzeit(QTOF)-Massen-

spektrometer eingesetzt.[167] Das Spektrometer war hierbei ebenfalls mit einem LC bzw. 

UHPLC-System gekoppelt. Bei diesem Instrument gelangen die erzeugten Ionen, nach-

dem sie den Quadrupol durchquert haben, zunächst in eine Kollisionszelle und anschlie-

ßend in das Flugrohr. Hier werden die einzelnen Ionen bzw. Massen aufgetrennt. Durch 

eine Spannungsquelle wird ein kurzer Spannungstoß erzeugt, welcher die Ionen im Flug-

rohr beschleunigt. Diese fliegen aufgrund ihrer unterschiedlichen Massen auch unter-

schiedlich schnell. Bei gegebener kinetischer Energie erreichen kleine Massen dabei eine 

höhere Geschwindigkeit als Große. Ein Ionenspiegel reflektiert die Ionen am Ende des 

Flugrohrs wieder zurück zum Detektor und auf Basis der massenabhängigen Flugzeit 

kann die jeweilige Masse des Ions ermittelt werden.  

Zur Quantifizierung der im Ligationassay gebildeten Mengen von Verbindung 15 

wurde zunächst eine Kalibriergerade erstellt. Hierbei wurde der find by formula-Algo-

rithmus der MassHunter-Software mit der Summenformel C27H31N5O5S (entspricht Ver-

bindung 15) benutzt. Das Programm erzeugt dabei ein extrahiertes Ionenchromatogramm 
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auf Basis der eingegebenen Summenformel und den gewählten [M+H]+- und [M+Na]+-

Addukten sowie deren +1 Isotope. Zur Identifizierung der jeweiligen Verbindung nutzt 

die MassHunter-Software dabei die exakte Masse, das Isotopenmuster und die Abstände 

der einzelnen Isotope zueinander.  

Zur Erstellung der Kalibriergeraden wurden sechs unterschiedlich konzentrierte 

Referenzlösungen der synthetisierten Verbindung 15 vermessen. Die aus den extrahierten 

Ionenchromatogrammen ermittelten Peakflächen wurden anschließend gegen die jeweils 

injizierte Stoffmenge aufgetragen (s. Abb. 5.1). Hieraus konnte mittels linearer Regres-

sion eine Kalibriergerade erstellt werden. 

 

 

 

 

 

 

y = 1018x  + 3025,4     (5.1) 

R 2 = 0,9874 

 

 

 

 

 

Abbildung 5.1. Dargestellt ist die ermittelte Kalibriergerade und deren Funktionsgleichung. Das Be-

stimmtheitsmaß R 2 der ermittelten Gerade beträgt 0,9874. 

Auf Grundlage dieser Kalibriergeraden konnte die im Zuge des Ligationsassays gebildete 

Menge von Verbindung 15 quantifiziert werden sowie der zeitliche Verlauf der Reaktion 

näher untersucht werden. Hierzu wurden von den beiden Fragmentpaaren 14 / 11 und 

14 / 12 jeweils Ansätze mit und ohne Templat hergestellt. Diese wurden anschließend in 

einstündigen Intervallen mittels LC-QTOF-MS vermessen.   
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Die aus dem extrahierten Ionenchromatogramm erhaltenen Peakflächen konnten dann 

mithilfe der Kalibriergeraden in die enstprechenden Konzentrationen von 15 umgerech-

net werden. Diese Konzentrationen wurden anschließend gegen die jeweilige Reaktions-

zeit aufgetragen (s. Abb. 5.2). 

Abbildung 5.2. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Bildung von Ligationsprodukt 15. (A) Verlauf der 

templierten und nicht-templierten Reaktion von Amin 14 mit Phenylester 11. (B) Verlauf der templierten 

und nicht-templierten Reaktion von Amin 14 mit Trifluorethylester 12.  
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Für die templierte Reaktion von Phenylester 11 mit Amin 14 zeigte sich hier ein steiler 

Konzentrationsanstieg in den ersten drei Stunden, der dann jedoch stark abflachte. Ab 

Stunde vier stellte sich ein Plateau bei einem Wert von ca. 26 nM ein. Wie aufgrund der 

leichten zusätzlichen Inhibition im Ligationsassay zu erwarten war, konnte für die nicht-

templierte Reaktion von 14 und 11 eine geringfügige Hintergrundreaktion nachgewiesen 

werden. Es wurde hier eine Ligationsprodukt-Konzentration von ca. 5 nM ermittelt.  

Die templierte Reaktion von 14 und 12 zeigte ebenfalls zunächst einen steilen 

Konzentrationsanstieg in den ersten drei Stunden. Ab der sechsten Stunde stellte sich 

ebenfalls ein Plateau bei einem Wert von ca. 10 nM ein. Die ermittelten Werte für die 

nicht-templierte Reaktion decken sich auch hier mit den Ergebnissen aus dem Ligations-

assay und bestätigen nochmals, dass die Amidierungsreaktion von Amin 14 und Tri- 

fluorethylester 12 selektiv Templat-unterstützt verläuft und nur eine minimale Umset-

zung zum Produkt (0,15 nM) aufgrund der Hintergrundreaktion detektierbar ist. Da die 

Kurven beider templierter Reaktionsansätze ein Sättigungsverhalten mit Annäherung an 

eine maximale Konzentration cmax zeigen, lässt sich der Kurvenverlauf mittels einphasi-

ger exponentieller Assoziationsfunktion beschreiben (Gleichung 5.2).   

  c = cmax × (1 - e -k × x)  (5.2) 

Daraus lässt sich mittels nicht-linearer Regression für die Amidierungsreaktion von  

Phenylester 11 und Amin 14 eine cmax von 25,6 nM errechnen mit einer Halbwertszeit 

von 1,4 h. Für die Umsetzung von Trifluorethylester 12 mit Amin 14 erhält man eine cmax 

von 9,6 nM und eine Halbwertszeit von 1,7 h. Das gemessene Sättigungsverhalten lässt 

sich durch die Tatsache erklären, dass bei der Bildung von Ligationsprodukt 15 ein auto-

inhibitorischen Prozess vorliegt. Da das Enzym in ungebundener, freier Form zwingende 

Vorraussetzung für die Templat-unterstützte Reaktion ist und dieses im Laufe der Reak-

tion immer mehr vom gebildeten, hochpotenten Inhibitor 15 „abgeschirmt“ vorliegt, wird 

bei fortlaufender Reaktion die Wahrscheinlichkeit immer geringer, dass die beiden Aus-

gangsfragmente ein freies Enzymmolekül finden und Templat-unterstützt zu 15 umge-

setzt werden können.  
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5.2. Acylamidin-Nebenprodukt 

Im Zuge der LC-QTOF-MS-Untersuchung der Templat-unterstützten Amidierungsreak-

tion konnte über den find by formula-Algorithmus der MassHunter Software eine zweite, 

in der Lösung befindliche Spezies detektiert werden, welche eine zu Verbindung 15 iden-

tische Summenformel und damit auch Masse besitzt.  

Die Messung einer synthetischen Referenz von 15, bei der versucht wurde eine 

im Vergleich zu den im Ligationsassay verwendeten Ansätzen identische Probenmatrix 

zu erzeugen, zeigte einen scharfen Peak bei einer Retentionszeit von 3,6 Minuten mit den 

zu erwartenden Massen der [M+H]+- und [M+Na]+-Addukte. Bei der Messung der Proben 

aus dem Ligationsassay war jedoch ein zweiter Peak bei einer Retentionszeit von 3,2 Mi-

nuten zu erkennen, für den mit starken Schwankungen in etwa eine Peakfläche von 10–

30 % des eigentlichen Produkt 15-Peaks ermittelt werden konnte.  

Um Löslichkeitprobleme oder Säulenüberladung auszuschließen, wurden sämtli-

che Kombinationen der Einzelkomponenten des Ligationsassay-Ansatzes mittels LC-

QTOF-MS vermessen, wobei jedoch kein Doppelpeak oder Ähnliches zu beobachten 

war. Dieser zweite Peak im Spektrum trat nur auf, wenn alle Komponenten des Ligations-

assays in der Probe enthalten waren. Somit musste es sich bei diesem zweiten Peak um 

ein bis dahin nicht erwartetes Nebenprodukt handeln.  

Potentiell konnte diese unerwartete Reaktivität nur von der Amidin-Funktion von 

Verbindung 14 ausgehen. Dieser Verdacht wurde durch Literaturrecherche bestätigt. 

Zwar wurden Amidine und Guanidine in der Vergangenheit meist als nicht-nukleophile, 

starke Basen betrachtet, jedoch wurde in den letzten Jahren auch immer häufiger vom 

Einsatz bestimmter Amidine und Guanidine als nukleophile Katalysatoren berichtet, u. a. 

auch im Zuge von Acyl-Transfer Reaktionen.[168, 169] Hierbei greift das Amidin zunächst an 

einem Acyldonor bzw. aktiviertem Carbonsäurederivat an, wobei eine geladene, hochre-

aktive N-Acyl-Zwischenstufe gebildet wird.[170] Dieses Intermediat kann im Anschluss von 

einem beliebigen Nukleophil angegriffen werden, wobei das Amidin als Katalysator der 

Reaktion wieder regeneriert wird.  
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Um zu bestätigen, dass es sich beim zweiten detektierten Peak tatsächlich um das N-

Acylamidin 18 handelte, sollte die Verbindung nun gezielt synthetisiert und isoliert wer-

den (s. Schema 5.1).[171] Hierzu wurde Verbindung 14 zunächst Boc-geschützt und dann in 

stark alkalisiertem Wasser aufgenommen. Durch Extraktion mit Dichlormethan konnte 

so Verbindung 14d mit freier Amidinfunktion erhalten werden.  

Schema 5.1. Schematische Darstellung der Synthese von Verbindung 18. 

Zur Kupplung der Carbonsäure 1 mit Amidin 14d wurde eine DCC/HOBt-Kombination 

verwendet. Nach 13 h konnte mittels LC/MS die komplette Umsetzung von 1 nachgewie-

sen werden. Die nachfolgende Boc-Entschützung stellte sich aufgrund der  

hohen Instabilität von 18 als problematisch heraus. Am besten funktionierte hier ein klas-

sisches DCM/TFA 9:1-Gemisch, welches zu einer Rohausbeute von 72 % führte. Auch 

bei der nachfolgenden Aufreinigung des Rohprodukts führte die Instabilität von Verbin-

dung 18 zu Schwierigkeiten. Ein erster Versuch mittels basischer Extraktion und der Auf-

reinigung durch präparative HPLC schlug fehl. Jegliche Extraktionsversuche mit wässri-

gen Lösungen führten zu massiven Ausbeuteverlusten. Am Ende wurde eine Flash- 

Chromatographie mit DCM/MeOH 95:5 durchgeführt, wobei Produkt 18 in einer Ge-

samtausbeute von 26 % mit minimalen Spuren von Zersetzungsprodukten erhalten 

wurde. Ein geringer Methanol-Anteil war hier vonnöten um eine zufriedenstellende Tren-

nung zu erhalten. Andere Fließmittelkombinationen, die keine Nukleophile enthielten, 

stellten sich als ungeeignet heraus.  

Aufgrund der Tatsache, dass das Nebenprodukt 18 potentiell ebenfalls zur im Li-

gationsassay gemessenen Inhibition beitragen könnte, sollte das isolierte Produkt 18 nun 

dazu verwendet werden eine Kalibriergerade (vgl. Abschnitt 5.1) zu erstellen, um so die 
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gebildeten Mengen quantifizieren zu können. Gleichzeitig sollte der IC50 
-Wert der Ver-

bindung bestimmt werden. Somit könnte ermittelt werden, ob die Affinität von 18 aus-

reicht, um in den gebildeten Konzentrationsbereichen einen Einfluss auf die Enzymakti-

vität zu haben. Leider war die Stabilität von Verbindung 18 jedoch unter keiner der ge-

testeten Bedingungen ausreichend, um die geplanten Experimente durchzuführen. Insbe-

sondere die Anwesenheit von Wasser scheint großen negativen Einfluss auf die Stabilität 

des Acylamidins zu haben. Mittels LC-QTOF-MS konnten zahlreiche Zersetzungspro-

dukte von 18 identifiziert werden (s. Abb. 5.3).  

Abbildung 5.3. Entstehung des Acylamidin-Nebenprodukts und dessen mittels LC-QTOF-MS detektierte 

Zerfallsprodukte. Neben der Hydrolyse der Carbonylfunktion des Acylamidins mit Zerfall zu Amin 14 und 

Carbonsäure 1, konnte ebenfalls die Hydrolyse der Imino-Funktion des Acylamidins nachgewiesen werden.  
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Fraglich bleibt, welchen Einfluss die Messung im LC-QTOF-MS selbst auf die Zerset-

zung von 18 besitzt. Kritische Parameter sind hier bspw. die Trennung auf der LC-

Trennsäule (mobile Phase: H2O/MeCN; 0,1 % Ameisensäure) sowie die Ionisierung in 

der ESI-Quelle.  

Aufgrund der zu geringen Stabilität von 18 konnte der mögliche Störeinfluss auf 

die Ergebnisse des Ligationsassays nicht abschließend geklärt werden. In Arbeiten von 

Lam et al. aus dem Jahr 2003 konnte jedoch gezeigt werden, dass ein P1-Austausch des 

Benzamidins gegen Benzylamin mit einer mehr als 200-fachen Abnahme der Faktor Xa-

Bindungsaffinität einhergeht.[82] Ähnliches konnte in Arbeiten von Markwardt et al. ge-

zeigt werden, wo diverse P1-Bausteine an verschiedenen Serin-Proteasen getestet wur-

den. Bei Serum-Kallikrein führte der Benzamidin/Benzylamin-Austausch zu einem voll-

ständigen Affinitätsverlust im Fall des unsubstituierten Benzylamins. Bei einer etwas 

komplexeren Verbindung (Benzylamin-substituiert, M = 193 g/mol; Benzamidin- 

substituiert, M = 206 g/mol) führte der Austausch zu einer Bindungsaffinität-Abnahme 

um mehr als das 1000-fache.[172] In einer weiteren Arbeit testete Markwardt et al. nochmals 

Benzamidin- und Benzylamin-substituierte Fragmente und verglich dabei die Affinität 

bei drei verschiedenen Serin-Proteasen (Trypsin, Thrombin, Plasmin). Auch hier konnte 

gezeigt werden, dass ein Benzamidin/Benzylamin-Austausch zu 5- bis 56-fachen Affini-

täts-Abnahmen führte.[173] 

Somit ist auch bei Verbindung 18 im Vergleich zu 15 mit deutlichen Affinitäts-

einbußen zu rechnen und der Einfluss auf den Ligationsassay kann daher als gering ein-

geschätzt werden. 
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5.3. Untersuchung der aufgeklärten Struktur von 

Faktor Xa im Komplex mit Inhibitor 15 

Abschließend sollte nun der sterische und mechanistische Verlauf der gefundenen Temp-

lat-unterstützten Amidierungsreaktion näher untersucht werden (s. Abb. 5.4). Dies ge-

schah auf Basis der Kristallstruktur1 von Faktor Xa im Komplex mit Inhibitor 15 (PDB: 

5K0h).[115, 133] Der Kristallkomplex wurde durch Back-Soaking erhalten. Diese Methode 

nutzt einen bestehenden Faktor Xa / Inhibitor-Komplex, welcher in eine Lösung des zu 

kristallisierenden Inhibitors gegeben wird. 

Abbildung 5.4. Schematische Darstellung der Templat-unterstützten Reaktion und der zum Ablauf der 

Reaktion notwendigen Interaktion der Fragmente mit dem Templat. Der Komplex, bestehend aus den bei-

den Aktivestern 11/12 und Amin 14 (unten), wurde auf Grundlage des Faktor Xa / Ligationsprodukt 15-

Komplexes modelliert (PDB: 5K0h). 

1 Die Kristallstruktur wurde von Prof. Dr. Torsten Steinmetzer (Institut für Pharmazeutische Chemie der 

Philipps-Universität Marburg) zur Verfügung gestellt und auf PDB unter dem Code 5K0h abgelegt. Die 
Strukturanalyse wurde von der Firma Proteros Biostructures GmbH (Planegg-Martinsried, Deutschland) 
unter der Projektleitung von Dr. Nils Ostermann durchgeführt.  
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Der Ansatz wird mehrere Tage stehen gelassen. Da der zu kristallisierende Inhibitor im 

Überschuss eingesetzt wird, erfolgt eine Verdrängung bzw. Substitution des gebundenen 

Inhibitors mit dem sich in Lösung befindlichen Inhibitor. Auf diese Weise konnte der 

Faktor Xa / Inhibitor 15-Kristallkomplex erhalten werden. Die eigentliche Strukturauflö-

sung wurde im Anschluss am Synchrotron durchgeführt. Synchrotronstrahlung zeichnet 

sich durch eine hohe Intensität und Fokussierbarkeit aus. Zur Strukturaufklärung wird der 

erhaltene Co-Kristall mit einem gebündelten Röntgenstrahl beschossen. Die Wellenlän-

gen dieser Strahlung liegen im Ångstrom-Bereich (1 Å = 0,1 nm) und können daher an 

den Elektronen der sich im Kristall befindenden Atome / Moleküle gebeugt bzw. gestreut 

werden. Hierbei wird ein spezifisches Diffraktionsmuster erzeugt, welches dazu verwen-

det werden kann, Rückschlüsse auf die Elektronendichte und damit auch auf den mole-

kularen Aufbau des Kristallkomplexes zu ziehen. So konnte die Struktur des Protein / 

Inhibitor-Komplexes in einer hohen Auflösung von 2,2 Å aufgeklärt werden.  

Mithilfe der aufgelösten Struktur konnten einige Annahmen, die zu Beginn der 

Arbeit getroffenen wurden, bestätigt werden. Wie zu erwarten war, bindet der  

Benzamidin-Rest von Inhibitor 15 in die S1-Bindetasche des Enzyms und interagiert dort 

mit Asp-189 (s. Abb. 5.5). Damit trägt die Benzamidin-Funktion in hohem Maße zur 

freien Bindungsenergie des Inhibitors bei und ist essentiell für die hohe Affinität von 15 

zum Zielprotein.  

Ebenfalls bestätigt werden konnte die proklamierte Bindung der O-Benzyl- und 

N-Benzylsulfonyl-Reste in die Bindetaschen S2–S4. Die Tatsache, dass hier nur verhält-

nismäßig schwache Interaktionen zum Zielprotein möglich sind, erklärt die geringe Affi-

nität der Aktivester zum Enzym. Ausgehend von der aufgeklärten Struktur des Protein / 

Inhibitor 15-Komplexes konnten modellierte Faktor Xa-Komplexe der Aktivester 11/12 

und Amin 14 berechnet werden, aus denen die Bindungsmodi der reagierenden Frag-

mente abgeleitet werden konnten. Die modellierte Komplexe konnten ebenfalls bestäti-

gen, dass die zuvor beschriebene (s. Abschnitt 2), über ein Acyl-Enzym-Intermediat ver-

laufende, Protease-katalyiserte Bildung einer Amidbindung hier nicht möglich bzw. sehr 

unwahrscheinlich ist. Grund dafür ist die zu große Distanz des katalytischen Serins zum 

Carbonyl-Kohlenstoff des Aktivesters. Für Phenylester 11 wurde hier ein Abstand von 

4,8 Å gemessen. Beim Trifluorethylester 12 wurden 4,9 Å ermittelt. 



5.3. Untersuchung der aufgeklärten Struktur von Faktor Xa im Komplex mit Inhibitor 15 

77 

Abbildung 5.5. (A)+(B) Abgebildet sind die auf Basis der aufgeklärten Struktur des Protein / Inhibitor-

Komplexes (PDB: 5K0h) modellierten Faktor Xa-Komplexe der Aktivester 11 (A) bzw. 12 (B) mit Amin 

14. Die Aktivester sind gelb dargestellt, 4-Aminomethylbenzamidin in cyan. (C) Zeigt das im Zuge der 

Templat-unterstützten Amidierung gebildete Ligationsprodukt 15 mit den wichtigsten, an der Inhibitorbin-

dung beteiligten Aminosäureresten. (D) Darstellung der Proteinoberfläche mit gebundenem Inhibitor 15. 

Die wichtigsten Aminosäure-Interaktionspartner sind in grau abgebildet, die Aminosäuren der katalyti-

schen Triade in grün. 



5.  Untersuchung der Templat-unterstützten Amidierungsreaktion 

78 

Anhand der modellierten Faktor Xa-Komplexe von Aktivester 11/12 und Amin 14 sollte 

anschließend eine detailliertere Betrachtung des sterischen Verlaufs der templierten Frag-

ment-Verknüpfung erfolgen (s. Abb. 5.6). Gleichzeitig sollte überprüft werden, ob die 

Position und räumliche Orientierung, der an der Reaktion beteiligten funktionellen Grup-

pen, eine Templat-unterstützte Reaktion der Fragmente zulässt bzw. begünstigt und somit 

die aufgestellte Hypothese einer templierten Amidierung bekräftigen kann. 

  

Abbildung 5.6. Darstellung der modellierten Faktor Xa-Komplexe von Aktivester 11 (A) bzw. 12 (B) und 

Amin 14. Abgebildet ist ebenfalls die Interaktion der Aktivester bzw. Aktivesterkomponenten mit Tyr-99, 

welche potentiell eine entscheidende Rolle beim beobachteten Templat-Effekt spielt. Interaktionen sind 

durch gestrichelte Linien dargestellt. Der N-C-O-Winkel ist in grün abgebildet.    

Zunächst wurde die Distanz des angreifenden Amin-Stickstoffs zum Carbonyl-Kohlen-

stoff des aktivierten Esters ermittelt. Dabei konnte für beide Aktivester ein Wert von 

3,4 Å bestimmt werden. Um zu ermitteln, ob eine intermolekulare Interaktion zweier 

Atome innerhalb eines Kristallkomplexes möglich ist, werden meist die jeweiligen Van-

der-Waals-Radien der beiden potentiell interagierenden Atome herangezogen.[174, 175] 

Hierzu wird zunächst die Summe der Radien gebildet: Für das Stickstoff- und das Koh-

lenstoffatom beträgt diese 3,25 Å. Der errechnete Wert wird anschließend mit den aus 

den modellierten Komplexen ermittelten Distanzen der reagierenden Atome verglichen. 

Diese liegen mit jeweils 3,4 Å im Bereich der Summe der Van-der-Waals-Radien (Tole-

ranz: ± 0,7 Å),[176] womit eine intermolekulare Interaktion möglich ist.  
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Zwischen dem angreifenden Amin-Stickstoff von Verbindung 14 und der Aktivester- 

Carbonylfunktion (CO) von 11 und 12 konnte ein N-C-O-Winkel von 82° (11) bzw. 83° 

(12) ermittelt werden. Bürgi und Dunitz postulierten in ihrer Arbeit aus dem Jahr 1973 

den nach ihnen benannten Winkel als idealen Angriffwinkel eines Nukleophils an eine 

Carbonylfunktion. Dieser Winkel beträgt ca. 107°.[177] In späteren Arbeiten konnte jedoch 

gezeigt werden, dass dieser nicht immer zutreffend ist und eine erfolgreiche Reaktion 

auch für Angriffswinkel im Bereich von 68° bis 134° möglich ist. Dies sei besonders bei 

asymmetrisch-substituierten Carbonylen oder bei Anwesenheit volumniöser Substituen-

ten der Fall.[178] Da im vorliegenden Beispiel ein asymmetrisch-substituierter Ester mit vo-

lumniösen Phenylresten mit einem Amin-Nukleophil reagiert, ist eine Abweichung vom 

idealen Angriffwinkel ebenfalls wahrscheinlich. Die ermittelten Werte von 82° bzw. 83° 

liegen dabei in der genannten Toleranz, womit auch der Angriffswinkel eine intermole-

kulare Interaktion zulässt und die These der templierten Reaktion unterstützt.  

Zusammenfassend konnte durch die Untersuchung der modellierten Komplexe 

von Faktor Xa mit den gebundenen Ausgangsfragmenten der vorgeschlagene Mechanis-

mus der Templat-unterstützten Amidierung weiter verifiziert werden. Es konnte dabei 

gezeigt werden, dass sich die gebundenen Fragmente und deren reaktive Gruppen in ei-

nem für die Reaktion geeigneten Abstand zueinander befinden sowie die Orientierung der 

reagierenden Gruppen einen erfolgreichen Angriff des Amin-Nukleophils an der Akti-

vester-Carbonylfunktion ermöglichen.  

Ob Faktor Xa bei der Templat-unterstützten Reaktion neben der Rolle des Temp-

lats ebenfalls den Ablauf der Reaktion aktiv begünstigt, konnte auf Grundlage der be-

rechneten Komplexe nicht abschließend geklärt werden. Denkbar wäre eine in der ur-

sprünglichen Struktur von Faktor Xa mit Inhibitor 15 nicht vorhandene Interaktion der 

Aktivester 11/12 mit Tyr-99 (s. Abb. 5.6). Die potentiell mögliche Wasserstoffbrücken-

Bildung zwischen der Tyrosin-Hydroxylgruppe und dem Sauerstoff-Atom der Aktiv- 

esterkomponente von 11/12 könnte zur Protonierung der Aktivesterkomponente führen. 

Dies würde mit einer deutlichen Verbesserung der Abgangsgruppeneigenschaften einher-

gehen, wodurch Faktor Xa auch aktiv eine Rolle in der proklamierten selektiv- 

ablaufenden templierten Amidierung spielen würde.  
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5.4.  Untersuchung der superadditiven 

Bindungsenergiezunahme als Folge der Ligation 

Die Bestimmung der KI  -Werte der Fragmente und des Fragment-Ligationsprodukts 

zeigte, dass im Zuge der Templat-unterstützten Amidierung aus zwei millimolar-aktiven 

Fragmenten ein nanomolar-aktives Produkt gebildet wird (s. Abschnitt 4.4). Somit führt 

die Ligation der Fragmente zu einer deutlichen Steigerung der Bindungsaffinität. Um die 

Effizienz der Verknüpfung zu beurteilen, wurde unter Verwendung von Gleichung 3.20 

der Verknüpfungskoeffizient E von Verbindung 1 mit 14 bestimmt. Hierbei wurde ein 

Wert von 0,0078 ermittelt. Damit stellt die Reaktion ein Beispiel für eine Fragment- 

Ligation mit superadditiver resultierender Bindungsaffinität dar. Eine solche Superaddi-

tivität wird in der Regel nur selten beobachtet, besonders in der für die Ligation von 1 

und 14 gefundenen Größenordnung.[134, 135]  

Zur Untersuchung der gefundenen Superadditivität wurden zunächst die freien 

Bindungsenergien der Einzelfragmente durch Verwendung von Gleichung 3.18 ermittelt 

(s. Tabelle 5.1). Für die Fragmente 1 und 14 konnten dabei Werte von -12,7 kJ × mol-1  

bzw. -17,79 kJ × mol-1 erhalten werden., Die Summe der Gibbs-Energien von 1 und 14 

ergibt somit eine theoretische Gibbs-Energie für das Ligationsprodukt von -30,5 kJ × 

mol-1. Damit weicht der theoretische Wert, wie zu erwarten, deutlich von der experimen-

tell gefundenen Gibbs-Energie für Ligationsprodukt 15 von -42,3 kJ × mol-1 ab.  

Ebenfalls wurde zur Untersuchung der Superadditivität die Liganden- 

Effizienzen (LE) der einzelnen Fragmente sowie der Fragment-Kombination ermittelt. 

Diese wurden durch Verwendung von Gleichung 5.3 erhalten.[179]  

 LE = 
∆G

HA
  (5.3) 

Die Liganden-Effizienz wird oft bei der Optimierung von Fragmenten eingesetzt und 

setzt die freie Gibbs-Energie in Relation zur Anzahl der im Molekül befindlichen Atome 

HA (ohne Wasserstoffatome). Hierdurch soll bei der Optimierung der Fragmentstruktur 

eine möglichst effiziente Nutzung der Atome und funktionellen Gruppen des Liganden 

bei der Bindung zum Zielprotein gewährleistet werden.[179, 180] Zur Veranschaulichung führ-

ten Hopkins et al. bei ihrer Einführung der Liganden-Effizienz ein Rechenbeispiel an. In 
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diesem Beispiel wird ein „Standard“-Inhibitor mit einem KI  -Wert von 10 nM und einer 

Größe von 500 g/mol entwickelt. Durch die von Hopkins et al. durchgeführte Analyse 

der Pfizer Screening-Datenbank konnte als mittlere Molare Masse eines nicht-Wasser-

stoffatoms 13,286 g/mol ermittelt werden. Unter Verwendung dieses Werts kann mittels 

Gleichung 3.18 und 5.3 eine zur Optimierung des Inhibitors notwendige LE von 

0,3 kcal × mol-1 ermittelt werden.[181] Ziel wäre es hier also, während der Optimierung des 

Liganden, die Liganden-Effizienz über 0,3 kcal × mol-1 zu halten. Für den Fall der Su-

peraddititvität würde man im Zuge der Optimierung sogar eine Erhöhung der Liganden-

Effizienz erwarten.[30]  

Für die Ausgangsfragmente 1 und 14 wurde eine LE von 0,11 bzw. 0,39 berech-

net. Der hohe Wert für Verbindung 14 liegt in der starken Interaktion mit Asp-189 be-

gründet, bei einer verhältnismäßig geringen Molekülgröße. Dieser Wert sinkt im Zuge 

der Verknüpfung zur Fragment-Kombination 15, für die eine LE von 0,27 errechnet 

wurde. Kompensiert wird dies durch die deutliche Erhöhung, die die LE von 1 erfährt. 

Zieht man beide LE-Änderungen der Fragmente in Betracht, ergibt sich durch die Ver-

knüpfung der Fragmente eine LE-Erhöhung von 0,4. Dies zeigt, dass die resultierende 

superadditive Bindungsenergiezunahme im vorliegenden Fall der templierten Fragment-

Ligation auch mit einer gesteigerten Nutzungs-Effizienz der im finalen Inhibitor befind-

lichen Atome und funktionellen Gruppen einhergeht.  

Um den Beitrag des Linkers zur beobachteten superadditiven Gibbs-Energie zu 

prüfen, wurde ausgehend von 1 das Derivat 16 hergestellt, bei dem die Carbonsäure durch 

ein primäres Amid ersetzt wurde (s. Abb. 5.7).  Ebenfalls wurde das N-acetylierte Derivat 

von 14 (=17) hergestellt.  

Abbildung 5.7. Dargestellt sind die beiden hergestellten Derivate 16 und 17.  
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Ziel war es dabei, die Bindungsverhältnisse von 15 nachzuahmen und den Einfluss der 

Erweiterung von Amin 14 und Carbonsäure 1 um die in 15 jeweils vorhandene Amid-

Teilstruktur zu untersuchen. Für 16 und 17 wurden anschließend ebenfalls die KI  -Werte 

bestimmt und daraus die jeweiligen freien Bindungsenergien ermittelt.  

Tabelle 5.1. Übersicht der experimentell ermittelten thermodynamischen Daten  

 

Für die „Amid“-Derivate von 1 und 14 konnten dabei KI  -Werte von 6 mM für 16 und 

1,1 mM für 17 ermittelten werden. Die erhaltenen KI  -Werte liegen somit höher wie die 

der jeweiligen Ausgangsfragmente. Die beobachtete Wechselwirkung der entsprechen-

den Amidbindung von 15 mit Serin-214 (s. Abb. 5.5 (C)) scheint bei 16 und 17 nicht zu 
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einer signifikanten Erhöhung der Bindungsenergie zu führen. Auf Grundlage der ermit-

telten Daten kann daher ein Einfluss des Linkers auf die supperadditive Bindungsenergie 

des Ligationsprodukts ausgeschlossen werden. Denkbar ist hierbei jedoch auch, dass be-

sonders im Fall von 17 die verhältnismäßig kleine Acetylgruppe nicht ausreicht, um die 

Amid-Struktur in die Position zu zwingen, die zur Ausbildung der Wasserstoffbrücke 

zwischen Amid-NH und Ser-214-Carbonylfunktion nötig wäre.  

Eine weitere mögliche Ursache einer durch die Verknüpfung von Fragmenten be-

dingten superadditiven Zunahme der resultierenden Bindungsenergie beschrieben Mur-

ray und Verdonk in ihrer Arbeit aus dem Jahr 2002.[182] Diese begründeten das Auftreten 

von Superadditivität auf Basis von Entropieänderungen: Jedes Fragment verliert demnach 

bei der Bindung Freiheitsgrade, was mit einer Entropieabnahme einhergeht. Bei der  

theoretischen Berechnung der freien Bindungsenergie eines Ligationsprodukts zweier 

Fragmente (Gleichung 3.19) ist so für beide Fragmente ein energetisch ungünstiger Ent-

ropieabnahme-Term enthalten. Die Bindung des entsprechenden Fragment-Kombinati-

onsprodukts würde daher zu einem geringeren Entropieverlust führen, da hier nur ein 

Term für die aus der Bindung des Ligationsprodukts bedingte Entropieabhname in die 

Rechnung mit eingehen würde. Somit kann die Verknüpfung zweier Fragmente Entropie-

bedingt zu einer erheblichen Steigerung der freien Bindungsenergie führen.[182] Da der Lin-

ker nicht zur erhöhten Affinität beiträgt, kann auch im vorliegenden Fall die 

weniger negative Bindungsentropie, die sich aus der Verknüpfung der Fragmente ergibt, 

als Ursache für die beobachtete Superadditivität angenommen werden. 
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6. Carbonsäureaktivierung im 

Mikrotiterplatten-Maßstab 

Mit dem entwickelten Ligationsassay konnten erfolgreich Phenylester und Trifluorethyl-

ester als mögliche Ausgangsfragmente für eine Templat-unterstützte Amidierungs- 

reaktion identifiziert werden. Auf Grundlage der gewonnenen Erkenntnisse sollte nun 

versucht werden, die Aktivierung von Carbonsäuren zu Phenyl- bzw. Trifluorethylestern 

in Mikrotiterplatten durchzuführen. Damit wäre es prinzipiell möglich, durch Paralleli-

sierung der Templat-unterstützten Reaktion, Screenings im kleineren Maßstab durchzu-

führen. Dies könnte bspw. im Zuge von Hit-Auswahl-Prozessen, wo die Anzahl der  

Fragment-Kombinationen bereits begrenzt ist, hilfreich sein. Ein sehr viel wichtigeres 

Einsatzgebiet stellt jedoch die Aktivierung von Carbonsäure-Bibliotheken mit nachfol-

gender Umsetzung zu den entsprechenden Amiden dar. Die so erzeugten Amide können 

nachfolgend innerhalb verschiedenster Screening- und Assayformate verwendet werden.  

Für Reaktionen in Mikrotiterplatten bestehen dabei generell im Vergleich zur Re-

aktion im Kolben einige Besonderheiten: Beispielsweise sind die Möglichkeiten den Re-

aktionsansatz aufzureinigen auf einfache Evaporations- und Filterschritte begrenzt. Eben-

falls gilt, dass bei einer bestimmten Fragment-Bibliothek zwar die reagierende funktio-

nelle Gruppe identisch bleibt, je nach sonstigen Substituenten und sterischen Gegeben-

heiten im Fragment diese jedoch in einem breiten Reaktivitätsspektrum vorliegen kann. 

Daher sollte der eingesetzte Reaktionstyp möglichst selektiv sein, sodass auch weniger 

reaktive Fragmente ohne Nebenreaktionen zu einem definierten Produkt reagieren und 

dabei gleichzeitig andere funktionelle Gruppen im Fragment toleriert werden.  

Da der Reaktionsansatz direkt im Assay verwendet wird, sollte die Reaktion nur 

zu wasserlöslichen (Neben-)Produkten führen oder zu solchen, die bereits durch geringe 

Anteile organischer Lösungsmittel in Lösung gebracht werden können. Präzipitation be-

stimmter Reaktionsbestandteile bzw. deren Abbauprodukte kann zu Interferenzen mit 
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dem Assaysystem führen, was zu fehlerbehafteten Messergebnissen führen würde. Un-

umgänglich ist dabei, dass der Einfluss der einzelnen Bestandteile des Reaktionsansatzes 

auf die Aktivität des verwendeten Enzyms im Voraus überprüft wird. Die Carbonsäure-

aktivierung im Mikrotiterplatten-Format sollte anhand der Umsetzung zu drei verschie-

denen Aktivestern untersucht werden: Trifluorethylester, Phenylester und dem etwas re-

aktiveren Thiophenylester.  

Exemplarisch wurde Carbonsäure 1 gewählt, um verschiedene Aktivierungs- 

methoden zu testen. Bereits zu Beginn zeigte sich dabei, dass die zuvor verwendeten  

Polystyrol-Mikrotiterplatten (Corning 3655) für Reaktionen mit organischen Lösungs-

mitteln ungeeignet waren. Besonders DMF führte hier zur schnellen Auflösung der Platte. 

Daher wurden für die nachfolgenden Versuche Polypropylen-Mikrotiterplatten (ABgene 

Storage Plates) verwendet, welche sich als deutlich robuster erwiesen. Erste Aktivie-

rungsversuche zum Phenylester zielten darauf ab (s. Tabelle 6.1 A), das Spektrum ein-

setzbarer Lösungsmittel zu testen. Dabei wurde das zuvor erfolgreich eingesetzte EDC 

als Aktivierungsreagenz verwendet. Hierbei konnte besonders im Fall von Dioxan (72 %) 

eine hohe Umsetzungsrate gezeigt werden. Der Einsatz der anderen getesteten Lösungs-

mittel (DCM, EE, Aceton, THF, MeCN) konnte im Zuge dieser ersten Tests bereits na-

hezu ausgeschlossen werden. Die schlechte Pipettierbarkeit verhinderte ein exaktes Ab-

messen der eingesetzten Volumina im Fall von DCM und Aceton komplett, bzw. war im 

Fall von EE, THF, MeCN stark erschwert. 

Weiterführende Tests mit Fokus auf Dioxan konnten anschließend zeigen, dass 

Reaktionszeiten von über 2 h zu keiner weiteren Steigerung des Umsatzes führten. 

Ebenso führte die Zugabe von Basen (NMM, DIPEA) nicht zu vermehrter Produktbil-

dung. Die zu erwartende erhöhte Reaktivität als Folge der Deprotonierung der Carbon-

säure sowie der Aktivesterkomponente blieb aus und stattdessen war lediglich eine deut-

liche Zunahme von Oxazolon- und N-Acylharnstoff-Nebenprodukten im LC/MS-Spekt-

rum zu beobachten (s. Abb. 6.1). Zwar kann das Oxazolon-Nebenprodukt prinzipiell zum 

Aktivester weiterreagieren, dies konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, vermutlich 

aufgrund einer zu geringen Nukleophilie des Phenols. 
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Tabelle 6.1. Übersicht der getesteten Bedingungen zur Optimierung der Carbonsäureaktivierung  
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Abbildung 6.1. Dargestellt sind die nachgewiesenen Haupt-Nebenprodukte der EDC-Aktivierung. 

Anschließend wurden weitere klassische Aktivierungsmethoden (DAST, TFFH, TCFH, 

CDI, IPCF, IBCF) untersucht. Hierbei wurde jeweils ein Ansatz in Dioxan und ein Ansatz 

in einem, typischerweise für das jeweilige Reagenz eingesetzten Lösungsmittel, herge-

stellt und getestet. Sämtliche getestete Methoden führten jedoch nur zu geringen Umset-

zungsraten. Lediglich mit IPCF (79 %) und IBCF (63 %) konnten akzeptable Ausbeuten 

erzielt werden. Diese bieten potentiell den Vorteil, dass sowohl das Reagenz als auch 

dessen Abbauprodukte mittels Vakuumkonzentrator (SpeedVac) aus den Platten bzw. Re-

aktionsansätzen entfernt werden könnten. Weitere Versuche zur Optimierung der Reak-

tion mit IPCF und IBCF (Daten nicht gezeigt) blieben jedoch erfolglos. Die Steigerung 

von Akivesterkomponenten-, Reagenz- und Basenäquivalenten führte hierbei nahezu aus-

nahmslos zu erhöhter Bildung des IPCF-Phenol-Addukts (s. Abb. 6.2) bzw. dessen IBCF-

Analogons. 

Abbildung 6.2. Dargestellt ist das bei der IPCF-Aktivierung gebildete IPCF-Phenol-Addukt. 

In nachfolgenden Tests wurde die Aktivierung durch die beiden Carbodiimid-Reagenzien 

EDC und DCC miteinander verglichen. Hierbei konnten mit DCC sehr gute Ausbeuten 

erzielt werden. Gleichsam konnte für die Aktivierung mit DCC nahezu kein N-Acylharn-

stoff-Nebenprodukt detektiert werden, vermutlich aufgrund der im Vergleich zu EDC 

fehlenden zusätzlichen Amin-Funktion und der damit verbundenen verringerten  

Basizität.  
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Im Anschluss wurde der Einsatz verschiedener Aktivesterkomponenten- und Reagenz-

Äquivalente untersucht sowie auch die Verwendung von DMAP getestet (s. Tabelle 

6.1 B). Für die Erhöhung der Äquivalente konnte hier in Relation zu möglichen Konzent-

rations-bedingten Assay-Störeffekten nur eine geringe Steigerung des Reaktionsumsatzes 

nachgewiesen werden.  

Sehr gute Ausbeuten konnten durch Verwendung der klassischen Steglich- 

Aktivierung mit 1,1 Äq. DCC und 0,1 Äq. DMAP erhalten werden. Hierbei konnten Um-

setzungsraten von 88 % (Thiophenylester) über 98 % (Phenylester) bis hin zur vollstän-

digen Umsetzung im Fall des Trifluorethylester erreicht werden. Gerade die Aktivierung 

zum Trifluorethylester stellte sich dabei als besonders praktikabel heraus: Trifluorethanol 

kann mit bis zu 50 Äq. eingesetzt werden, was die nahezu quantitative Umsetzung zum 

Trifluorethylester zur Folge hat. Im Anschluss kann der Überschuss der Aktivesterkom-

ponente einfach mittels Vakuumkonzentrator entfernt werden.  

Somit konnte jeder der Aktivester erfolgreich in der Mikrotiterplatte erzeugt 

werden und die einfache Aktivierung mittels Steglich-Veresterung mit nachfolgender 

Umsetzung zum Amid sollte einen breiten Einsatz innerhalb verschiedenster Screening- 

und Assayformate ermöglichen.  
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7. Screening der Carbonsäure-

Bibliothek gegen WNV NS2B-NS3-

Protease 

Im Zuge des geplanten Screenings sollte die vorhandene Carboxylat-Fragment-Biblio-

thek mit dem von Hammamy et al.[108] gefundenen, aktivsten P1-Fragment der WNV Pro-

tease gekuppelt werden und die gebildeten Amide anschließend in-situ gegen die WNV 

NS2B-NS3-Protease getestet werden. Hierbei sollte ein bereits in der Arbeitsgruppe etab-

lierter Assay genutzt werden. Als Puffer wurde ein 10 mM MOPS-Puffer (pH 8) mit 20 %  

Glycerol-Anteil verwendet. Der DMSO-Anteil im Assay betrug 3,2 %. Die WNV NS2B-

NS3-Protease1 wurde in einer Konzentration von 14,3 nM eingesetzt. Als Fluoreszenz-

substrat wurde Cbz-GKR-AMC (s. Abb. 7.1) gewählt, für das ein KM  -Wert von 122 µM 

bestimmt wurde.  

 

Abbildung 7.1. Darstellung des im Screening verwendeten Fluoreszenzsubstrats Cbz-Gly-Lys-Arg-AMC. 

Die Spaltstelle ist mit einem roten Pfeil gekennzeichnet. 

1 Die Herstellung der rekombinanten WNV NS2B-NS3-Protease wurde von Dr. Christoph Arkona am  

Pharmazeutischen Institut Berlin durchgeführt. Für die Stammlösung wurde eine Konzentration von 31 µM 
bestimmt.
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7.1. Synthese von Amin 19 (GCMA) 

Zur Durchführung des in-situ Screenings wurde zunächst Amin 19 (GCMA) synthetisiert 

(s. Schema 7.1). Dabei wurde das käuflich erworbene trans-4-(Boc-amino)cyclohexan-

methylamin im ersten Schritt Cbz-geschützt und das entstandene Produkt 19a im An-

schluss an der zweiten Amin-Funktion Boc-entschützt. 19b konnte nun im nächsten 

Schritt guadinyliert werden. Die Guadinylierung erwies sich zunächst als schwierig und 

Versuche mit 1H-Pyrazol-1-carboxamidin und 2-Ethyl-2-thiopseudourea führten nur zu 

geringen Ausbeuten, welche auch durch erhöhte Basenzugabe nicht weiter gesteigert wer-

den konnten. Unter Verwendung von 1,3-Di-Boc-2-(trifluormethylsulfonyl)guanidin in 

DCM mit zwei Äquivalenten Base (TEA) konnte nach Rühren über Nacht jedoch die 

vollständige Umsetzung zu Guanidin 19c erreicht werden. Die zwei vorhandenen Boc-

Gruppen erwiesen sich bei der nachfolgenden Boc-Entschützung als äußerst stabil und 

erforderten zur Entschützung eine hohe TFA-Konzentration (TFA/DCM 1:2). Nach 36 h 

konnte mittels LC/MS die quantitative Entschützung zu 19d nachgewiesen werden. An-

schließend folgte die finale Cbz-Entschützung mit Pd/C unter H2 -Atmosphäre in Metha-

nol. Die Reaktion war nach 2 h vollständig und lieferte Endprodukt 19, welches mit einer 

Gesamtausbeute von 68 % erhalten werden konnte. 

Schema 7.1. Schematische Darstellung der Synthese von Amin-Fragment 19. 
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7.2.  In-situ Amidierung 

Amin 19 sollte nachfolgend mit der Carboxylat-Bibliothek zur Reaktion gebracht werden. 

Dazu mussten zuvor geeignete Reaktionsbedingungen und Kupplungsreagenzien gefun-

den werden, die eine möglichst effiziente Kupplung im Mikrotiterplatten-Maßstab ge-

währleisten sollten. Wie bei den Versuchen zur Aktivester-Umsetzung (s. Abschnitt 6) 

wurde auch hier Carbonsäure 1 verwendet, welche exemplarisch mit Amin 14 bzw. 19 

zum jeweiligen Amid-Produkt umgesetzt werden sollte.  

Da ein Exemplar der Carboxylat-Bibliothek bereits in DMSO gelöst vorlag, wurde 

zu Beginn versucht eine Aktivierungsmethode mit DMSO bzw. einem DMF/DMSO- 

Gemisch als Lösungsmittel zu finden. Wong et al. verwendeten in einem ähnlichen An-

satz einer in-situ Amidierung erfolgreich HBTU/DIPEA (1,1/2,2 Äq.) in DMF zur Frag-

ment-Ligation.[183] Für den Test eines vergleichbaren Ansatzes von 1 und 14 in einem 

DMF/DMSO 1:1-Gemisch konnte ein Umsatz von 72 % nach 30 Minuten Reaktionszeit 

nachgewiesen werden. Für EDC konnte hier ein Umsatz von 55 % festgestellt werden, 

wohingegen IPCF und IBCF zu keiner Umsetzung führten. 

Ausgehend von den Erkenntnissen aus den Versuchen zur Aktivester-Bildung 

wurde nachfolgend der Fokus auf die Carbodiimid-Aktivierung in Dioxan gelegt. Auch 

hier konnte durch die klassische Steglich-Veresterung eine sehr hohe Umsetzungsrate von 

90 % mit Amin 14 gezeigt werden. Für Amin 19-2 wurden zu Beginn durchgehend 

schlechte Kupplungsraten erhalten. Erst durch viermalige Lyophilisation (19-2  19) 

konnte eine deutliche Steigerung beobachtet werden. Vermutlich verhinderte hier die 

Salzform des Amins und der damit verbundene Nukleophilieverlust die erfolgreiche 

Kupplung. Stark basisches Ausschütteln mit Extraktion des freien Amins war zuvor nicht 

zielführend. Da erst nach Lyophilisation eine merkliche Steigerung der Kupplungsraten 

zu beobachten war, handelte es sich vermutlich um ein stabiles TFA-Salz des Amins, 

welches erst nach mehrmaliger Lyophilisation in die freie Form des Amins überführt 

wurde. Im Anschluss konnte auch für Amin 19 mit DCC/DMAP (1,1/0,1 Äq.) eine Um-

setzung von 84 % nachgewiesen werden.   



7. Screening der Carbonsäure-Bibliothek gegen WNV NS2B-NS3-Protease 

94 

Tabelle 7.1. Übersicht der getesteten Bedingungen zur Optimierung der Amidierungsreaktion 
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7.3. WNV NS2B-NS3-Protease Screening 

Die Vielzahl der vorhandenen Aktivierungsreagenzien[114] legt nahe, dass kein bestimmtes 

Reagenz existiert, dass jede Amin/Carbonsäure-Kombination erfolgreich zum Amid um-

setzt. Je nach Substituenten und sterischen Gegebenheiten der Fragmente, können diese 

in einem breiten Reaktivitätsspektrum vorliegen. Ausgehend von den Ergebnissen aus 

Abschnitt 7.2 wurden für das in-situ Screening daher zwei Aktivierungsmethoden ver-

wendet, um eine größtmögliche Anzahl an Carbonsäure-Fragmenten in das entsprechende 

Amid zu überführen. Für Screen 1 wurde DCC/DMAP in Dioxan gewählt, für Screen 2 

HBTU/DIPEA in DMF/DMSO (1:1). 

Für beide Screenings wurde zunächst eine wässrige Lösung von Amin 19 

(GCMA) in die Reaktionsplatten vorgelegt und anschließend das Lösungsmittel mittels 

Vakuumkonzentrator entfernt (s. Abb. 7.2). Die Aktivierung der Carbonsäuren erfolgte 

bereits in der Pipettenspitze des Pipettierroboters durch sequentielle Aufnahme der ein-

zelnen Reagenzien. Im Anschluss erfolgte die Zugabe dieses Reaktionsgemisches in die 

Reaktionsplatten. Zur Umsetzung der kompletten Carboxylat-Bibliothek wurden pro 

Screen je fünf Platten eingesetzt, welche jeweils aktiviert und im Anschluss mit Amin 19 

zum Amid umgesetzt wurden. Alle Platten wurden nachfolgend für 2 h bei Raumtempe-

ratur geschüttelt. Nach Evaporations- und Verdünnungsschritten folgte die Testung der 

gebildeten Amide. Im Fall von Screen 1 wurde eine potentielle Amid-Maximalkonzent-

ration von 100 µM eingesetzt. Für Screen 2 wurden „Amid“-Konzentrationen von 100, 

10 und 1 µM verwendet (Screen 2-100, 2-10 bzw. 2-1).  

Die eingesetzten Amid-Konzentrationen liegen im Bereich von standardmäßig 

verwendeten Konzentrationen zum Screening von Fragment-Kombinationen. Da durch 

die Fragment-Ligation eine erhöhte Inhibition im Vergleich zu den Einzelfragmenten zu 

erwarten war, wurde eine Amin 19-Lösung als Referenz verwendet. Die Konzentration 

dieser Lösung entsprach der jeweiligen getesteten Amid-Konzentration. Für Amin 19 

wurde ein IC50 
-Wert von 1,055 mM bestimmt. Die im Screen 1 und 2-100 verwendete 

100 µM Lösung von 19 führte dabei zu einer ca. 10%igen Inhibition der WNV NS2B-

NS3-Protease. Als Hit-Kriterium für das Screening wurde eine im Vergleich zur Amin-

Lösung 30%ige Erhöhung der Inhibition festgelegt. 
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Abbildung 7.2. Ablauf des durchgeführten WNV NS2B-NS3-Protease Screenings. 
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Im Zuge der beiden Screenings konnten 95 (Screen 1) bzw. 55 (Screen 2) Hits identifiziert 

werden. Abbildung 7.3 zeigt die Aktivitätsverteilung der getesteten Fragment-Kombina-

tionen im jeweiligen Screen in Form von Scatter-Plots. 

 

Abbildung 7.3. Dargestellt sind Scatter Plots der Screenings. (A) Screen 1 wurde bei einer Amid-Konzent-

ration von 100 µM im Assay durchgeführt. Screen 2 bei einer Amid-Konzentration im Assay von 100 µM 

(B), bzw. 10 µM (C) und 1 µM (D). 
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7.4. Validierung der Screening-Hits 

Zur Validierung der gefundenen Screening-Hits wurden die jeweiligen Lösungen zu-

nächst mittels LC/MS untersucht (s. Abb. 7.4). Hierbei konnten die Messlösungen auf 

einen erfolgten Substratumsatz und auf mögliche Assay-Artefakte hin überprüft werden, 

womit eine korrekte Assaydurchführung gewährleistet werden konnte. Hauptziel war es 

dabei jedoch das Fragment-Kombinationsprodukt als tatsächlich für die verringerte Ak-

tivität verantwortliche Substanz im Assay zu identifizieren. Hierfür wurde die Effizienz 

der Fragment-Ligation auf Grundlage der Peakflächen im EIC mit dem jeweiligen m /z -

Verhältnis des Fragment-Kombinationsprodukts ermittelt. Gleichzeitig konnte somit die 

Hemmung durch mögliche Fragment-Zerfallsprodukte ausgeschlossen werden. Von den 

95 gemessenen Hit-Proben aus Screen 1 konnte für 40 Proben das Ligationsprodukt in 

guter Ausbeute mit einer Peaklfläche von >100000 nachgewiesen werden. Im Fall von 26 

Proben war das Produkt noch in Spuren mit einer Peakfläche von >20000 identifizierbar. 

Bei Screen 2 war von den 55 injizierten Proben für 45 Proben eine Peakfläche von 

>100000 und für 8 Proben eine Fläche >20000 nachweisbar. Insgesamt 4 Proben enthiel-

ten weder Carbonsäure noch Amid und wurden daher aussortiert. 

Zusätzlich wurden 20 zufällig ausgewählte Proben pro Screen injiziert. Damit 

konnte überprüft werden, ob im Fall der nicht als Hit identifizierten Proben ebenfalls eine 

ausreichende Menge der jeweiligen Fragment-Kombination gebildet wurde, sodass die 

fehlende Umsetzung zum Amid als Ursache, der im Vergleich zu den Hit-Proben gerin-

gen Inhibition ausgeschlossen werden konnte. Hierbei konnte für beide Screens bei 11 

Proben eine effiziente Bildung des Ligationsprodukts (Peakfläche >100000) ermittelt 

werden. Bei 8 Proben (Screen 1) bzw. 5 Proben (Screen 2) konnte das Ligationsprodukt 

noch in Spuren nachgewiesen werden (Peakfläche >20000). 

Aufgrund der insgesamt geringeren Effizienz der Amidbildung im Fall der Hits 

aus Screen 1 wurden die jeweiligen Carboxylat-Fragmente nochmals separat bei drei ver-

schiedenen Konzentrationen getestet. Dies diente dazu ebenfalls vielversprechende Car-

boxylat-Fragmente in nachfolgende Untersuchungen miteinzuschließen. Von 95 geteste-

ten Fragmenten konnte dabei, bei einer vergleichsweise hohen Konzentration von 1 mM, 

für 46 Fragmente eine Inhibition von ≥50 % nachgewiesen werden. Bei 100 µM waren es 
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noch 10 und bei 10 µM noch 5 Fragmente mit einer Inhibition von ≥50 %. Im Fall von 3 

dieser 5 aussichtsreichen Carboxylate handelte es sich jedoch um N-Aryl-2,5-dialkylpyr-

role, einer mittlerweile bekannten frequent hit-Struktur insbesondere im Bereich der 

Phosphatasen.[184] In ihrer Veröffentlichung von 2013 proklamieren Hartmann et al. die 

Polymerisation des Fragments unter Bildung eines Polyanion-Polymerisationsprodukts. 

Dieses soll an positive Aminosäureseitenketten des Zielproteins binden können und so 

zur Hemmung des Proteins führen.[185] Im Fall von Fragment K781-3430 ist aufgrund des 

ausgedehnten mesomeren Systems eine Interferenz mit dem Assay-Ausgabesignal wahr-

scheinlich. Ebenfalls bedenklich ist die Reaktivität als Michael-Akzeptor mit Anfälligkeit 

für zahlreiche Nebenreaktionen. Daher wurden 4 der 5 Carboxylat-Hits aussortiert. 

Abbildung 7.4. Übersicht der Screening-Ergebnisse und der anschließenden Hit-Validierung.  
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Auf Grundlage der erhaltenen Inhibitionswerte im Primärscreen und der daraus gebilde-

ten Hit-Schnittmenge beider Screens sowie unter Berücksichtigung der bereits aussortier-

ten Verbindungen fand eine Vorauswahl von 78 der insgesamt 150 gefundenen  

Primärhits statt (s. Abb. 7.5).  

Abbildung 7.5. Übersicht der 78 ausgewählten Hit-Fragmente. 
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Fortsetzung Abbildung 7.5. Übersicht der 78 ausgewählten Hit-Fragmente. 
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7.5. In-silico Screening 

Neben dem experimentellen in-situ Screening wurde die Carboxylat-Bibliothek zusätz-

lich in-silico gescreent. Hierfür wurde ein Docking unter Verwendung der Schroedinger 

Suite (Schroedinger Release 2017-1: Schrödinger, LLC, New York, NY, 2017) durchge-

führt. Die von Hammamy et al.[108] veröffentlichte Kristallstruktur (PDB: 2YOL) erschien 

dabei als geeignete Docking-Zielstruktur, da der dort enthaltene co-kristallisierte Ligand 

ebenfalls die GCMA-Teilstruktur als S1-Binder trägt (s. Abb. 7.6).  

 

Abbildung 7.6. Darstellung des co-kristallisierten Liganden, der zum Docking verwendeten Kristallstruk-

tur (PDB: 2YOL).[108]  

Um die Bibliothek an das Zielprotein docken zu können, musste zunächst das Protein 

vorbereitet werden. Dies geschah mittels Protein Preparation Wizard.[186] Hierbei werden 

zu Beginn fehlende Aminosäureseitenketten ergänzt und für die Bindung des Liganden 

unwichtige Wassermoleküle entfernt. Im Anschluss werden die Bindungsordnungen aller 

Aminosäuren beim gewählten pH-Wert ermittelt und die entsprechenden Wasserstoff-

atome zur Struktur hinzugefügt. Abschließend folgt eine Energieminimierung der hinzu-

gefügten Wasserstoffatome. Im nächsten Schritt wurde die Fragment-Bibliothek mittels 

LigPrep und Epik vorbereitet.[187] Zunächst werden hierbei die Wasserstoffatome der Frag-

mente ergänzt. Ausgehend von den gewählten Parametern werden nachfolgend alle vom 

Programm als wahrscheinlich erachteten Protonierungszustände, Tautomere und Isomere 

der einzelnen Fragmente erzeugt. Aus den 1615 Fragmenten der Carboxylat-Bibliothek 

wurden so insgesamt 2270 Strukturen erzeugt, welche daraufhin mit Amin 19 kombiniert 
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werden konnten. Hierzu wurde die Combinatorial Library Enumeration-Funktion der 

Schroedinger Suite verwendet. Das Amin wurde dabei als Kernverbindung voreingestellt 

und an der festgelegten Position (Amin-Funktion) mit der Carbonsäure-Funktion der 

Fragmente verknüpft. Die erzeugten Strukturen wurden abschließend energieminimiert 

und waren nun bereit, um an der definierten Protein-Bindungsstelle (Rezeptor-Grid) mit-

tels Glide gedockt zu werden. Glide bietet hierbei zwei auf verschiedenen Algorithmen 

basierende Docking-Modi: SP- und XP-Docking. XP-Docking zeichnet sich durch ein, 

im Vergleich zum SP-Modus, extensiveres sampling aus, d. h. es wird eine höhere Anzahl 

unterschiedlicher Orientierungen des Liganden zum Protein erzeugt und getestet. Somit 

sollen genauere Ergebnisse erzielt werden, was jedoch mit einer erhöhten Rechenzeit ein-

hergeht.[147, 148]  

Das Screening der gesamten Bibliothek wurde daher zunächst im SP-Modus 

durchgeführt. Die 100 bestbewerteten Posen bzw. deren zugehörige Strukturen wurden 

im Anschluss nochmals im XP-Modus gedockt (Tabelle A.3. zeigt die 40 besten gedock-

ten Strukturen). Insgesamt konnte beim durchgeführten in-silico Screening nur eine ge-

ringe Korrelation mit den Ergebnissen aus dem in-situ Screening gefunden werden. Mit 

Ausnahme von 5508-0921 (s. Abb. 7.7) tauchte keine der 78 experimentell gefundenen 

Hits auch unter den 100 bestbewerteten Posen des in-silico Screenings auf. Zwar wurde 

für 5508-0921 ein verhältnismäßig hoher GScore von -9,82 ermittelt, in-situ konnte je-

doch auch für diese Verbindung nur eine Inhibition von 20 % (Screen 1) bzw. 39 % 

(Screen 2-10) gefunden werden. 

 

Abbildung 7.7. Darstellung von 5508-0921, der einzigen Fragment-Kombination, die sowohl in-situ als 

auch in-silico als Hit identifiziert wurde.  



7. Screening der Carbonsäure-Bibliothek gegen WNV NS2B-NS3-Protease 

104 

Bei jeder der gedockten Fragment-Kombinationen wurde korrekterweise die Guanidin-

Wechselwirkung mit Asp-129 in der S1-Bindetasche als stärkste Wechselwirkung  

erkannt. Ausgehend von diesem festen Ankerpunkt war daher zu erwarten, dass das  

resultierende vereinfachte Docking-Experiment zu einer höheren Korrelation mit den  

experimentell gefundenen Ergebnissen führt. Als Grund für diese geringe Korrelation 

sind die Unterschiede der Kristallisations-Bedingungen (20 % PEG 3350; 0,1 M HEPES-

Puffer (pH 7,4)) im Vergleich zu den im Assay verwendeten Bedingungen (20 % Glyc-

erol; 10 mM MOPS-Puffer (pH 8); 3,2 % DMSO) denkbar. Zwar wurden beim Docking 

die pH-Verhältnisse angeglichen, jedoch können die Wahl des Puffers sowie die des ver-

wendeten Polyols einen großen Einfluss auf die Stabilität und Aktivität der WNV NS2B-

NS3-Protease haben.[188, 189] Unterschiede im Bindungsverhalten sind daher auch beim Ver-

gleich des in-silico- mit dem in-situ-Screening möglich. Fraglich ist ebenso, inwieweit 

die tatsächlichen komplexen Bindungsverhältnisse der WNV NS2B-NS3-Protease vom 

verwendeten Programm simuliert werden konnten. Schwierigkeiten ergeben sich hier 

z. B. aufgrund der Flexibilität der NS2B-NS3-Protease sowie aufgrund der flachen, Lö-

sungsmittel-exponierten Bindungstaschen.[190, 191]  

Gleichzeitig führt jedoch auch der hohe Anteil an Assay-spezifischen falsch-po-

sitiv und falsch-negativ Ergebnissen des in-situ durchgeführten Primär-Screenings zu ei-

ner Senkung der Hit-Korrelation. Da sich diese durch geeignete Filtermechanismen und 

Folgeexperimente jedoch leichter identifizieren ließen, wurde bei der anschließenden Hit-

Auswahl der Fokus weiterhin auf die experimentell gefundenen Ergebnisse bzw. die be-

reits gewählten 78 Hit-Fragmente gelegt.  

7.6. Hit-Auswahl 

Ausgehend von den zuvor ausgewählten 78 Fragment-Kombinationen sollten anschlie-

ßend die aussichtsreichsten Verbindungen in einem größeren Maßstab synthetisiert und 

weitergehend untersucht werden. Zur Auswahl dieser Verbindungen kamen verschiedene 

Methoden zum Einsatz (s. Abb. 7.8): 

 



7.6. Hit-Auswahl 

105 

Abbildung 7.8. Übersicht der zur Hit-Selektion verwendeten Methoden/Experimente. 

Zunächst wurde zur Überprüfung der Ergebnisse aus den Screens die entsprechenden 

Fragmente auf separaten Platten nochmals mit beiden Aktivierungsmethoden zum ent-

sprechenden Ligationsprodukt umgesetzt. Die erfolgreiche Bildung der Fragment- 

Kombinationsprodukte wurde wie zuvor mittels LC/MS überprüft. Diese neuen Ansätze 

wurden in-situ bei einer Amid-Konzentration von 100, 50 und 1 µM im Inhibitionsassay 

getestet (s. Tabelle A.2). Hierbei konnten die aus dem Primär-Screen erhaltenen Ergeb-

nisse in hohem Maße bestätigt werden. Dies gilt ebenso für die zur Reproduktion der 

Ergebnisse des Primär-Screenings durchgeführten Messungen der Carboxylat-Fragmente 

und der Wiederholung des in-silico Dockings.  
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Neben statistischen Schwankungen sowie anwender-/ und gerätebedingten Fehlern wird 

ein hoher Anteil falsch-positiver Ergebnisse durch sogenannte PAINS (pan assay interfe-

rence compounds)[192, 193] verursacht. Das Aussortieren dieser PAINS ist zwar gängig, birgt 

jedoch auch die Gefahr, dass aktive Verbindungen verworfen werden. Die Interferenz der 

Substanzen kann dabei auf verschiedenen Mechanismen beruhen. Bekannte Mechanis-

men sind hierbei bspw. Aggregation, chemische Reaktivität, Redox-Aktivität, Interferenz 

durch enthaltene Verunreinigungen, Assay-spezifische Störmechanismen sowie  

Absorptions- und Fluoreszenz-Interferenzen.[194] Beim durchgeführten Protease-Inhibiti-

onsassay sind Interferenzen mit dem eingestrahlten sowie dem emittierten Licht beson-

ders relevant. Eine Störung kann hier bedingt durch die absorptiven Eigenschaften des 

Fragments sowie aufgrund möglicher Eigenfluoreszenz entstehen.  

Um den Einfluss der Fragmente bzw. der Fragment-Kombinationen auf die im 

Assay verwendeten (Mess-)Wellenlängen zu überprüfen, wurde eine, der Zusammenset-

zung im Assay entsprechende, 100 µM-Testlösung der Fragment-Kombinationen herge-

stellt, ausgehend von Ansätzen beider verwendeter Aktivierungsmethoden. Diese Testlö-

sung enthielt ebenfalls AMC in einer Konzentration von 50 µM. Eine vergleichbare Kon-

trolllösung ohne Testsubstanz führte zu einem RFU-Wert von ca. 16000. Zur Bewertung 

von möglichen Fragment-bedingten Störeinflüssen auf das Detektionssignal wurde die 

Abweichung der Testlösungen im Vergleich zur Kontrolllösung ermittelt (s. AMC-Test 

in Tabelle A.4). Hierbei wurde eine Abweichung von >5000 als deutliche Abweichung 

im Vergleich zur Kontrolle gewertet. Dies konnte im Fall von 20 Fragment-Kombinatio-

nen nachgewiesen werden. Bei den jeweiligen Fragmenten lag der Verdacht nahe, dass 

ein falsch-positives Ergebnis aufgrund von Interferenzen mit dem Messsignal erhalten 

wurde und die entsprechenden Substanzen wurden daher aussortiert.  

Weiterhin wurde die Eigenfluoreszenz der Fragment-Kombinationen durch einen 

sog. RFU Prescan überprüft (s. RFU Prescan in Tabelle A.4). Dabei wurde die Fluores-

zenzintensität der Messlösungen vor Zugabe des Fluoreszenzsubstrats gemessen. Die 

Amid-Konzentration lag hierbei entsprechend bei 120 µM. Bei 15 Substanzen konnte ein 

RFU-Wert von >5000 im Vergleich zur Probe ohne Testsubstanz gefunden werden. Die 

Schnittmenge zum vorangegangen AMC-Test lag bei 14 Fragment-Kombinationen. Die 
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eine im AMC-Test nicht erfasste Testsubstanz wurde aussortiert, da auch hier von einem 

falsch-positiven Ergebnis im Primär-Screen auszugehen war.        

Ein weiterer bedeutender PAIN-Mechanismus ist die Aggregation der Testsub-

stanzen. Diese Aggregate können ebenfalls in unspezifischer Weise mit dem Enzym in-

teragieren und so die Enzymaktivität herabsetzen.[195] Dies kann durch Detergenzien-Zu-

gabe verhindert werden, wobei hier meist Triton X-100 in einer Konzentration von 0,01–

0,1 % eingesetzt wird.[196] Da dies jedoch die Aktivität der WNV NS2B-NS3-Protease 

senkt,[197] wurde zur Überprüfung des Aggregationsverhaltens der gefundenen Fragment-

Kombinationen als Alternative CHAPS in einer Konzentration von 0,01 % eingesetzt. 

Hierbei konnte im Fall der 78 getesteten Kombinationen keine verringerte Inhibition auf 

die zuvor ermittelten Inhibitionswerte festgestellt werden. Somit konnte Aggregation als 

Grund für die gefundene Inhibition ausgeschlossen werden.  

Abschließend wurde ein PAIN-Filter zum Ausschluss der restlichen PAIN-Struk-

turen verwendet. Hierbei wurde die FAF-Drugs3-Datenbank[198] verwendet, deren Soft-

ware die jeweiligen Strukturen, basierend auf den von Baell et al.[199] im Jahr 2010 veröf-

fentlichten Filtern, aussortiert. Somit konnten nochmals 8 der 78 Fragment-Kombinatio-

nen aussortiert werden.  

Ausgehend von den durchgeführten Tests wurden drei aussichtsreiche Struktur-

gruppen (s. Abb. 7.8) ausgewählt, die in nachfolgenden Experimenten näher untersucht 

werden sollten. Dazu wurde pro Strukturgruppe eine Fragment-Kombination gewählt, die 

synthetisch gut zugänglich ist und als Repräsentant der jeweiligen Gruppe in größerem 

Maßstab hergestellt werden sollte (s. Abb. 7.9). 

Abbildung 7.9. Ausgewählte Fragment-Kombinationen. 
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7.7. Synthese der ausgewählten Fragment-

Kombinationen 

CA1 wurde ausgehend vom käuflich erworbenen Phthalimid hergestellt. Eine bereits in 

der Arbeitsgruppe erprobte Reduktionsmethode unter Verwendung von Ti(IV)Cl4 / Zn in 

THF führte hier nicht zum Ziel, da bereits nach 2 h die vollständige Reduktion zum 

Lactam mittels LC/MS nachgewiesen werden konnte (s. Schema 7.2 (A)).  

 

Schema 7.2. Reduktion des Phthalimids mit Ti(IV)Cl4 / Zn (A) bzw. Cu(I)Br / Zn (B). (C) Kupplung von 

CA1 mit Amin 19 führt zur Bildung des gewünschten Produkts CA1-Amid. 

Unter Verwendung einer Vorschrift von Wang et al.[200] konnte durch Reduktion mit 

Cu(I)Br / Zn jedoch das gewünschte Arylhydroxylactam CA1 in einer Ausbeute von 

81 % erhalten werden (s. Schema 7.2 (B)). Hierbei konnte mittels 1H-NMR festgestellt 

werden, dass bei der Reaktion ebenfalls das Regioisomer als Nebenprodukt in einem Ver-

haltnis von ca. 1:4 im Vergleich zum gewünschten Produkt CA1 entsteht (s. A.4. NMR 
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CA1: 8.09 (s, 0.26 H), 7.755 (d, J = 7.7 Hz, 0.1 H)). Jegliche Versuche dieses Nebenpro-

dukt von CA1 abzutrennen, waren aufgrund der sehr ähnlichen physikalischen Eigen-

schaften der beiden Verbindungen nicht erfolgreich. Auch der Versuch die Verbindungen 

nach Kupplung mit Amin 19 (s. Schema 7.2 (C)) aufzutrennen war nicht zielführend. Hier 

wurde die geplante Aufreinigung durch die unerwartete Instabilität von CA1-Amid ver-

hindert. Diese führt zur Spaltung der Amid-Bindung zurück zu den Ausgangsfragmenten. 

Denkbarer Grund für diese Instabilität könnte ein intra- oder intermolekularer Angriff des 

Guanidin-Rests an der Hydroxylactam-Struktur sein (vgl. Abschnitt 5.2). 

CA2 konnte ausgehend vom käuflich erworbenen Methylester erhalten werden (s. 

Schema 7.3). Die Esterhydrolyse mit LiOH führte zu einer Ausbeute von 87 %. Im An-

schluss folgte die Kupplung mit Amin 19 unter Verwendung von DCC/DMAP in Dioxan. 

Das gewünschte Produkt CA2-Amid konnte in einer Ausbeute von 84 % erhalten wer-

den. 

Schema 7.3. Schematische Darstellung der Synthese von CA2-Amid. (A) Esterhydrolyse führt zu CA2.  

(B) Kupplung von Amin 19 mit CA2 führt zum gewünschten Produkt CA2-Amid.  

Das Carboxylat-Fragment CA3 konnte direkt käuflich erworben werden. Die Kupplung 

mit Amin 19 erfolgte abermals unter Verwendung von DCC/DMAP in Dioxan (s. Schema 

7.4). CA3-Amid konnte so in einer Ausbeute von 81 % erhalten werden. 
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Schema 7.4. Schematische Darstellung der Synthese von CA3-Amid. 

7.8. IC50 - Bestimmung der Screening-Hits 

Nachfolgend wurden die IC50 
-Werte der synthetisierten Fragment-Kombinationen be-

stimmt (s. Tabelle 7.2). Hierzu wurde der unter 7. beschriebene Aktivitätsassay der WNV 

NS2B-NS3-Protease verwendet. 

 

Tabelle 7.2. Ermittelte IC50 
-Werte  
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Aufgrund der unter 7.7. beschriebenen Instabilität von CA1-Amid wurde das, mit dem 

Regioisomer verunreinigte CA1 getestet, um eine Abschätzung der Potenz des Car-

boxylat-Fragments bzw. des Fragment-Kombinationsprodukts zu ermöglichen. Hier 

wurde mit 270 (± 0,5) µM ein, im Verhältnis zur Größe des Fragments vielversprechender 

IC50 
-Wert erhalten. Aufgrund der höheren Potenz der Fragment-Kombinationen CA2-

Amid und CA3-Amid und der problematischen Isolierung von CA1 sowie der Instabilität 

von CA1-Amid, wurden die Verbindungen CA1 bzw. CA1-Amid jedoch nicht weiter-

gehend getestet. Für CA2-Amid konnte ein IC50 
-Wert von 81 (± 0,4) µM erhalten wer-

den. Dies entspricht einer im Vergleich zu Amin 19 (IC50 
-Wert: 1,055 mM) bereits deut-

lichen Affinitätssteigerung. Als noch potenter stellte sich jedoch die Fragment-Kombina-

tion CA3-Amid heraus, für die ein IC50 
-Wert von 2,66 (± 0,7) µM ermittelt werden 

konnte. Hier konnte durch die Ligation mit dem Carboxylat-Fragment die Affinität im 

Vergleich zum Amin-Fragment 19 somit um drei 10er-Potenzen gesteigert werden. Dies 

macht CA3-Amid zu einer vielversprechenden Verbindung, deren Potenz im Zuge von 

Struktur-Wirkungsbeziehungs-Studien sogar noch weiter zu steigern sein sollte.  

7.9. Modellierter Komplex von CA3-Amid mit der WNV 

NS2B-NS3-Protease 

Zur Aufklärung des Bindungsmodus von CA3-Amid wurde ein Docking wie unter 7.5. 

beschrieben durchgeführt (s. Abb. 7.10). Dabei konnte gezeigt werden, dass CA3-Amid 

mit der Amin 19-Teilstruktur wie zu erwarten in der S1-Bindetasche bindet, wo die  

Guanidin-Funktion mit Asp-129 interagiert. Die zwischen Amin- und Carboxylat-Frag-

ment geknüpfte Amidbindung wechselwirkt mit dem Sauerstoffatom der Carbonylfunk-

tion über eine Wasserstoffbrückenbindung mit dem Stickstoffatom von Gly-1151. Der 

co-kristallisierte Inhibitor (s. Abb. 7.6) der verwendeten Kristallstruktur bindet nachfol-

gend mittels zweier 4-Aminobutylseitenketten in der S2- bzw. S3-Bindetasche.[108] Diese 

Wechselwirkungen in S2 und S3 sind bei CA3-Amid nicht vorhanden bzw. in S3 besten-

falls schwach ausgeprägt. In die folgende, wenig-spezifische S4-Bindetasche bindet 

CA3-Amid über hydrophobe Wechselwirkungen.  
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Die Begründung des beobachteten Affinitätsunterschieds von CA3-Amid  

(KI  -Wert = 1,33 (± 0,2) µM) zum co-kristallisierten Liganden aus der Hammamy-Veröf-

fentlichung (KI  -Wert = 0,13 µM)[108] liegt vermutlich in der fehlenden Interaktion mit 

S2/S3. Durch strukturelle Modifikation im Zuge von Struktur-Wirkungsbeziehungs-Stu-

dien ist daher auch bei CA3-Amid mit einer deutlichen Affinitätssteigerung zu rechnen, 

wenn Teilstrukturen gefunden werden, die in die S2/S3-Taschen binden.  

 

Abbildung 7.10. Darstellung des modellierten Komplexes von CA3-Amid mit der WNV NS2B-NS3-Pro-

tease (PDB: 2YOL). Die wichtigsten Aminosäure-Interaktionspartner sind in grau abgebildet, die Amino-

säuren der katalytischen Triade in gelb.
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8. Abschlussdiskussion 

Im Zuge dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Amidierungsmethoden untersucht 

bzw. entwickelt, die sich zur irreversiblen Ligation von Carbonsäure-Fragmenten mit  

einem Amin-Fragment eignen.  

Im ersten Teil der Arbeit konnte erstmalig die Templat-unterstützte Amidierungs-

reaktion zweier Fragmente gezeigt werden. Hierzu wurde ausgehend von der Carbon-

säure-Teilstruktur eines publizierten Faktor Xa-Inhibitors zunächst eine Reihe aktivierter 

Carbonsäurederivate hergestellt. Diese wurden nachfolgend mit dem S1-bindenden Amin 

14 unter Verwendung von Faktor Xa als Templat auf die Bildung des Amid-Ligations-

produkts hin untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Amidierung im Fall des 

Phenylesters der eingesetzten Carbonsäure nahezu ohne Hintergrundreaktion durch 

Templat-ungebundene Fragmente abläuft. Im Fall des Trifluorethylesters konnte sogar 

die vollständig Proteintemplat-gesteuerte Umsetzung zum Amid nachgewiesen werden. 

Der Nachweis des Fragment-Ligationsprodukts konnte hierbei sowohl über einen  

einfachen, aber hochsensitiven Enzymaktivitätsassay erfolgen als auch mittels LC/MS-

Analytik.  

In der nachfolgenden methodischen Untersuchung der gefundenen Templat- 

unterstützten Reaktion wurden zunächst Bedingungen zur Maximierung des Templat- 

Effekts getestet. Im Fall der Reaktion von Phenylester 11 mit Amin 14 konnte nach 10 h 

bei 37 °C eine maximale Inhibition festgestellt werden, welche jedoch mit einer erhöhten 

Hintergrundreaktion einherging. Für die Reaktion des Trifluorethylesters 12 mit 14 

konnte hingegen nach 10 h bei 37 °C eine 80%ige Inhibition ohne jegliche Hintergrund-

reaktion festgestellt werden. Anschließend wurde die Reaktionskinetik der Templat- 

gesteuerten Reaktion mittels hochauflösendem LC-QTOF-MS verfolgt. Hierbei konnte 

das Vorliegen eines auto-inhibitorischen Prozesses gezeigt werden, da das hochaffine  

Ligationsprodukt die weitere Bindung und Umsetzung zum Amid verhindert. Dies äu-

ßerte sich durch Bildung eines Plateaus bei einer Maximalkonzentration von 25,6 nM 

(Phenylester-Reaktion mit 14) bzw. 9,6 nM (Trifluorethylester-Reaktion mit 14).   
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Im Anschluss wurde der Ablauf der Proteintemplat-gesteuerten Reaktion auf molekularer 

Ebene untersucht. Ausgehend von der Kristallstruktur des Ligationsprodukts 15 wurden 

modellierte Komplexe der gebundenen Aktivester-Fragmente 11/12 und Amin 14 berech-

net. Anhand dieser konnte die Distanz des angreifenden Amin-Stickstoffs zum Carbonyl-

Kohlenstoff ermittelt werden. Hierbei wurde für beide templierten Reaktionen ein Ab-

stand von 3,4 Å gefunden. Auf Grundlage dieses Abstands und der ebenfalls aus den 

modellierten Komplexen ermittelten N-C-O-Winkel (82° für 11/14 und 83° für 12/14), 

konnte die Hypothese der Templat-unterstützten Reaktion auf molekularer Ebene bestä-

tigt werden.  

Die Betrachtung der resultierenden Bindungsenergien von Ligationsprodukt 15 

im Vergleich zu den Ausgangsfragmenten 1 und 14 ergab, dass die Ligation der  

Fragmente mit einer superadditiven Bindungsenergiezunahme einhergeht. Besonders in 

der vorliegenden Größenordnung (Verknüpfungskoeffizient E = 0,0078) ist dies nur  

selten zu beobachten. Durch Synthese und Testung von verkürzten Amid-Derivaten von 

1 und 14 (Verbindung 16 und 17) konnte dabei nachgewiesen werden, dass der Linker 

des Ligationsprodukts 15 nicht zur Bindungsenergiezunahme beiträgt. Somit kann ange-

nommen werden, dass die weniger negative Bindungsentropie, die sich aus der Verknüp-

fung der Fragmente ergibt, die Ursache für die beobachtete Superadditivität ist. 

Der erste Teil dieser Arbeit stellt somit die erste umfassende Untersuchung einer 

Proteintemplat-gesteuerten Reaktion dar. Erstmalig konnte dabei die Proteintemplat- 

unterstützte Synthese einer Amidbindung nachgewiesen werden. Aufgrund der essentiel-

len Bedeutung der Amidfunktion in der Natur und der hohen Verbreitung in bisher ent-

deckten bioaktiven Liganden,[109] stellt dies eine enorme Bereicherung des Repertoires 

Templat-unterstützter Fragment-Ligationsreaktionen dar. Da es sich bei der Reaktion um 

eine nicht-enzymatische Proteinkatalyse handelt, kann die Proteintarget-gesteuerte Syn-

these von Amiden dabei prinzipiell nicht nur zur Erzeugung von Proteaseliganden einge-

setzt werden, sondern ist universell, unabhängig von der katalytischen Funktion des Pro-

teins, an allen Proteinoberflächen einsetzbar, die dazu in der Lage sind, zwei Fragmente 

benachbart, in einer geeigneten Orientierung zu binden. Somit eignet sich die  
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Templat-unterstützte Amidierung zur systematischen Untersuchung von, zu einem gefun-

denen Primärfragment benachbarten Proteinbindungstaschen und ermöglicht dabei die 

Optimierung des jeweiligen Liganden durch einen natürlichen Selektionsmechanismus.  

Im zweiten Teil der Arbeit konnte eine technologisch-orientierte Amidierungs- 

methode zur Fragment-Ligation im Hochdurchsatzformat entwickelt werden. Hierzu 

wurden zunächst Bedingungen getestet, die eine Aktivierung von Carbonsäuren zum  

Trifluorethyl-, Phenyl-, und Thiophenylester im Mikrotiterplatten-Maßstab ermöglichen. 

Die klassische Steglich-Veresterung mit 1,1 Äq. DCC und 0,1 Äq. DMAP in Dioxan 

stellte sich hierbei als besonders effizient heraus. Unter diesen Bedingungen konnte die 

Umsetzung der exemplarisch verwendeten Carbonsäure 1 bei einer Reaktionszeit von 2 h 

mit Umsetzungsraten von 88 % (Thiophenylester) über 98 % (Phenylester) bis hin zur 

vollständigen Umsetzung (Trifluorethylester) erreicht werden. Eine so aktivierte Carbon-

säure-Bibliothek könnte nachfolgend mit einem gewünschten Amin zu den jeweiligen 

Amiden umgesetzt werden und im Anschluss innerhalb verschiedenster Screening- und 

Assayformate eingesetzt werden. Da die erzeugten Aktivester in hohem Maße lagerstabil 

sind, kann eine einmal aktivierte Carbonsäure-Bibliothek dabei diverse Male verwendet 

werden. 

Für das in Abschnitt 7 durchgeführte Screening gegen die WNV NS2B-NS3  

Protease wurde jedoch die Carbonsäure-Bibliothek direkt mit Amin 19 zu den entspre-

chenden Amiden umgesetzt. Auch für diese in-situ durchgeführte Amidierung mussten  

zunächst geeignete Reaktionsbedingungen gefunden werden. Um eine größtmögliche 

Anzahl an Carbonsäure-Fragmenten zum Amid zu überführen, wurden hierbei schluss-

endlich zwei verschiedene Aktivierungsmethoden gewählt: 1,1/0,1 Äq. DCC/DMAP in 

Dioxan (Screen 1) und 1,1/2,2 Äq. HBTU/DIPEA in einem 1:1-Gemisch DMSO/DMF 

(Screen 2). Im Anschluss folgten die zweifach durchgeführte Umsetzung der 1615  

Carbonsäure-Fragmente zu den jeweiligen Amiden sowie die nachfolgende Testung der 

Fragment-Kombinationen im WNV NS2B-NS3 Protease Aktivitätsassay. Nach der Vali-

dierung der Ergebnisse konnten durch geeignete Hit-Selektionsschritte zunächst 78 Hit-

Fragment-Kombinationen ausgewählt werden. Von dieser Vorauswahl wurden durch  

weitere Selektionsschritte drei aussichtsreichste Fragment-Kombinationen ausgewählt, 

die nachsynthetisiert und anschließend näher untersucht wurden. Für die aussichtsreichste 
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Fragment-Kombination CA3-Amid konnte dabei ein IC50 
-Werte von 2,66 µM ermittelt 

werden. Somit stellt CA3-Amid eine vielversprechende Verbindung dar, deren Potenz 

im Zuge von Struktur-Wirkungsbeziehungs-Studien sogar noch weiter zu steigern sein 

sollte. 

Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte damit erfolgreich eine technologische  

Variante der Amidierung entwickelt werden, die sich zur effektiven Suche neuer Protea-

seinhibitoren eignet, da sie eine schnelle Umsetzung und Testung ganzer Fragment- 

Bibliotheken ermöglicht. Die dabei verwendete in-situ Amidierung, mit Fokus auf die 

Entwicklung von Reaktionsbedingungen, die im Mikrotiterplatten-Maßstab durchgeführt 

werden können, lässt die bequeme und praktikable Parallelisierung der Methode mit zahl-

reichen Einsatzmöglichkeiten innerhalb diverser Screening- und Assayformate im Hoch-

durchsatzformat möglich werden. 
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9. Materialien und Methoden 

9.1. Materialien 

Die Chemikalien und Reagenzien wurden von Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutsch-

land), Bachem (Bubendorf, Schweiz), VWR (Darmstadt, Deutschland), Alfa Aeser 

(Karlsruhe, Deutschland) und ABCR (Karlsruhe, Deutschland) bezogen und ohne weitere 

Aufreinigung verwendet. Die wasserfreien Lösungsmittel wurden in HPLC-grade Quali-

tät von VWR und Merck (Darmstadt, Deutschland) erworben. Acetonitril zur MS-Ana-

lytik wurde in LC/MS-grade Qualität erworben und stammt von der Firma VWR. Wasser 

für die Aufreinigung mittels präparativer HPLC und zur MS-Analytik wurde über ein 

LaboStarTM UV 2 Reinstwassersystem der Firma Siemens (Barsbüttel, Deutschland) ge-

wonnen. Deuterierte Lösungsmittel für die NMR-Spektroskopie wurden von Deutero 

GmbH (Kastellaun, Deutschland) und Carl Roth GmbH und Co. KG (Karlsruhe, Deutsch-

land) bezogen. Trockenes Methanol, DCM, THF und DMF wurden der MB-SPS-800 Lö-

sungsmitteltrocknungsanlage der Firma MBraun (Garching, Deutschland) entnommen.  

 

Faktor Xa (Human Factor Xa HCXA-0060; 5 mg/ml) wurde von der Firma HTI (Essex 

Junction, VT, USA) bezogen, aliquotiert und bei -20 °C aufbewahrt. Das für den Faktor 

Xa-Aktivitätsassay verwendete Fluoreszenzsubstrat Boc-LGR-AMC wurde von Bachem 

(Bubendorf, Schweiz) bezogen. Die rekombinante WNV NS2B-NS3-Protease wurde von 

Dr. Christoph Arkona am Pharmazeutischen Institut Berlin hergestellt und mithilfe eines 

Äkta-Systems aufgereinigt. Für die Stammlösung wurde eine Konzentration von 31 µM 

bestimmt. Die Stammlösung wurde aliquotiert und bei -80 °C aufbewahrt. Das für den 

WNV NS2B-NS3-Protease-Aktivitätsassay verwendete Fluoreszenzsubstrat Cbz-GKR-

AMC wurde von Franziska Gottschalk am Pharmazeutischen Insitut der Universität 

Leipzig synthetisiert. Die Reinheit der Verbindung wurde mittels LC/MS-Analytik und 

NMR nachgewiesen. 
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9.2. Allgemeine instrumentelle Methoden und 

verwendete Geräte  

9.2.1. Präparative HPLC 

Die Aufreinigung mittels präparativer HPLC wurde mit einer Agilent 1260 Infinity series 

durchgeführt (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Zur Detektion wurde ein Multiwellenlän-

gen-Detektor eingesetzt (Messwellenlänge: 210 nm und 254 nm). Die verwendete 

Trennsäule stammte von Macherey Nagel (VP 150/32 Nucleodur C18 HTec, 5 µM). Als 

Laufmittel wurden Acetonitril/Wasser-Gemische eingesetzt mit einem 0,1% Trifluores-

sigsäure-Zusatz. Die Trennung wurde mit einem linearen Gradienten (Acetonitril-Anteil: 

5-95 % in 32 Minuten) durchgeführt. Die Flussrate betrug 30 ml/min. Die aufzureinigen-

den Substanzen wurden in einem Acetonitril/Wasser-Gemisch gelöst, wobei der Aceto-

nitril-Anteil maximal 50 % betrug. Die maximal auf die Trennsäule gegebene Substanz-

menge betrug 100 mg pro Lauf.  

 

9.2.2. LC/MS-Analytik 

Die LC/MS-Analytik wurde auf einem Agilent 1100 series Hochleistungsflüssigkeits-

chromatographie-Massenspektrometer der Firma Agilent (Santa Clara, CA, USA) durch-

geführt. Die HPLC-Anlage war mit einem UV/VIS- und DAD-Detektor ausgestattet. Als 

Standard-Messwellenlängen wurden 210 nm und 254 nm genutzt. Die verwendete 

Trennsäule war eine Luna C18 (3 µm, 4,6 × 100 mm) von Phenomenex (Aschaffenburg, 

Deutschland). Als Laufmittel wurden Acetonitril/Wasser-Gemische eingesetzt mit einem 

0,1% Ameisensäure-Zusatz. Die Proben wurden in einem Acetonitril/Wasser-Gemisch 

(1:1) gelöst. Die Elution erfolgte zunächst für 5,5 Minuten mit einem linearen Gradienten 

(Acetonitril-Anteil: 5–99 %), anschließend folgte eine 4,5-minütige isokratische Eluti-

onsphase (Acetonitril-Anteil: 99 %). Die Flussrate betrug 1 ml/min. Das gekoppelte Sin-

gle-Quadrupol-Massenspektrometer nutzte zur Ionisierung der zu analysierenden Mole-

küle Elektrospray-Ionisation. Dabei wurde eine Kapillarspannung von 3 kV verwendet. 

Das Desolvatisierungsgas wurde mit einer Flussrate von 12 l/min bei einem Druck von 

12,4 bar und einer Temperatur von 350 °C eingesetzt. Die Datenverarbeitung erfolgte un-

ter Verwendung der ChemStation-Software von Agilent. 
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9.2.3. LC-HRMS-Analytik 

Zur Ermittlung der hochaufgelösten Massen der Verbindungen 1–15 wurde ein 6210 ESI-

TOF von Agilent (Santa Clara, CA, USA) verwendet. Die Flussrate betrug 4 µL/min, die 

Sprayspannung 4 kV. Das Desolvatisierungsgas wurde auf 15 psi (1 bar) gesetzt. Alle 

anderen Parameter wurden für eine maximale Abundanz des jeweiligen [M+H]+ und  

[M+Na]+ optimiert.  

Zur Ermittlung der hochaufgelösten Massen der Verbindungen 16–19 sowie von 

CA1-Amid, CA2-Amid und CA3-Amid wurde eine Agilent Infinity 1290 UHPLC ge-

koppelt mit einem 6550 iFunnel QTOF verwendet (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Die 

verwendete Trennsäule war eine ZORBAX Eclipse Plus C18 (1,8 µm; 2,1 × 50 mm) von 

Agilent. Als Laufmittel wurden Acetonitril/Wasser-Gemische eingesetzt mit einem 0,1% 

Ameisensäure-Zusatz. Die Proben wurden in einem Acetonitril/Wasser-Gemisch (1:1) 

gelöst. Die Elution erfolgte zunächst für 8 Minuten mit einem linearen Gradienten (Ace-

tonitril-Anteil: 5–95 %), anschließend folgte eine 1-minütige isokratische Elutionsphase 

(Acetonitril-Anteil: 95 %). Die Flussrate betrug 0,5 ml/min. Das gekoppelte QTOF-Mas-

senspektrometer wurde mit folgenden Parametern betrieben: Messung im Positiv-Modus; 

Fragmentorspannung: 175 V; Kapillarspannung: 4 kV; Spannung der zylindrischen Ein-

trittsblende: 1 kV; Desolvatisierungsgas-Flussrate: 14 l/min; Desolvatisierungsgas-Tem-

peratur: 200 °C; stealth-Gas-Flussrate: 11 l/min; stealth-Gas-Temperatur: 350 °C. Zur 

Massenkalibrierung wurden die Referenzmassen 121,050873 und 922,009798 einge-

spritzt. Der eingestellte Massenbereich betrug 100–1000 m /z, bei einer Scanrate von 

1 Spektrum/Sekunde. Die Messungen wurden im Fullscan-Modus durchgeführt. Die Da-

tenverarbeitung erfolgte unter Verwendung der MassHunter-Software von Agilent.       

 

9.2.4. NMR-Spektroskopie  

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte auf einem ECP500 (Jeol, Akishima, Japan) 

und einem AVANCE III 700 (Bruker, Billerica, MA, USA). Die Werte der chemischen 

Verschiebung δ sind in ppm angegeben. Zur Beschreibung von Multiplizitäten wurden 

die Abkürzungen s (=Singulett), d (=Dublett), t (=Triplett) und q (Quartett) verwendet. 

Als Referenzsignal wurde das Lösungsmittelsignal (Messung in DMSO-d6) oder das, des 

internen Standards Trichlormethylsilan (Messung in CDCl3) genutzt. Die 13C-Spektren 
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wurden 1H-Breitband-entkoppelt aufgenommen. Zur Signalzuordnung wurden die che-

mischen Verschiebungen, Kern-Kopplungssysteme und 2D-Spektren (H,H-COSY, 

HMQC, HMBC, DEPT-135) analysiert. Die Auswertung der Spektren erfolgte unter Ver-

wendung der MNova Suite (Mestrelab Research, S.L., Santiago de Compostela, Spanien). 

 

9.2.5. Bio-Layer-Interferometrie 

Die BLI-Messungen wurden auf einem Octet RED96 der Firma Pall FortéBIO (Fremont, 

CA, USA) durchgeführt. Die Datenakquisition erfolgte mit 5 Hz. Die 8 Messkanäle wa-

ren mit Superstreptavidin-Biosensoren (SSA) der Firma Pall FortéBIO bestückt. Der Bin-

dungsassay wurde in Greiner-Mikrotiterplatten (Modell 650209; 96 Vertiefungen, 

schwarz) der Firma Greiner (Frickenhausen, Deutschland) durchgeführt.   

9.3. BLI-Messungen von Verbindung 14 und 15 

Faktor Xa wurde mittels EZ-Link™ NHS-PEG4-Biotin der Firma Thermo Scientific 

(Dreieich, Deutschland) biotinyliert. Die Biotinylierung erfolgte unter Verwendung der 

vom Hersteller bereitgestellten Arbeitsvorschrift. Hierbei wurde vom 

Biotinylierungsreagenz zunächst eine 1-millimolare wässrige Lösung hergestellt. Vom zu 

biotinylierenden Enzym, Faktor Xa, wurde eine 100 µg/ml-Lösung (Volumen: 500 µl) in 

einem Eppendorf-Gefäß hergestellt. Als Lösungsmittel wurde dafür der Standard-MOPS-

Puffer (s. Abschnitt 10.1.) verwendet. Anschließend wurden 3,3 µl der Reagenz-Lösung 

zur Proteinlösung zugegeben (dies entspricht einer molaren Kupplungsrate von 3:1 

Biotin-Reagenz / Protein). Die Reaktionslösung wurde daraufhin 30 Minuten bei Raum-

temperatur stehen gelassen. Die überschüssige Reagenz-Lösung wurde im Anschluss 

durch Verwendung von Zeba Entsalzungssäulen (Säulenvolumen: 2 ml) der Firma 

Thermo Scientific entfernt. Das biotinylierte Enzym wurde abschließend einem 

Enzymaktivitätsassay (s. Abschnitt 10.1) unterzogen, wobei lediglich eine zu 

vernachlässigende Aktivtätsabnahme von Faktor Xa festgestellt werden konnte.  

Die BLI-Messung wurde in Greiner-Mikrotiterplatten (s. 9.2.5) bei einem Proben-

volumen von 200 µl durchgeführt. Vor der Messung wurden alle Messsensoren in 
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MOPS-Puffer vorbefeuchtet. Im Anschluss wurden 6 Sensoren mit Faktor Xa (Konzent-

ration: 80 µg/ml) beladen. Die restlichen 2 Sensoren wurden mit Biocytin (Konzentration: 

10 µg/ml) blockiert und nachfolgend als Referenzsensoren zur Detektion von unspezifi-

scher Bindung verwendet. Der Äquilibrierungs-Schritt wurde in MOPS-Puffer durchge-

führt. Im Anschluss folgten Assoziations- und Dissoziations-Schritt. Verbindung 14 

wurde bei Assay-Konzentrationen von 250 µM, 1 mM und 10 mM vermessen. Die Ver-

mussung von Verbindung 15 erfolgte bei Assay-Konzentrationen von 5,8 µM, 580 µM 

und 58 nM. Die Rohdaten wurden mithilfe der Octet® Software unter Verwendung eines 

globalen 1:1 fits in die entsprechenden KI  -Werte umgerechnet.  

9.4. Strukturelle Aufklärung der Templat- 

unterstützten Reaktion  

Die Aufklärung des Reaktionsmechanismus der templierten Reaktion wurde anhand des 

Faktor Xa / Inhibitor 15-Kristallkomplexes durchgeführt (PDB: 5K0h). Die Kristallstruk-

tur wurde von Prof. Dr. Torsten Steinmetzer (Institut für Pharmazeutische Chemie der 

Philipps-Universität Marburg) zur Verfügung gestellt. Die Strukturanalyse wurde von der 

Firma Proteros Biostructures GmbH (Planegg-Martinsried, Deutschland) unter der Pro-

jektleitung von Dr. Nils Ostermann durchgeführt. Der Kristallkomplex wurde mittels 

back-soaking durch Austausch der strukturell verwandten Verbindung O-tert-butyl-N-

benzylsulfonyl-D-serinyl-glycinyl-4-amidinobenzylamid in einer Auflösung von 2,2  Å 

erhalten.[114] Hierbei wurde eine Arbeitsvorschrift von Brandstetter et al. verwendet.[201]  

Die modellierten Komplexe von Amin 14 mit den Aktivestern 11 und 12 wurden 

mittels LigandScout (Inte:Ligand, Wien, Österreich) erzeugt. Die energieminimierten 

Komplexe wurden dabei ausgehend vom Faktor Xa / Inhibitor 15-Kristallkomplex be-

rechnet. Die Darstellung der ursprünglichen Kristallstruktur und der berechneten Kom-

plexe erfolgte mittels PyMOL (Schroedinger, LLC). Die Ermittlung der Atomabstände 

sowie der N-C-O-Winkel erfolgte ebenfalls mittels PyMOL unter Verwendung des ent-

sprechenden wizards.  
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9.5. Carbonsäureaktivierung im  

Mikrotiterplatten-Maßstab 

Die finalen Aktivierungsversuche zum Trifluorethyl-, Thiophenyl-, und Phenylester wur-

den in ABgene Storage Plates mit 384 Vertiefungen durchgeführt. Von Carbonsäure 1 

wurden 40 µl einer 10 mM Dioxan-Lösung vorgelegt. Die übrigen Reagenzien wurden 

im jeweils angegeben anderen Lösungsmittel gelöst bzw. wurden, bei Angabe von nur 

einem Lösungsmittel, ebenfalls als Dioxan-Lösung verwendet (s. Tabelle 6.1). Alle Rea-

genzien wurden in Volumina von 10 µl zugegeben. Die Reihenfolge der Zugabe war: 

(DMAP)  (Base)  Aktivierungsreagenz  Aktivesterkomponente. Nach Zugabe aller 

Reagenzien wurden die genutzten Vertiefungen der Mikrotiterplatte versiegelt und nach-

folgend mit 1200 rpm für 5 Minuten geschüttelt. Im Fall der Reaktionsänsätze mit 2-stün-

diger Reaktionszeit wurde nach 1 h Reaktionszeit ein weiteres Mal für 5 Minuten bei 

1200 rpm geschüttelt.  

Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das Lösungsmittel im Vakuumkonzentrator 

(RVC 2-33 CDplus der Firma Christ (Osterode am Harz, Deutschland)) entfernt. Nach 1-

stündiger Laufzeit bei Raumtemperatur und 1000 rpm konnte das Lösungsmittel vollstän-

dig entfernt werden. Die Reaktionsrückstande wurden in 100 µl eines MeCN/H2O-Gemi-

sches (1:1) aufgenommen. Die Platte wurde anschließend für 2 Minuten bei 2000 rpm 

geschüttelt. Im Anschluss wurden die Reaktionslösungen in LC/MS-Gefäße überführt 

und im Hochleistungsflüssigkeitschromatographie-Massenspektrometer vermessen. Das 

Injektionsvolumen betrug 3 µl. Die Auswertung des Umsatzes erfolgte auf Grundlage der 

Peakflächen des 210 nm Spektrums. 

Eine exakte quantitative Bestimmung, der während der Reaktion gebildeten Pro-

duktmengen, ist dabei mit einigen Schwierigkeiten verbunden: Gerätebedingt entstehen 

zeitliche Differenz zwischen den einzelnen LC/MS-Messungen. Innerhalb der damit ver-

bundenen Standzeiten der Proben kann dabei weiterhin Produkt gebildet werden, was den 

Vergleich der Reaktionsansätze erschwert. Im Fall der Aktivester ist dabei ebenfalls der 

Produktzerfall möglich, der durch Edukt-/ und Reagenzienbedingte pH-Wert Einflüsse 

noch beschleunigt wird. Weiterhin kann die Evaporation des während der Reaktion ein-

gesetzten Lösungsmittels zu Konzentrationsschwankungen führen, welche bei Arbeiten 
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im Mikromaßstab einen merklichen Einfluss haben können. Aufgrund dieser versuchs-

spezifischen Gegebenheiten wurde zur Bewertung der Effizienz der einzelnen Aktivie-

rungsmethoden der Reaktionsumsatz bestimmt. Hierbei wurde im UV-Spektrum des je-

weiligen Ansatzes die Fläche des Produkt-Peaks ermittelt und diese anschließend in Re-

lation zur Summe des Edukt- und Produkt-Peaks gesetzt. 

9.6. In-silico Screening und Docking gegen  

WNV NS2B-NS3-Protease 

Das in-silico Screening wurde wie unter 7.5. beschrieben durchgeführt. Die verwendete 

Schroedinger Suite (Schrödinger, LLC, New York, NY, 2017) lag in Version 2017-1 vor. 

Die einzelnen verwendeten Programme wurden in der folgenden Version verwendet: 

Combiglide-v44011; Epik-v39011; Glide-v74011; Maestro-v111011; Ligprep-v41011. 

Für das Re-Docking des natürlichen Liganden wurde ein RMSD-Wert von 1,0369 Å be-

rechnet. Die durch Epik erzeugten Tautomere und Ionisierungszustände wurden für einen 

pH-Wert von 8 ± 0,5 berechnet. Beim Docking mittels Glide wurden sowohl beim SP- 

wie auch beim XP-Docking die Liganden flexibel behandelt. Stickstoff-Inversionen wa-

ren erlaubt und nicht-planare Amide wurden bestraft. Es wurden keine restraints vorge-

geben. Das SP-Docking wurde unter Standardbedingungen durchgeführt. Für das XP-

Docking wurde die Anzahl der Posen die initial beibehalten werden auf 50000 erhöht. 

Das Scoring-Fenster wurde auf 500 gesetzt. Die Anzahl der minimierten Posen pro Lig-

and wurde auf 1000 gesetzt. Die Funktion extended sampling wurde verwendet. 

9.7. In-situ Amidierung im Mikrotiterplatten-Maßstab 

Die in-situ Amidierungsversuche wurden in Corning 3658-Mikrotiterplatten durchge-

führt. Vom jeweils verwendeten Amin wurden 10 µl einer wässrigen Lösung (10 bzw. 

25 mM) in die Mikrotiterplatte gegeben. Anschließend wurde das Lösungsmittel im Va-

kuumkonzentrator (RVC 2-33 CDplus der Firma Christ (Osterode am Harz, Deutsch-

land)) entfernt. Nach 1-stündiger Laufzeit bei Raumtemperatur und 1000 rpm konnte das 
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Lösungsmittel vollständig entfernt werden. Dieser Schritt war aufgrund der geringen Lös-

lichkeit von Amin 19 in Dioxan notwendig. Carbonsäure 1 wurde als 10 mM DMSO-

Lösung (Aktivierung in DMSO/DMF) bzw. 25 mM Dioxan-Lösung (Aktivierung in Di-

oxan) verwendet. Hiervon wurden 10 µl in die Mikrotiterplatten zum Amin gegeben. In 

den Reaktionsansätzen mit DMAP wurde nachfolgend 1 µl einer 1 mM-Lösung des ent-

sprechenden Lösungsmittels zugegeben (s. Tabelle 7.1). Nachfolgend wurden 10 µl  

Aktivierungsreagenz und 1 bzw. 2 µl Base als DMF (Aktivierung in DMSO/DMF)-  bzw. 

Dioxan (Aktivierung in Dioxan)-Lösung zugegeben. Nach Zugabe aller Reagenzien wur-

den die genutzten Vertiefungen der Mikrotiterplatte versiegelt und anschließend für die 

gesamte Reaktionszeit mit 1200 rpm geschüttelt.  

Nach Ablauf der Reaktionszeit (30 Minuten bzw. 2 h) wurden 10 µl der Reakti-

onsansätze in LC/MS-Gefäße überführt. Anschließend wurden jweils 90 µl eines 

MeCN/H2O-Gemisches (1:1) zugegeben. Im Anschluss wurden die Reaktionslösungen 

in LC/MS-Gefäße überführt und im Hochleistungsflüssigkeitschromatographie-Massen-

spektrometer vermessen. Das Injektionsvolumen betrug 3 µl. Die Auswertung des Um-

satzes erfolgte auf Grundlage der Peakflächen des 254 nm Spektrums. Hierbei wurde im 

UV-Spektrum des jeweiligen Ansatzes die Fläche des Produkt-Peaks ermittelt und diese 

anschließend in Relation zur Summe des Edukt- und Produkt-Peaks gesetzt. 

9.8. In-situ Screening gegen die  

WNV NS2B-NS3-Protease 

Zu Beginn des Screenings wurden 10 µl einer 25 mM (Screen 1) bzw. 10 mM (Screen 2-

100, 2-10, 2-1) wässrigen Lösung von Amin 19 in die Mikrotiterplatte vorgegeben. An-

schließend wurde das Lösungsmittel im Vakuumkonzentrator (RVC 2-33 CDplus der 

Firma Christ (Osterode am Harz, Deutschland)) entfernt. Nach 1-stündiger Laufzeit bei 

Raumtemperatur und 1000 rpm konnte das Lösungsmittel vollständig entfernt werden. 

Die Carboxylat-Fragmente lagen vorplattiert als 25 mM Dioxan-Lösung (Screen 1) bzw. 

10 mM DMSO-Lösung (Screen 2) vor. Zum Umsetzen der Fragmente und Reagenzien 

wurde ein ALH-3000 CaliperLS Pipettierroboter der Firma Sciclone verwendet. Im Fall 
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von Screen 1 erfolgte die Aktiverung der Carbonsäure durch sequentielle Aufnahme von 

Carbonsäure-Fragment (10 µl), 10 µl DCC-Lösung (27,5 mM in Dioxan) und 1 µl 

DMAP-Lösung (25 mM in Dioxan). Bei Screen 2 erfolgte die Aktivierung durch sequen-

tielle Aufnahme von Carbonsäure-Fragment (10 µl), 5 µl DIPEA-Lösung (21 mM in 

DMF) und 5 µl HBTU-Lösung (11 mM in DMF).  

Im Anschluss folgte die Zugabe dieses Reaktionsgemisches in die Reaktions-

platten. Zur Umsetzung der kompletten Carboxylat-Bibliothek wurden somit pro Screen 

jeweils fünf Platten eingesetzt, welche jeweils aktiviert und im Anschluss mit Amin 19 

zum Amid umgesetzt wurden. Alle Platten wurden nachfolgend für 2 h bei Raumtempe-

ratur und 1200 rpm geschüttelt. Im Fall von Screen 1 wurde daraufhin das Lösungsmittel 

(Dioxan) mittels Vakuumkonzentrator entfernt. Nach 1-stündiger Laufzeit bei Raumtem-

peratur und 1000 rpm konnte das Lösungsmittel vollständig entfernt werden. Im An-

schluss wurden die Fragment-Kombinationen in 4 × 10 µl DMSO aufgenommen. Nach-

folgend wurden 10 µl dieser DMSO-Lösung entnommen und mit 30 µl MOPS-Puffer ver-

dünnt. Dieser Lösung wurden 2 µl entnommen und in die Messplatten umgesetzt. An-

schließend wurden die Platten bei einer potentiellen Amid-Maximalkonzentration von 

100 μM vermessen. Im Fall von Screen 2 folgte im Anschluss an die zweistündige Reak-

tionszeit die direkte 1:20 Verdünnung (1 µl auf 19 µl MOPS-Puffer) mit MOPS-Puffer. 

Nachfolgend wurde diese Lösung nochmals mit MOPS-Puffer auf die entsprechende im 

Assay verwendete Konzentration verdünnt. Die finalen Amid-Konzentrationen im Assay 

betrugen 100, 10 und 1 μM (Screen 2-100, 2-10 bzw. 2-1). Im Anschluss folgte die Mes-

sung. Alle Platten wurden mit dem Standard WNV NS2B-NS3-Protease-Aktivitätsassay 

vermessen. Als Positivkontrolle wurde hierbei 1 µl einer 100 µM (Screen 1) bzw. 100, 10 

und 1 µM (Screen 2-100, 2-10, 2-1) Amin 19-Lösung verwendet. Die resultierende Inhi-

bition im Screening wurde in Relation zum hierbei gemessenen Wert gesetzt.  

Als Hit-Kriterium für das Screening wurde eine im Vergleich zur Amin 19-Lö-

sung 30%ige Erhöhung der Inhibition festgelegt. Die Bewertung der Umsetzung zum 

Amid erfolgte mittels Standard-LC/MS-Analytik wie unter 9.2.2. beschrieben. Bei 

Screen 1 betrug das injizierte Volumen 9 µl; bei Screen 2 wurden 8 µl injiziert. Die Peak-

fläche wurde unter Verwendung der ChemStation-Software von Agilent berechnet. 
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Die im Zuge der Hit-Auswahl durchgeführte Literatur- und Datenbankrecherche erfolgte 

auf PubChem.[202, 203] Die Recherche erfolgte auf Grundlage der Struktursuche. Zum Aus-

schluss der PAIN-Strukturen wurden die sdf-Strukturen der 78 Hit-Kombinationen zu-

nächst in die entsprechenden SMILE-Strukturen im RPBS Web portal[204] umgewandelt. 

Anschließend wurden die SMILE-Strukturen auf den FAF-Drugs3 Web-Server[205] hoch-

geladen und dort auf PAIN-Strukturmerkmale untersucht. 

Für den AMC-Test wurde eine 100 µM Lösung der 78 Hit-Kombinationen ver-

wendet. Hierzu wurde 1 µl aus den entsprechenden Aktivierungsansätzen (Screen 1 bzw. 

Screen 2) entnommen und in eine Mikrotiterplatte überführt. Anschließend wurden 30 µl 

einer Puffer-/AMC-Lösung zugegeben. Die finale AMC-Konzentration betrug 50 µM. 

Die Platte wurde anschließend bei 360 nm bestrahlt und das resultierende Emissionslicht 

bei einer Wellenlänge von 465 nm gemessen. Die Prä-Screens wurden bei einer Amid-

konzentration von 120 µM durchgeführt. Die Messung wurde hier im Zuge eines Stan-

dard-WNV-Protease-Aktivitätsassays durchgeführt, wobei die erste Messung der Fluo-

reszenzintensität jedoch schon vor Zugabe des Fluoreszenzsubstrats erfolgte. Die Anre-

gungswellenlänge war 360 nm; das emittierte Licht wurde bei 465 nm gemessen. Zur 

Überprüfung des Aggregationsverhalten wurde ein Standard-WNV-Protease-Aktivitäts-

assays durchgeführt mit einem 0,01%igen CHAPS-Anteil im Messpuffer.  
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10. Enzymkinetische Messungen 

Für die enzymkinetischen Messungen von Faktor Xa wurde ein SAFIRE II basic Fluo-

reszenzreader der Firma Tecan GmbH (Grödig, Österreich) verwendet. Die Messungen 

wurden in Corning 3655 Mikrotiterplatten (384 Vertiefungen) durchgeführt. WNV 

NS2B-NS3-Protease-Messungen wurden an einem Infinite M1000 PRO Fluoreszenzrea-

der Firma Tecan GmbH durchgeführt. Für die Messungen wurden Corning 3658 Mikro-

titerplatten (384 Vertiefungen) verwendet. Nach Zugabe der einzelnen Assaybestandteile 

wurde die Mikrotiterplatte mit einer 5810 R Zentrifuge der Firma Eppendorf (Hamburg, 

Deutschland) zentrifugiert. Zum Schütteln der Platten wurde ein MixMate der Firma Ep-

pendorf verwendet. Für alle Messungen wurden geeignete Kontrollen geführt. Im Fall der 

Positivkontrolle wurde die Testsubstanz-Lösung durch 1 µl DMSO ersetzt. Für die Nega-

tivkontrolle wurde anstelle der Enzym-Lösung eine äquivalente Menge des Messpuffers 

zugegegeben. Alle Aktivitätsbestimmungen wurden als Triplikate durchgeführt.  

Die Auswertung der im Zuge eines Aktivitätsassays erhaltenen Fluoreszenzinten-

sitäts-Werte (RFU) erfolgte zunächst mittels der MagellanTM-Software der Firma Tecan 

GmbH (Grödig, Österreich). Für gewöhnlich wurden die RFU-Werte der ersten 20 Mi-

nuten zur Ermittlung der Geradensteigung verwendet. Dieses Zeitintervall wurde entspre-

chend angepasst, wenn ein früheres Abflachen der Kurve beobachtet werden konnte. Die 

Geradensteigungen (RFU/min) wurden nachfolgend in Excel (Microsoft Corporation, 

Redmond, WA, USA) überführt. Hier wurden die Werte der jeweiligen Negativkontrollen 

abgezogen. Im Anschluss wurde der resultierende Wert der Geradensteigung in Relation 

zur Positivkontrolle gesetzt, woraus sich die Aktivität des Enzyms ergibt.   

10.1.  IC50 - Bestimmungen 

Zur Bestimmung der IC50 
-Werte wurden 6–10 unterschiedlich konzentrierte DMSO-Lö-

sungen der Testsubstanz gegen das jeweilige Enzym im Aktivitätsassay vermessen. Die 
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aus dem Aktivitätsassay erhaltenen Aktivitätswerte wurden in die GraphPad Prism-Soft-

ware (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) übertragen und dort gegen die logarith-

mierten Konzentrationswerte aufgetragen. Die IC50 
-Werte wurden nachfolgend, wie un-

ter 3.6. beschrieben, mittels nicht-linearer Regression unter Verwendung des Hill-Mo-

dells (Gleichung 3.21) erhalten.    

10.2.  Bestimmung der KM - Werte  

Zur Bestimmung der KM  -Werte wurden 7 unterschiedlich konzentrierte Substratlösungen 

von Boc-LGR-AMC (Faktor Xa) bzw. Cbz-GKR-AMC (WNV NS2B-NS3-Protease) 

vermessen. Die Daten der ersten 10 Minuten wurden zur Berechnung des initialen Sub-

stratumsatzes verwendet. Von den erhaltenen Fluoreszenzintensitätswerten pro Zeit wur-

den die Werte der Negativkontrollen abgezogen und die daraus resultierenden Werte in 

GraphPad Prism-Software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) übertragen. Hier 

wurden die Konzentrationen der verwendeten Lösungen gegen die jeweils gemessene 

Fluoreszenzintensität pro Zeit aufgetragen. Die KM  -Werte wurden nachfolgend mittels 

nicht-linearer Regression unter Verwendung des Michaelis-Menten-Modells (Gleichung 

3.12) erhalten.  

Abbildung 10.1. Darstellung der aus den Messungen zur KM  -Wert-Bestimmung erhaltenen Daten für Fak-

tor Xa (A) und der WNV NS2B-NS3-Protease (B). 
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10.3.  Faktor Xa-Aktivitätsassay  

Für den Faktor Xa-Aktivitätsassay wurde ein Puffer mit folgender Zusammensetzung ver-

wendet: 200 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonsäure (MOPS), 50 mM Natriumacetat, 

5 mM Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA; als Dinatriumsalz Dihydrat verwendet). Der 

pH-Wert des Puffers wurde mit Natriumhydroxid auf pH 8 eingestellt. Das Fluoreszenz-

substrat wurde in 10-millimolaren DMSO-Stammlösungen angesetzt. Aliquote dieser 

Stammlösung wurden vor der Messung mit MOPS-Puffer aufgefüllt. Die Konzentration 

dieser Lösungen betrug 646 μM. Im Assay wird damit eine Substrat-Konzentration von 

76 μM (= KM  -Wert) erreicht. Amin-Fragment 14 konnte in Wasser gelöst werden. Die 

Verbindungen 1–13 sowie 15–17 wurden als DMSO-Lösung verwendet. Der finale 

DMSO-Anteil im Assay betrug 2,9 %, wobei keine DMSO-bedingte Aktivitätsabnahme 

beobachtet werden konnte.  

Zu Beginn des Assays wurden 1 μl der zu testenden Verbindung in die Mikroti-

terplatte vorgelegt. Nachfolgend wurde die Platte bei 3000 rpm für 1 Minute zenrifugiert. 

Anschließend wurden 25 μl des MOPS-Puffer zugegeben. Es folgte ein Zyklus bestehend 

aus Zentrifugieren, Schütteln der Platte (2 Minuten bei 1800 rpm) und erneutem Zentri-

fugieren. Daraufhin wurden 4 μl Faktor Xa-Lösung (MOPS-Puffer-Lösung) zugegeben. 

Die finale Assay-Konzentration von Faktor Xa betrug 14,5 nM. Es folgte ein weiterer 

Zyklus bestehend aus Zenrifugieren, Schütteln und Zentrifugieren. Abschließend wurden 

4 μl der Fluoreszenzsubstrat-Lösung zugegeben. Nach einem finalen Zyklus bestehend 

aus Zenrifugieren, Schütteln und Zentrifugieren wurde die Messung gestartet. Als Anre-

gungswellenlänge wurde 380 nm gewählt. Das emittierte Licht wurde bei einer Wellen-

länge von 460 nm gemessen.  

10.4.  WNV NS2B-NS3-Protease-Aktivitätsassay  

Für den WNV NS2B-NS3-Protease-Aktivitätsassay wurde ein 10 mM MOPS-Puffer mit 

einem 20%igen Glycerol-Anteil verwendet. Der pH-Wert des Puffers wurde mit Natri-

umhydroxid auf pH 8 eingestellt. Das Fluoreszenz-substrat wurde in 10-millimolaren 
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DMSO-Stammlösungen angesetzt. Aliquote dieser Stammlösung wurden vor der Mes-

sung mit Puffer aufgefüllt. Die Konzentration dieser Lösungen betrug 378 μM. Im Assay 

wird damit eine Substrat-Konzentration von 122 μM (= KM  -Wert) erreicht. Alle gegen 

die WNV NS2B-NS3-Protease getesteten Verbindungen wurden als DMSO-Lösung ver-

wendet. Der DMSO-Anteil im Assay betrug 3,2 %. 

Zu Beginn des Assays wurden 1 μl der zu testenden Verbindung in die Mikroti-

terplatte vorgelegt. Nachfolgend wurde die Platte bei 3000 rpm für 1 Minute zenrifugiert. 

Anschließend wurden 10 μl des MOPS-Puffer zugegeben. Es folgte ein Zyklus bestehend 

aus Zentrifugieren, Schütteln der Platte (2 Minuten bei 1800 rpm) und erneutem Zentri-

fugieren. Daraufhin wurden 10 μl WNV NS2B-NS3-Protease-Lösung (MOPS-Puffer-

Lösung) zugegeben. Die finale Assay-Konzentration der WNV NS2B-NS3-Protease be-

trug 14,3 nM. Es folgte ein weiterer Zyklus bestehend aus Zenrifugieren, Schütteln und 

Zentrifugieren. Abschließend wurden 10 μl der Fluoreszenzsubstrat-Lösung zugegeben. 

Nach einem finalen Zyklus bestehend aus Zenrifugieren, Schütteln und Zentrifugieren 

wurde die Messung gestartet. Als Anregungswellenlänge wurde 360 nm gewählt. Das 

emittierte Licht wurde bei einer Wellenlänge von 465 nm gemessen.  
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11. Ligationsassay-Durchführung 

11.1.  Detektion mittels Enzymaktivitätsassay 

Zur Detektion der Templat-unterstützten Reaktion mittels Enzymaktivitätsassay wurde 

eine modifizierte Version des unter 10.1. beschriebenen Aktivitätsassays durchgeführt. 

Hierbei wurden die Konzentrationen der verwendeten Fluoreszenzsubstrat- und Enzym-

Lösungen auf das erhöhte Assayvolumen (35 µl statt 34 µl) entsprechend angepasst. Die 

Fluoreszenzsubstrat-Lösung wurde in einer Konzentration von 665 µM eingesetzt. Im 

Fall der Faktor Xa-Lösung wurde eine Konzentration von 127 µM eingesetzt. Damit be-

trugen die finalen Konzentrationen, wie im Standard-Aktivitätsassay, 76 µM (Fluores-

zenzsubstrat) bzw. 14,5 nM (Faktor Xa). Amin-Fragment 14 konnte als wässrige Lösung 

verwendet werden. Die finale Assay-Konzentration von 14 betrug 0,285 mM. Die Ver-

bindungen 1–13 wurden als DMSO-d6-Lösung verwendet. Der finale DMSO-d6-Anteil 

im Assay betrug 2,9 %, wobei keine DMSO-bedingte Aktivitätsabnahme beobachtet wer-

den konnte. Die Positivkontrolle enthielt im Fall des Ligationsassays 1 µl Wasser und 1 µl 

DMSO. 

Der Ligationsassay wurde für jeden Aktivester in einem templierten und einem 

nicht-templierten Reaktionsansatz durchgeführt (s. Tabelle 11.1). Zu Beginn wurden 1 µl 

der Amin-Fragment 14-Lösung für beide Reaktionsansätze in der Mikrotiterplatte vorge-

legt. Nachfolgend wurde die Platte bei 3000 rpm für 1 Minute zenrifugiert. Anschließend 

wurden 21 µl MOPS-Puffer zum templierten Reaktionsansatz zugegeben und 25 µl zum 

nicht templierten Reaktionsansatz. Es folgte ein Zyklus bestehend aus Zentrifugieren, 

Schütteln der Platte (1 Minute bei 1800 rpm) und erneutem Zentrifugieren. Daraufhin 

wurden 4 µl Faktor Xa-Lösung (MOPS-Puffer-Lösung) zum templierten Reaktionsansatz 

zugegeben. Es folgte ein weiterer Zyklus bestehend aus Zenrifugieren, Schütteln (1 Mi-

nute bei 1500 rpm) und Zentrifugieren. Nun wurde zu beiden Reaktionsansätzen 1 µl der 

Aktivester-Lösung zugegeben. In der ersten Versuchsreihe wurden alle Aktivester in ei-

ner Assay-Konzentration von 0,285 mM eingesetzt; in der zweiten Versuchsreihe wurden 

die Aktivester 9–13 in einer Konzentration von 5 mM verwendet. 
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Im Anschluss an die Ativester-Zugabe folgte ein Zyklus bestehend aus Zenrifugieren, 

Schütteln (5 Minuten bei 1800 rpm) und Zentrifugieren. Beide Reaktionsansätze wurden 

nun für 2 h bzw., für die Experimente zur Maximierung des Templat-Effekts, bis zu 10 h 

stehen gelassen. Daraufhin wurden zum templierten Ansatz 4 µl Puffer zugegeben und 

zum nicht-templierten Ansatz 5 µl der Enzym-Lösung. Es folgte ein Zyklus bestehend 

aus Zenrifugieren, Schütteln (5 Minuten bei 1800 rpm) und Zentrifugieren. Abschließend 

wurde in beide Ansätze 4 µl der Fluoreszenzsubstrat-Lösung gegeben. Nachdem noch-

mals zenrifugiert, geschüttelt (5 Minuten bei 1800 rpm) und zentrifugiert wurde, wurde 

die Messung gestartet.  

Tabelle 11.1. Aufbau des Ligationsassays – Detektion mittels Enzymaktivitätsassay 

Schritt Zugabe von 
zugegebenes Volumen (in µl) 

templierte  
Reaktion 

nicht-templierte 
Reaktion 

1 Amin 14 1 1 
2 Puffer 21 25 

3 Enzym-Lsg. 4 - 
4 Aktivester-Lsg. 1 1 
5 Enzym-Lsg. - 4 

6 Puffer 4 - 
7 Fluoreszenzsubstrat-Lsg. 4 4 

 

Für den templierten Reaktionsansatz konnte eine Standzeit-bedingte Aktivitätsabnahme 

des Enzyms mittels geeigneter Kontrollmessungen ausgeschlossen bzw. als vernachläs-

sigbar bewertet werden. Die, zur Maximierung des Templat-Effekts bei erhöhten Tempe-

raturen, durchgeführten Experimente (37 °C) wurden im Trockenschrank durchgeführt. 

Das Enzym zur Vermessung der Aktivität im nicht-templierten Reaktionsansatz wurde 

hierbei ebenfalls während der Reaktionszeit im Trockenschrank gelagert. Zur Durchfüh-

rung der Experimente bei verlängerter Reaktionszeit wurden alle Reaktionsansätze in 

dreifacher Kopie hergestellt. Die jeweiligen Vertiefungen auf der Mikrotiterplatte wurden 

während der Reaktionszeit versiegelt. Nach 2, 5 und 10 h Reaktionszeit wurde nachfol-

gend je eine Kopie der Reaktionsansätze vermessen.    



11.2.  Detektion mittels LC/MS-Analytik 

135 

11.2.  Detektion mittels LC/MS-Analytik 

Zur Untersuchung der Templat-unterstützten Reaktion mittels LC/MS-Analytik wurden 

sowohl für Aktivester 11 als auch für Aktivester 12 jeweils 2 Reaktionsansätze auf die 

unter 11.1. beschriebene Methode hergestellt. Abweichungen ergeben sich hier lediglich 

aufgrund der unterschiedlichen Messmethode (s. Tabelle 11.2). So wurde im Fall der 

nicht-templierten Reaktion auf die Zugabe von 4 µl der Enzym-Lösung verzichtet. Statt-

dessen wurden hier zusätzliche 4 µl MOPS-Puffer zugegeben. Ebenfalls war für dieses 

Experiment kein Fluoreszenzsubstrat notwendig, weswegen abschließend in beide Reak-

tionsansätze nochmals 4 µl MOPS-Puffer gegeben wurden.  

Tabelle 11.2. Aufbau des Ligationsassays – Detektion mittels LC/MS-Analytik 

Schritt Zugabe von 
zugegebenes Volumen (in µl) 

templierte  
Reaktion 

nicht-templierte 
Reaktion 

1 Amin 14 1 1 
2 Puffer 21 25 

3 Enzym-Lsg. 4 - 
4 Aktivester-Lsg. 1 1 
5 Puffer 8 8 

 

Die hergestellten Reaktionansätze wurden anschließend in das Hochleistungsflüssigkeits-

chromatographie-Massenspektrometer injiziert. Das injizierte Volumen betrug 15 µl. Zur 

Untersuchung der Templat-unterstützten Reaktion wurde das extrahierte Ionenchromato-

gramm für das Signal des Ligationsprodukts 15 [M+H]+, m /z 538 verwendet. 

11.3. Quantifizierung des Ligationsprodukts mittels 

LC-QTOF-MS 

Die Kalibriergerade wurde wie unter 5.1. beschrieben erstellt. Hierbei wurden 6 verschie-

dene Konzentrationen der Verbindung 15-Referenzlösung verwendet (10, 25, 50, 75, 100 

und 125 nM). Die Herstellung der Referenzlösungen erfolgte in MOPS-Puffer. Jede Mes-

sung wurde in Triplikaten durchgeführt. Durch Auftragung der injizierten Stoffmengen 

gegen die aus den extrahierten Ionenchromatogrammen entnommenen Peakflächen 
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konnte mittels linearer Regression in Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, 

USA) die Kalibriergerade erhalten werden. Die Funktion der Geraden konnte nachfol-

gend zur Quantifizierung des im Zuge der Templat-unterstützten Reaktion gebildeten Li-

gationsprodukts genutzt werden. 

Zur Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Templat-unterstützten Reaktion 

wurden für beide Aktivester (11 und 12) je ein templierter und ein nicht-templierter Re-

aktionsansatz verwendet (s. Tabelle 11.3). Die Reaktion wurde in einem LC/MS-Gefäß 

durchgeführt. 

Tabelle 11.3. Aufbau des Ligationsassays – Quantifizierung mittels LC-QTOF-MS 

Schritt Zugabe von 
zugegebenes Volumen (in µl) 

templierte  
Reaktion 

nicht-templierte 
Reaktion 

1 Amin 14 2 2 
2 Puffer 58 66 

3 Enzym-Lsg. 8 - 
4 Aktivester-Lsg. 2 2 

 

Da jede Messung als Triplikat durchgeführt wurde, wurden versuchsbedingt größere An-

sätze der Reaktionen verwendet. Amin 14 und die Aktivester 11 / 12 wurden wie zuvor 

in einer finalen Konzentration von 0,285 mM bzw. 5 mM eingesetzt. Durch Kontrollen 

der Enzymaktivität konnte eine Abnahme der Aktivität (oder der Enzymmenge) im 

LC/MS-Gefäß festgestellt werden, daher musste zum Ablauf der templierten Reaktion 

eine höhere Enzymkonzentration verwendet werden. Die finale Enzymkonzentration be-

trug hier 82 nM. Die Quantifizierung des gebildeten Produkts erfolgte durch eine stünd-

liche Injektion von 1 µl der templierten und nicht-templierten Reaktionslösung für einen 

Zeitraum von 10 h. In den Läufen zwischen den Injektionen der beiden Testlösungen 

wurden Leerproben injiziert. Da in Testmessungen eine deutliche Abtrennung des Pro-

duktpeaks von den Eduktpeaks nachgewiesen werden konnte, wurde in nachfolgenden 

Messungen nur der HPLC-Fluss im Zeitintervall von 1,6–4,1 Minuten zum Massenspek-

trometer geleitet. Somit wurde die empfindliche Ionenquelle nicht durch hohe Edukt- und 

Salzkonzentrationen in der Messlösung belastet. Die erhaltenen Daten wurden wie unter 

5.1. beschrieben mithilfe der MassHunter-Software von Agilent verarbeitet. Als Massen-

fenster wurde 20 ppm gewählt. Für die Berechnung der jeweiligen Peakflächen wurde 
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dieses auf 35 ppm ausgeweitet. Die Kurvenanpassung der erhaltenen Daten an das Modell 

der einphasigen exponentiellen Assoziationsfunktion erfolgte unter Verwendung der 

GraphPad Prism-Software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) 
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12. Synthesevorschriften 

N-Boc-4-aminomethyl-benzonitril (14a) 

4-Aminomethyl-benzonitril Hydrochlorid (20 g, 0.119 mol) 

wurde in einem 2:1 Gemisch aus Dioxan/2N NaOH (360 ml) ge-

löst. Innerhalb von 10 Minuten wurde Di-O-tert-butyl carbonat 

(28.6 g, 0.131 mol) bei 0 °C zugegeben. Nachdem die Reaktion für 6 h bei Raumtempe-

ratur gerührt wurde, konnte über Dünnschichtchromatographie die Vollständigkeit der 

Reaktion nachgewiesen werden. Das Lösungsmittel wurde am Rotationsverdampfer ent-

fernt und der Rückstand in Ethylacetat aufgenommen. Im Anschluss wurde die organi-

sche Phase drei mal mit 5%iger wässriger KHSO4-Lösung extrahiert. Nach Trocknen mit 

Natriumsulfat und Einengen des Lösungsmittels konnte Produkt 14a als weißer Feststoff 

erhalten werden. (25.4 g, 0.11 mol). 

 

N-Boc-4-aminomethyl-N´-acetoxy-benzamidin (14c) 

N-Boc-4-aminomethyl-benzonitrile 14a (23.2 g, 0.1 mol) 

wurde in Methanol gelöst (30 ml). Nach der Zugabe von Hyd-

roxylamin Hydrochlorid (12.41 g, 0.1785 mol) und N,N-

Diisopropylethylamin (DIPEA, 30 ml, 0.172 mol) wurde der 

Ansatz über Nacht unter Rückfluss gekocht. Anschließend wurde das Lösungsmittel am 

Rotationsverdampfer entfernt. Der ölige Rückstand wurde in konzentrierter Essigsäure 

aufgenommen (200 ml) und 34 ml (0.36 mol) Acetanhydrid zugegeben. Die Lösung 

wurde für 2 h gerührt und im Anschluss wurde das Lösungsmittel am Rotationsverdamp-

fer entfernt. Der resultierende Rückstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und drei 

mal mit Brine gewaschen. Anschließend wurde das Lösungsmittel eingeengt und der 

Rückstand mittels Flash-Chromatographie (DCM/Methanol 9:1) gereinigt, wodurch Pro-

dukt 14b (18.1 g, 0.059 mol) erhalten werden konnte.   
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N-Boc-4-aminomethyl-benzamidin (14d) 

N-Boc-4-aminomethyl-N‘-acetoxy-benzamidin 14c (17 g, 

0.055 mol) wurde in einen Schlenk-Kolben überführt und in Es-

sigsäure gelöst (150 ml). Im Anschluss wurde Palladium/Koh-

lenstoff (10 % (w/w), 0.3 g, 2.75 mmol) zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde mit ei-

nem H2-Ballon versehen und für 24 h unter H2-Atmosphäre gerührt. Anschließend wurde 

der Reaktionsansatz erneut mit Wasserstoff gesättigt und für weitere 24 h gerührt. Nach 

Abfiltrieren des Katalysators und Einengen des Lösungsmittels wurde das gewünschte 

Produkt 14d erhalten (13 g, 0.052 mol).  

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serin (1a) 

O-Benzyl-D-serin (5 g, 0.026 mol) wurde in gesättigter Kali-

umcarbonat-Lösung gelöst (80 ml). Der Reaktionansatz wurde 

auf 70 °C erwärmt und im Anschluss tropfenweise Benzylsul-

fonylchlorid (5.37 g, 0.028 mol) als DCM-Lösung (100 ml) zu-

gegeben. Nachdem die Reaktion für 1 h gerührt wurde, konnte 

mittels LC/MS-Analytik die Vollständigkeit der Reaktion nachgewiesen werden. Nach 

Abkühlen des Ansatzes wurde der pH-Wert mit konz. Salzsäure auf pH 1 gebracht und 

drei mal mit DCM extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit Natriumsul-

fat getrocknet. Nach Einengen des Lösungsmittels konnte Produkt 1a (6.43 g, 0.018 mol) 

erhalten werden. 

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin (1) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-methyles-

ter 13 (4.63 g, 0.011 mol) wurde in einem 3:1 Gemisch 

aus Methanol/Wasser (80 ml) gelöst. Im Anschluss 

wurde Lithiumhydroxid Monohydrat (2.3 g, 0.055 mol) 

zugegeben. Nachdem die Reaktion für 2 h gerührt wurde, 

konnte mittels LC/MS-Analytik die Vollständigkeit der Reaktion nachgewiesen werden. 

Anschließend wurde das Methanol am Rotationsverdampfer entfernt und die verblei-

bende wässrige Lösung gefriergetrocknet. Zur Entfernung der resultiereden Lithium-
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Salze wurde der Rückstand in Wasser aufgenommen und 5 g Dowex 50WX8 (H+-Form, 

100-200 mesh) zugegeben. Nach wenigen Minuten konnte die Präzipitation des Produkts 

beobachtet werden. Der Ansatz wurde für 3 h gerührt und die ausgefallene Carbonsäure 

durch Aceton-Zugabe (30 ml) wieder in Lösung gebracht. Anschließend wurde der Io-

nenaustauscher abfiltriert und das Aceton am Rotationsverdampfer entfernt. Lyophilisa-

tion lieferte Produkt 1 als freie Carbonsäure (4.4 g, 0.011 mol). ESI-MS: m /z berechnet 

für C19H22N2O6S: 429.1091 [M-Na]+; gefunden: 429.1130. 1H NMR (500 MHz, DMSO-

d6) δ (ppm) 8.49 (t, J = 5.8 Hz, NH Glycin, 1H), 7.67 (d, J = 8.7 Hz, NH Serin, 1H), 

7.25–7.4 (m, ArH, 10H), 4.52 (s, CH2 Benzyl, 2H), 4.32 (s, CH2 Benzylsulfonyl, 2H), 

4.2 (m, CH Serin, 1H), 3.92 (m, CH2 Glycin, 2H), 3.56–3.65 (m, CH2 Serin, 2H); 13C 

(125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 170.6, 170.5, 138.6, 131.4, 130.6, 128.8, 128.5, 128.16, 

128.14, 128.1, 72.7, 71.0, 59.1, 56.8, 52.3. 

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycinylfluorid (2) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1 (0.12 g, 

0.295 mmol) wurde in trockenem DCM (10 ml) gelöst. 

Anschließend wurden 46 µl DAST zugegeben 

(0.35 mmol) bei 0 °C zugegeben. Durch Umsetzung des 

entstandenen Carbonsäurefluorids mit einer 5%igen me-

thanolischen Pyridin-Lösung konnte die Vollständigkeit der Reaktion über den Nachweis 

des entsprechenden Methylesters verfolgt werden. Nach 60 Minuten konnte die vollstän-

dige Umsetzung nachgewiesen werden. Der Ansatz wurde drei mal mit kaltem Wasser 

extrahiert. Anschließend wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und 

das Lösungsmittel eingeengt. Durch Aufreinigung des Rückstands mittels Flash-Chroma-

tographie (EA/Hexan 1:1) konnte Produkt 2 (0.09 g, 0.22 mmol) erhalten werden. Die 

LC-QTOF-Messung wurde nach der Umsetzung zum Methylester durchgeführt. ESI-MS 

m /z berechnet für C20H24N2O6S: 443.1247 [M-Na]+; gefunden: 443.1264. 1H NMR (700 

MHz, CDCl3) δ (ppm) 7.55–7.57 (m, 1H), 7.27–7.41 (m, 11H), 4.46–4.55 (m, 2H), 4.27–

4.35 (m, 2H), 4.13–4.18 (m, 1H), 3.96–4.09 (m, 2H), 3.74 (ddd, J = 10.8 Hz, 9.7 Hz, 4.8 

Hz, 1H), 3.58 (ddd, J = 15.7 Hz, 9.7 Hz, 5.8 Hz, 1H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ 
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(ppm) 170.5, 170.4, 138.5, 131.3, 130.6, 128.71, 128.69, 128.4, 128.04, 127.96, 72.7, 

70.9, 59.0, 56.7, 52.2; 19F NMR (470 MHz, CDCl3) δ (ppm) 32.9. 

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycinylimidazolid (3) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1 

(0.12 g, 0.295 mmol) wurde in trockenem THF 

(10 ml) gelöst. Anschließend wurde CDI (48 mg, 

0.295 mmol) bei 0 °C zugegeben. Durch Umset-

zung des entstandenen Carbonsäureimidazolids mit 

einer 5%igen methanolischen Pyridin-Lösung konnte die Vollständigkeit der Reaktion 

über den Nachweis des entsprechenden Methylesters verfolgt werden. Nach 30 Minuten 

konnte die vollständige Umsetzung nachgewiesen werden. Das Lösungsmittel wurde an-

schließend am Rotationsverdampfer entfernt und der resultierende Rückstand nachfol-

gend in DCM aufgenommen. Der Ansatz wurde drei mal mit kaltem Wasser extrahiert. 

Nach Trocknen der organischen Phase mit Natriumsulfat und Einengen des Lösungsmit-

tels konnte Produkt 3 in hoher Reinheit erhalten werden (0.11 g, 0.245 mmol). ESI-MS: 

m /z berechnet für C22H24N4O5S: 479.1360 [M-Na]+; gefunden: 479.1370; 1H NMR (700 

MHz, CDCl3) δ (ppm) 8.17 (s, 1H), 7.5 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 7.4 (s, 1H), 7.27–7.4 (m, 

11H), 7.1 (s, 1H), 4.43–4.58 (m, 4H), 4.32 (s, 2H), 4.03–4.08 (m, 1H), 3.77 (dd, J = 9.7 

Hz, 4.7 Hz, 1H), 3.59 (dd, J = 9.7 Hz, 5.9 Hz, 1H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ (ppm) 

170.2, 165.5, 137.0, 136.1, 131.4, 130.8, 128.9, 128.8, 128.7, 128.6, 128.2, 128.0, 115.7, 

73.7, 70.1, 59.6, 56.7, 53.5, 42.8. 

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-pentafluorophenylester (4) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycine 

1 (0.2 g, 0 49 mmol) wurde in trockenem DMF 

(10 ml) gelöst. Anschließend wurden N-Methyl-

morpholin (NMM, 54 µl, 0.49 mmol) und 1-

Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid 

(EDC, 95 µl, 0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde Pentafluorophenol 

(0.36 g, 1.96 mmol) zugegeben und die Reaktion für 1 h bei 0 °C gerührt. Nach weiteren 
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6 h bei Raumtemperatur wurde das Lösungmittel am Rotationsverdampfer entfern und 

der Rückstand in DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit wäss-

riger 5%iger NaHCO3-Lösung extrahiert und anschließend drei mal mit brine gewaschen. 

Im Anschluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Lösungs-

mittel nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des Rück-

stands mittels präparativer HPLC (Retentionszeit: 18,9–20,7 Minuten) und anschließen-

der Lyophilisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 4 erhalten werden (0.166 g, 

0.29 mmol). ESI-MS: m /z berechnet für C25H21F5N2O6S: 595.0933 [M-Na]+; gefunden: 

595.0948. 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.87 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 

8,4 Hz, 1H), 7.23–7.41 (m, 10H), 4.51 (s, 2H), 4.39 (d, J= 5.7 Hz, 2H), 4.25–4.35 (m, 

2H), 4.18–4.24 (m, 1H), 3.55–3.66 (m, 2H); 13C NMR (125 MHz, d6-DMSO) δ (ppm) 

188.3, 170.3, 148.9, 138.6, 131.41, 131.37, 130.7, 128.8, 128.7, 128.53, 128.47, 128.2, 

128.1, 128.0, 76.6, 72.7, 59.1, 56.8, 41.4; 19F NMR (470 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) -152.9 

(m), 157.6 (m), 161.7 (m), 165.3 (m), 171.7 (m). 

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-4-nitrophenylester (5) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-gly-

cin 1 (0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trocke-

nem DMF (10 ml) gelöst. Anschließend 

wurden N-Methylmorpholin (NMM, 54 µl, 

0.49 mmol) und 1-Ethyl-3-(3-dimethylami-

nopropyl)-carbodiimid (EDC, 95 µl, 0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde 

4-Nitrophenol (0.27 g, 1.96 mmol) zugegeben und die Reaktion für 1 h bei 0 °C gerührt. 

Nach weiteren 6 h bei Raumtemperatur wurde das Lösungmittel am Rotationsverdampfer 

entfern und der Rückstand in DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal 

mit wässriger 5%iger NaHCO3-Lösung extrahiert und anschließend drei mal mit brine 

gewaschen. Im Anschluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und 

das Lösungsmittel nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung 

des Rückstands mittels präparativer HPLC (Retentionszeit: 22,7–23,9 Minuten) und an-

schließender Lyophilisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 5 erhalten werden 



12. Synthesevorschriften 

144 

(0.173 g, 0.33 mmol). ESI-MS: m /z berechnet für C25H25N3O8S: 550.1255 [M-Na]+; ge-

funden: 550.1268. 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.81 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 8.26–

8.31 (m, 2H), 7.74 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.39–7.44 (m, 10H), 7.24–7.37 (m, 10H), 4.52 (s, 

2H), 4.28–4.37 (m, 2H), 4.20–4.27 (m, 3H), 3.63 (qd, 9.9 Hz, 6 Hz, 2H); 13C NMR (125 

MHz, DMSO-d6 ) δ (ppm) 170.9, 168.6, 155.7, 145.7, 138.5, 131.4, 130.6, 128.80, 

128.77, 128.5, 128.1, 125.9, 123.5, 72.8, 71.0, 59.1, 56.8, 42.0. 

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-phenylthioester (6) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1 

(0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trockenem DCM 

gelöst (10 ml). Anschließend wurden N-Methyl-

morpholin (NMM, 54 µl, 0.49 mmol) und 1-

Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid 

(EDC, 95 µl, 0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde Thiophenol (200 µl, 

1.96 mmol) zugegeben und die Reaktion für 1 h bei 0 °C gerührt. Nach weiteren 6 h bei 

Raumtemperatur wurde das Lösungmittel am Rotationsverdampfer entfern und der Rück-

stand in DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit wässriger 5%i-

ger NaHCO3-Lösung extrahiert und anschließend drei mal mit brine gewaschen. Im An-

schluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel 

nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des Rückstands mit-

tels präparativer HPLC (Retentionszeit: 22,8–24,2 Minuten) und anschließender Lyophi-

lisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 6 erhalten werden (0.15 g, 0.3 mmol). 

ESI-MS: m /z berechnet für C25H26N2O5S2: 521.1175 [M-Na]+; gefunden: 521.1186. 1H 

NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.90 (t, J = 6 Hz, 1H), 7.73 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 

7.45 (m, 3H), 7.24–7.39 (m, 12H), 4.54 (s, 2H), 4.29–4.4 (m, 2H), 4.21–4.27 (ddd, J = 

8.4 Hz, 6.5 Hz, 5.2 Hz, 1H), 4.19 (dd, J = 5.9 Hz, 1.3 Hz, 2H), 3.66 (qd, J = 9.9 Hz, 5.9 

Hz, 2H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 196.4, 170.9, 138.5, 135.1, 131.4, 

130.6, 130.1, 129.0, 128.8, 128.7, 128.5, 128.2, 128.1, 127.4, 72.8, 66.9, 59.1, 57.0, 49.6. 
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3-N-(O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycinyl)-3-acyl-2-thiono- 

1,3-thiazolidin (7) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1 

(0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trockenem DMF gelöst 

(10 ml). Anschließend wurden N-Methylmorpholin 

(NMM, 54 µl, 0.49 mmol) und 1-Ethyl-3-(3-dime-

thylaminopropyl)-carbodiimid (EDC, 95 µl, 

0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde 2-Thiazolin-2-thiol (0.23 g, 

1.96 mmol) zugegeben und die Reaktion für 1 h bei 0 °C gerührt. Nach weiteren 6 h bei 

Raumtemperatur wurde das Lösungmittel am Rotationsverdampfer entfern und der Rück-

stand in DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit wässriger 5%i-

ger NaHCO3-Lösung extrahiert und anschließend drei mal mit brine gewaschen. Im An-

schluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel 

nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des Rückstands mit-

tels präparativer HPLC (Retentionszeit: 21,8–23,8 Minuten) und anschließender Lyophi-

lisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 7 erhalten werden (0.139 g, 0.27 mmol). 

ESI-MS: m /z berechnet für C22H25N3O5S3: 530.0849 [M-Na]+; gefunden: 530.0869. 1H 

NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.48 (t, J= 5.6 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 

7.24–7.4 (m, 10H), 4.65–4.81 (m, 2H), 4.53 (s, 2H), 4.5 (dd, J = 9 Hz, 6,5 Hz, 2H), 4.34 

(s, 2H), 4.23 (dt, J = 8.3 Hz, 6Hz, 1H), 3.55–3.67 (m, 2H), 3.43 (t, J = 7.7 Hz, 2H); 13C 

NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 203.0, 170.7, 170.3, 138.5, 131.3, 130.5, 128.7, 

128.4, 128.1, 128.0, 100.0, 72.7, 70.9, 59.0, 56.8, 56.6, 46.4, 29.5. 

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-piperidinyl-1-ester (8) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1 

(0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trockenem DMF 

gelöst (10 ml). Anschließend wurden N-Methyl-

morpholin (NMM, 54 µl, 0.49 mmol) und 1-

Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid 

(EDC, 95 µl, 0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde N-Hydroxypiperidin 

(0.2 g, 1.96 mmol) zugegeben und die Reaktion für 1 h bei 0 °C gerührt. Nach weiteren 
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6 h bei Raumtemperatur wurde das Lösungmittel am Rotationsverdampfer entfern und 

der Rückstand in DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit brine 

gewaschen. Im Anschluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und 

das Lösungsmittel nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung 

des Rückstands mittels präparativer HPLC (Retentionszeit: 19.4–20.7 Minuten) und an-

schließender Lyophilisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 8 erhalten werden 

(0.127 g, 0.26 mmol). ESI-MS/MS: m /z berechnet für C24H31N3O6S: 512.1826 [M-Na]+; 

gefunden: 512.1851. 1H NMR (700 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.43–8.47 (m, 1H), 7.61-

7.64 (m, 1H), 7.26–7.38 (m, 10H), 4.52 (s, 2H), 4.3-4.37 (m, 2H), 4.18–4.22 (m, 1H), 

3.56–3.65 (m, 2H), 3.01 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 1.64 (p, J =5.8 Hz, 2H), 1.55 (q, J = 5.8 Hz, 

1H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 170.2, 167.1, 138.5, 131.3, 130.6, 128.7, 

128.4, 128.07, 128.06, 128.0, 72.6, 70.9, 59.0, 56.8, 44.2, 39.6, 22.7, 22.1. 

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-ethylthioester (9) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1 

(0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trockenem DMF gelöst 

(10 ml). Anschließend wurden N-Methylmorpholin 

(NMM, 54 µl, 0.49 mmol) und 1-Ethyl-3-(3-dime-

thylaminopropyl)-carbodiimid (EDC, 95 µl, 

0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde Ethanthiol (141 µl, 1.96 mmol) zu-

gegeben und die Reaktion für 1 h bei 0 °C gerührt. Nach weiteren 6 h bei Raumtempera-

tur wurde das Lösungmittel am Rotationsverdampfer entfern und der Rückstand in DCM 

aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit wässriger 5%iger NaHCO3-

Lösung extrahiert und anschließend drei mal mit brine gewaschen. Im Anschluss wurde 

die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel nachfolgend 

am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des Rückstands mittels präparati-

ver HPLC (Retentionszeit: 22–23.4 Minuten) und anschließender Lyophilisation aus Di-

oxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 9 erhalten werden (0.14 g, 0.31 mmol). ESI-MS: m /z 

berechnet für C21H26N2O5S2: 473.1175 [M-Na]+ ; gefunden: 473.1184. 1H NMR (500 

MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.78 (t, J = 6Hz, 1H), 7.68 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.26–7.41 (m, 

10H), 4.53 (s, 2H), 4.32 (m, 2H), 4.21 (ddd, J= 8.4 Hz, 6.6 Hz, 5.3 Hz, 1H), 4.05 (d, J = 



 

147 

6.1 Hz, 2H), 3.63 (m, 2H), 2.79 (q, J = 7.4 Hz, 2H), 1.12 (t, J = 7,3 Hz, 3H); 13C NMR 

(125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 198.3, 170.6, 138.5, 131.3, 130.5, 128.7, 128.4, 128.1, 

128.0, 72.7, 70.9, 66.8, 59.1, 56.9, 49.5, 22.7, 15.0. 

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-pyridinyl-3-ester (10) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1 

(0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trockenem DMF ge-

löst (10 ml). Anschließend wurden N-Methylmor-

pholin (NMM, 54 µl, 0.49 mmol) und 1-Ethyl-3-

(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC, 95 

µl, 0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde 3-Hydroxypyridin (0.19 g, 

1.96 mmol) zugegeben und die Reaktion für 1 h bei 0 °C gerührt. Nach weiteren 6 h bei 

Raumtemperatur wurde das Lösungmittel am Rotationsverdampfer entfern und der Rück-

stand in DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit wässriger 10%i-

ger K2CO3-Lösung extrahiert und anschließend drei mal mit brine gewaschen. Im An-

schluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel 

nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des Rückstands mit-

tels präparativer HPLC (Retentionszeit: 20.4–22.1 Minuten) und anschließender Lyophi-

lisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 10 erhalten werden (0.130 g, 0.27 

mmol). ESI-MS: m /z berechnet für C24H25N3O6S : 506.1356 [M-Na]+ ; gefunden: 

506.1379. 1H NMR (700 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.48 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.9–7.93 (m, 

1H), 7.83–7.86 (m, 1H), 7.71 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.63–7.66 (m, 1H), 7.5–7.53 (m, 1H), 

7.25–7.38 (m, 10H), 4.52 (d, J = 3.5 Hz, 2H), 4.3–4.37 (m, 2H), 4.23–4.26 (m, 1H), 3.78–

3.91 (m, 2H), 3.58–3.67 (m, 2H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 170.8, 168.9, 

146.9, 143.0, 138.4, 131.3, 130.8, 130.5, 128.69, 128.67, 128.4, 128.03, 127.95, 72.7, 

70.9, 66.82, 59.0, 56.7, 41.7. 
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O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-phenylester (11) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1 

(0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trockenem DCM ge-

löst (10 ml). Anschließend wurden N-Methylmor-

pholin (NMM, 54 µl, 0.49 mmol) und 1-Ethyl-3-

(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC, 

95 µl, 0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde Phenol (0.18 g, 1.96 mmol) 

zugegeben und die Reaktion für 1 h bei 0 °C gerührt. Nach weiteren 6 h bei Raumtempe-

ratur wurde das Lösungmittel am Rotationsverdampfer entfern und der Rückstand in 

DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit wässriger 10%iger 

K2CO3-Lösung extrahiert und anschließend drei mal mit brine gewaschen. Im Anschluss 

wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel nach-

folgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des Rückstands mittels 

präparativer HPLC (Retentionszeit: 22.6–24.6 Minuten) und anschließender Lyophilisa-

tion aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 11 erhalten werden (0.18 g, 0.37 mmol). 

ESI-MS: m /z berechnet für C25H26N2O6S: 505.1404 [M-Na]+; gefunden: 505.1438. 1H 

NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.73 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.7 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 

7.38–7.43 (m, 2H), 7.23–735 (m, 11H), 7.09–7.13 (m, 2H), 4.52 (s, 2H), 4.27–4.35 (m, 

2H), 4.14–4.26 (m, 3H), 3.58–3.67 (m, 2H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 

170.7, 169.0, 150.8, 138.5, 131.3, 130.5, 130.0, 128.7, 128.4, 128.1, 128.0, 126.4, 122.0, 

72.7, 71.0, 59.0, 56.7, 41.7. 

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-2,2,2-trifluoroethylester (12) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1 

(0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trockenem DMF ge-

löst (10 ml). Anschließend wurden N-Methyl-

morpholin (NMM, 54 µl, 0.49 mmol) und 1-

Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid 

(EDC, 95 µl, 0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde 2,2,2-Trifluoroethanol 

(149 µl, 1.96 mmol) zugegeben und die Reaktion für 1 h bei 0 °C gerührt. Nach weiteren 

6 h bei Raumtemperatur wurde das Lösungmittel am Rotationsverdampfer entfern und 
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der Rückstand in DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit wäss-

riger 5%iger NaHCO3-Lösung extrahiert und anschließend drei mal mit brine gewaschen. 

Im Anschluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Lösungs-

mittel nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des Rück-

stands mittels präparativer HPLC (Retentionszeit: 21.6–22.7 Minuten) und anschließen-

der Lyophilisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 12 erhalten werden (0.177 g, 

0.36 mmol). ESI-MS: m /z berechnet für C21H23F3N2O6S: 511.1121 [M-Na]+; gefunden: 

511.1151. 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.69 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.70 (d, J = 

8.5 Hz, 1H), 7.25–7.4 (m, 10H), 4.78 (q, J = 9 Hz, 2H); 4.52 (s, 2H), 4.27–4.36 (m, 2H), 

4.17–4.24 (m, 1H), 4,05 (dd, J = 5.8 Hz, 2.7 Hz, 2H), 3.54-3.65 (m, 2H); 13C NMR (125 

MHz, d6-DMSO) δ (ppm) 170.7, 169.1, 138.6, 131.4, 130.6, 128.81, 128.80, 128.5, 

128.2, 128.1, 72.7, 71.0, 60.5, 60.8, 59.1, 56.8, 41.1; 19F NMR (470 MHz, DMSO-d6) δ 

(ppm) -72.2 (t, J (1H, 19F) = 9.2 Hz). 

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-methylester (13) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serin 1a (6 g, 

17 mmol) wurde in trockenem DCM gelöst (100 ml). 

Anschließend wurden DIPEA, (6.13 ml, 0.36 mol), 

Benzotriazol-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium 

Hexafluorophosphat (PyBOP, 9.83 g, 0.019 mol) und 

Glycinmethylester Hydrochloride (2.37 g, 0.019 mol) bei 0 °C zugegeben. Die Reaktion 

wurde für 30 Minuten bei 0 °C und anschließend über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. 

Das Reaktionsgemisch wurde anschließend jeweils drei mal mit 5%iger wässriger 

KHSO4-Lösung, wässriger 5%iger NaHCO3-Lösung und brine extrahiert bzw. gewa-

schen. Im Anschluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das 

Lösungsmittel nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des 

Rückstands mittels präparativer HPLC (Retentionszeit: 19.6–21.7 min) und anschließen-

der Lyophilisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 13 erhalten werden (5.84 g, 

0.014 mol). ESI-MS: m /z berechnet für C20H24N2O6S: 443.1247 [M-Na]+ ; gefunden: 

443.1273. 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.57 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 

8.5 Hz, 1H), 7.26–7.38 (m, 10H), 4.52 (s, 2H), 4.32 (s, 2H), 4.2 (ddd, J = 8.5 Hz, 6.6 Hz, 
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5.5 Hz, 1H), 3.92 (qd, J = 17.4 Hz, 5.9 Hz, 2H), 3.56–3.65 (m, 5H) 13C NMR (125 MHz, 

DMSO-d6) δ (ppm) 170.5, 170.4, 138.5, 131.3, 130.5, 128.72, 128.70, 128.4, 128.1, 

128.0, 72.6, 70.9, 59.0, 56.7, 52.2, 41.3. 

 

4-Aminomethyl-benzamidin (14)  

N-Boc-4-aminomethyl-benzamidin 14d (13 g, 0.052 mol) wurde 

in einem 3:1-Gemisch (200 ml) aus DCM/Trifluoressigsäure ge-

löst. Nachdem der Reaktionsansatz für 2 h gerührt wurde konnte 

mittels LC/MS-Analytik die Vollständigkeit der Entschützung nachgewiesen werden. 

Anschließend wurde das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der resul-

tierende Rückstand aus Wasser lyophilisiert. Produkt 14 konnte nachfolgend als weißer 

Feststoff erhalten werden (7.75 g, 0.052 mol). ESI-MS: m /z berechnet für C8H11N3 : 

150.1026 [M-H]+; gefunden: 150.1041. 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 9.69 (s, 

2H), 9.43 (s, 2H), 8.58 (s, 3H), 7.87 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.68 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.17 (s, 

2H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 166.0, 140.5, 129.6, 128.8, 128.7, 42.2.   

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-4-amidinobenzylamid (15) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-

glycin 1 (0.2 g, 0 49 mmol) wurde in tro-

ckenem DMF gelöst  (10 ml). Anschlie-

ßend wurden DIPEA, (251 µl, 

1.47 mmol), Benzotriazol-1-yl-oxy-tris-

pyrrolidino-phosphonium Hexafluoro-

phosphat (PyBOP, 0.26 g, 0.49 mmol) und 14 (0.073 g, 0.49 mol) bei 0 °C zugegeben. 

Die Reaktion wurde für 30 Minuten bei 0 °C und anschließend über Nacht bei Raumtem-

peratur gerührt. Im Anschluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet 

und das Lösungsmittel nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreini-

gung des Rückstands mittels präparativer HPLC (Retentionszeit: 12.3–14.1 min) und an-

schließender Lyophilisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 15 als weißer Fest-

stoff erhalten werden (0.25 g, 0.38 mmol). ESI-MS: m /z berechnet für C27H32N5O5S: 

538.2119 [M-H]+; gefunden: 538.2155. 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 9.28 (d, 
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J = 8,8 Hz, 3H; NH Benzylamid), 8.51 (t, J = 5,8 Hz, 1H; NH Glycin), 8.39 (t, J = 6,1 

Hz, 1H; NH Amidinobenzylamid), 7.74 (d, J = 8.3 Hz, 2H; Benzylamid aromatisch), 7.69 

(d, J = 8.2 Hz; NH Serin), 7.43 (d, J = 8.2 Hz, 2H; Benzylamid aromatisch), 7.26–7.37 

(m, 10H; Phenyl aromatisch), 4.51 (s, 2H; CH2  Benzyl), 4.36 (s, 2H; CH2  Amidino-

benzylamid), 4.32 (m, 2H; CH2 Benzylsulfonyl), 4.2 (dt, J = 8 Hz, 6 Hz, 1H; CH Serin), 

3.83 (qd, J = 5.9 Hz, 16.7 Hz, 2H; CH2 Glycin), 3.63 (qd, J = 9.9 Hz, 6 Hz, 2H; CH2 

Serin); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 170.4 (Carbonyl Glycin), 169.4 (Car-

bonyl Serin), 166.0 (C Amidin), 146.2 (C Benzylamid aromatisch), 138.5 (C Benzylamid 

aromatisch), 131.4, 130.6, 128.8, 128.6, 128.5, 128.1, 128.12, 128.1, 127.9, 127.1 (C aro-

matisch), 72.6 (CH2 Benzylsulfonyl), 71 (CH2 Serin), 58.8 (CH2 Amidinobenzylamid), 

56.9 (CH Serin), 42.9 (CH2 Glycin), 42.2 (CH2 Benzylsulfonyl).   

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-amid (16) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1 (0.2 g, 

0.49 mmol) wurde in trockenem DCM gelöst (10 ml). 

Anschließend wurde CDI (87 mg, 0.54 mmol) bei 0 °C 

zugegeben. Nach 30 Minuten Reaktionszeit wurden 

Ammoniumchlorid (0.039 g, 0.74 mmol) und DIPEA 

(125 µl, 0.74 mmol) zugegeben. Nach weiteren 6 h wurde das Reaktionsgemisch jeweils 

drei mal mit 5%iger wässriger KHSO4-Lösung, wässriger 5%iger NaHCO3-Lösung und 

brine extrahiert bzw. gewaschen. Im Anschluss wurde die organische Phase mit Natri-

umsulfat getrocknet und das Lösungsmittel nachfolgend am Rotationsverdampfer ent-

fernt. Durch Aufreinigung des Rückstands mittels präparativer HPLC (Retentionszeit: 

16.0–17.0 min) und anschließender Lyophilisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Pro-

dukt 16 erhalten werden (0.13 g, 0.31 mmol). ESI- MS: m /z berechnet für 

C21H23F3N
3
O5S: 428.1251 [M-Na]+; gefunden: 428.1263. 1H NMR (700 MHz, DMSO-

d6) δ (ppm) 8.30 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.26–7.38 (m, 10H), 7.20 

(s, 1H), 7.12 (s, 1H), 4.52 (s, 2H), 4.33–4.40 (m, 2H), 4.13–4.18 (m, 1H), 3.63–3.77 (m, 

2H), 3.56–3.63 (m, 2H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 171.0, 170.1, 138.4, 

131.3, 130.6, 128.72, 128.70, 128.4, 128.1, 128.0, 72.7, 70.8, 58.7, 56.8, 42.5. 
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4-Acetyl-aminomethyl-benzamidin (17)  

4-Aminomethyl-benzamidin 14 (0.2 g, 1.34 mmol) wurde in 

Eisessig gelöst (10 ml). Anschließend wurden 1.27 ml Acetan-

hydrid (13.4 mmol) zugegeben. Nachdem der Reaktionsansatz 

für 3 h gerührt wurde, konnte mittels LC/MS-Analytik die 

Vollständigkeit der Reaktion nachgewiesen werden. Die Reaktion wurde durch Zugabe 

von 10 ml Wasser gequencht und anschließend für weitere 30 Minuten gerührt. Durch 

direkte Lyophilisation des Reaktionsgemisches konnte Produkt 17 als weißer Feststoff 

erhalten werden (0.254 g, 1.34 mmol). ESI-MS: m /z berechnet für C10H13N3O: 192.1131 

[M-Na]+; gefunden: 192.1157. 1H NMR (700 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 9.48 (s, 2H), 9.3 

(s, 2H), 8.54 (s, 1H), 7.78 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.34 (d, J = 6 Hz, 

1H), 1.90 (s, 3H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 166.0, 140.5, 129.6, 128.8, 

128.7, 42.2. 

 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycinyl-N-(iminomethyl(4-aminome-

thyl))-benzamidin (18) 

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-gly-

cin 1 (300 mg, 0.74 mmol) wurde in 

trockenem DMF gelöst (10 ml). Daraufhin 

wurden DCC (181 mg, 0.88 mmol) und 1-

Benzotriazol (HOBt, 118 mg, 0.87 mmol) 

bei 0 °C zugegeben. Im Anschluss wurde N-

Boc-4-aminomethyl-benzamidin 14d (200 mg, 0.87 mmol) zugegeben und die Reaktion 

für 1 h gerührt. Nach 12 h bei Raumtemperatur wurden dem Reaktionsansatz 20 ml 

Ethylacetat zugegeben. Nachfolgend wurde die organische Phase drei mal brine gewa-

schen. Anschließend wurde die organische Phase getrocknet und das Lösungsmittel am 

Rotationsverdampfer entfernt. Es folgte die direkte Entschützung ohne weitere Aufreini-

gung. Hierzu wurde das rohe Produkt in einem 9:1-Gemisch (15 ml) aus DCM/Trifluo-

ressigsäure gelöst. Nachdem der Reaktionsansatz für 2 h gerührt wurde, konnte mittels 

LC/MS-Analytik die Vollständigkeit der Entschützung nachgewiesen werden. Im An-

schluss wurde das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rückstand in 



 

153 

Ethylacetat aufgenommen. Nachfolgend wurde die organische Phase drei mal mit 5-mo-

larer NaOH extrahiert und anschließend mit Natriumsulfat getrocknet. Daraufhin wurde 

nochmals das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung mit-

tels Flash-Chromatographie (DCM/MeOH 95:5) konnte Produkt 18 in einer Rohausbeute 

von 26 % erhalten werden mit minimalen Verunreinigungen durch Zersetzungsprodukte. 

Aufgrund der unzureichenden Lagerstabilität wurde bei der Untersuchung des Produkts 

mittels NMR-Spektroskopie lediglich ein unsauberes Spektrum erhalten (nicht in A.4. 

enthalten), welches ein Edukt-Produkt-Gemisch sowie weiteren 18-Zerfallsprodukten (s. 

Abschnitt 5.2) zeigte. ESI-MS: m /z berechnet für C27H32N5O5S: 538.2119 [M-H]+; ge-

funden: 538.2155. 

 

trans-N-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexyl-boc-amin (19a) 

trans-4-(Aminomethyl)cyclohexan-boc-amin (1.5 g, 

6.6  mmol) wurde in trockenem THF gelöst (30 ml). Anschlie-

ßend wurden Benzylchloroformiat (1.03 ml, 7.23 mmol) und 

DIPEA (1,4 ml, 7.92 mmol) zugegeben. Nachdem der Reaktionsansatz für 3 h gerührt 

wurde, wurde das Lösungsmittel ab Rotationsverdampfer entfernt. Der resultierende 

Rückstand wurde in Ethyalcetat aufgenommen. Es folgte die Zugabe von 30 ml Wasser 

und nachfolgend wurde drei mal mit Ethylacetat extrahiert. Im Anschluss wurde die or-

ganische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel am Rotationsver-

dampfer entfernt. Produkt 19a konnte nachfolgend als weißer Feststoff erhalten werden 

(2.13 g, 5.9 mmol). 

 

trans-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexylamin (19b) 

trans-N-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexyl-boc-amin 19a (2.13 g, 

5.9 mmol) wurde in einem DCM/Trifluoressigsäure-Gemisch 

(1:9, 30 ml) bei 0 °C gelöst. Nach 2 h Reaktionszeit konnte die 

Vollständigkeit der Reaktion mittels LC/MS-Analytik nachgewiesen werden. Im An-

schluss wurde das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Produkt 19b konnte 

nachfolgend als weißer Feststoff erhalten werden (1.52 g, 5.78 mmol).  

 



12. Synthesevorschriften 

154 

trans-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexyl-1,3-di-boc-guanidin (19c) 

trans-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexylamin 19b (1.52 g, 

5.78 mmol) wurde in DCM gelöst. Anschließend wurden Di-

boc-trifluoromethylsulfonylguanidin (2.26 g, 5.78 mmol) 

und Triethylamin zuegegeben (1.42, 11.56 mmol). Die Re-

aktion wurde über Nacht gerührt. Die Vollständigkeit der Reaktion konnte mittels 

LC/MS-Analytik nachgewiesen werden. Das Reaktionsgemisch wurde nachfolgend je-

weils zwei mal mit 5%iger wässriger KHSO4-Lösung, wässriger 5%iger NaHCO3-Lö-

sung und brine extrahiert bzw. gewaschen. Im Anschluss wurde die organische Phase mit 

Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Pro-

dukt 19c konnte nachfolgend weißer Feststoff erhalten werden (2.32 g, 4.6 mmol). 

 

trans-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexylguanidin (19d) 

trans-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexyl-1,3-di-boc-guanidin 

19c (2.22 g, 4.39 mmol) wurden in einem DCM/Trifluoressig-

säure-Gemisch (2:1, 30 ml) gelöst. Nach 36 h konnte die voll-

ständige Entschützung mittels LC/MS-Analytik nachgewiesen 

werden. Im Anschluss wurde das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und 

der resultierende Rückstand aus Dioxan/Wasser (1:1) lyphilisiert. Produkt 19d konnte 

nachfolgend als weißer Feststoff erhalten werden (1.38 g, 4.55 mmol). 

 

trans-(4-aminomethyl)cyclohexylguanidin (19c) 

trans-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexylguanidin 19d (1.31 g, 

4.3 mmol) wurde in einen Schlenk-Kolben überführt und 

nachfolgend in 20 ml Methanol gelöst. Im Anschluss wurde 

Palladium/Kohlenstoff (10 % (w/w), 0.023 g, 0.21 mmol) zu-

gegeben. Der Reaktionsansatz wurde mit einem H2-Ballon versehen und für 2 h unter H2-

Atmosphäre gerührt. Nach Abfiltrieren des Katalysators und Einengen des Lösungsmit-

tels wurde das gewünschte Produkt 19c erhalten (0.77 g, 4.49 mmol). ESI-MS: m /z be-

rechnet für C8H18N4: 85.0598 [M-2H]2+; gefunden: 85.0607. 1H NMR (700 MHz, D2O) 

δ (ppm) 3.19-3.24 (m, 1H), 2.41 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 1.94 (d, J = 10.9 Hz, 2H), 1.75 (d, J 
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= 12.6 Hz, 2H), 1.26-1.31 (m, 1H), 1.19-1.25 (m, 2H), 0.89-0,98 (m, 2H); 13C NMR (125 

MHz, D2O) δ (ppm) 171.0, 155.8, 50.9, 46.4, 38.2, 31.4, 28.4. 

 

1-Hydroxy-2-(2-methoxyethyl)-3-oxoisoindolin-5-carbonsäure (CA1) 

2-(2-methoxyethyl)-1,3-dioxoisoindolin-5-carbonsäure 

(200 mg, 0.8 mmol) wurde in trockenem THF gelöst (200 µl). 

Anschließend wurden Cu(I)Br (5.8 mg, 40 µmol) und Zink-

staub (158 mg, 2.4 mmol) zugegeben. Nachdem die Reaktion für 4 h bei 70 °C gerührt 

wurde, wurde der pH-Wert mit 3-molarer Salzsäure auf pH 3 gebracht. Der Reaktionsan-

satz wurde für eine weitere Stunde gerührt und anschließend filtriert. Dem Ansatz wurden 

nachfolgend 10 ml Wasser zugegeben. Es folgte dreimalige Extraktion mit DCM. Die 

vereinten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmit-

tel im Anschluss am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt CA1 konnte mit leichter 

Verunreinigung) durch das 1-Oxoisoindolin-Regioisomer (Verhältnis Produkt/Regioiso-

mer 4:1) als weißer Feststoff erhalten werden (47 mg, 0.187 mmol). ESI-MS: m /z berech-

net für C12H13NO5: 252.0866 [M-H]+; gefunden: 252.0873. 1H NMR (700 MHz, DMSO-

d6) δ (ppm) 13.25 (s, 1H), 8.17–8.21 (m, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.72 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 6.74 

(s, 1H), 5.92 (s, 1H), 3.78 (dt, J = 14.0, 5.7 Hz, 1H), 3.49–3.61 (m, 2H), 3.40–3.49 (m, 

23H), 3.26 (s, 3H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 165.2, 149.0, 132.1, 124.1, 

81.1, 69.5, 57.9, 38.2. 

 

trans-(4-N-(1-Hydroxy-2-(2-methoxyethyl)-3-oxoisoindolin-5-amid)me-

thyl)cyclohexyl-guanidin (CA1-Amid) 

1-Hydroxy-2-(2-methoxyethyl)-3-oxoisoindo-

lin-5-carbonsäure CA1 (47 mg, 0.187 mmol) 

wurde in MeCN gelöst (10 ml). Anschließend 

wurden HATU (78 mg, 0.21 mmol), DIPEA 

(72 µl, 0.187 mmol) und Amin 19 (35 mg, 

0.21 mmol) zugegeben. Nachdem die Reaktion über Nacht gerührt wurde, konnte die 

Vollständigkeit der Reaktion mittels LC/MS-Analytik nachgewiesen werden. Es wurde 

nachfolgend zwei mal mit 2-molarer Natronlauge extrahiert. Die organische Phase wurde 
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anschließend mit Natrumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel am Rotationsverdamp-

fer entfernt. Nachfolgend wurde der resultierende Rückstand mittels präparativer HPLC 

aufgereinigt. Aufgrund der unzureichenden Lagerstabilität und dem nicht abtrennbaren 

Regioisomer-Kupplungsprodukt wurde bei der Untersuchung des Produkts mittels NMR-

Spektroskopie lediglich ein unsauberes Spektrum erhalten (nicht in A.4. enthalten). ESI-

MS: m /z berechnet für C20H29N5O4: 404.2292 [M-H]+; gefunden: 404.2298. 

 

2-(4-Fluorophenyl)quinolin-4-carbonsäure (CA2) 

2-(4-Fluorophenyl)quinolin-4-methylester (0.5 g, 1.78 mmol) 

wurde in einem MeOH/H2O-Gemisch (3:1, 20 ml) gelöst. An-

schließend wurde Lithiumhydroxid (213 mg, 8.9 mmol) zugege-

ben. Die Vollständigkeit der Reaktion konnte nach 3 h mittels 

LC/MS-Analytik nachgewiesen werden. Der Methanol-Anteil des Lösungsmittels wurde 

nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Die wässrige Lösung wurde mit 1-molarer 

Salzsäure auf pH 5 gebracht und nachfolgend drei mal mit DCM extrahiert. Die vereinten 

organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel an-

schließend am Rotationsverdampfer entfernt. Produkt CA2 wurde als weiß-gelblicher 

Feststoff erhalten (414 mg, 1.55 mmol). 

 

trans-(4-N-(2-(4-Fluorophenyl)quinolin-4-amid)methyl)cyclohexyl- 

guanidin (CA2-Amid) 

2-(4-Fluorophenyl)quinoline-4-carbonsäure 

CA2 (73 mg, 0.27 mmol) wurde in trocke-

nem Dioxan gelöst. Anschließend wurden 

DCC (62 mg, 0.3 mmol), DIPEA (52 µl, 

0.3 mmol), DMAP (0.027 mmol, 3.3 mg) und Amin 19 (46 mg, 0.27 mmol) zugegeben. 

Nachdem der Reaktionsansatz über Nacht gerührt wurde, konnte die vollständige Umset-

zung mittels LC/MS-Analytik nachgewiesen werden. Der Reaktionsansatz wurde nach-

folgend filtiert und das Lösungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Durch 

Aufreinigung des resultierenden Rückstands mittels präparativer HPLC konnte das Pro-

dukt CA2-Amid erhalten werden (95 mg, 0.23 mmol). ESI-MS: m /z berechnet für 
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C24H26FN5O: 420.2194 [M-H]+; gefunden: 420.2208. 1H NMR (700 MHz, DMSO-d6) δ 

(ppm) 8.81 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 8.31–8.35 (m, 2H), 8.11 (d, J = 8.4 Hz, 1H) 8.07 (d, J = 

5.8 Hz, 2H), 7.78 (t, J = 7.6 Hz), 7.56–7.62 (m, 2H), 7.36 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.31 (m, 

1H), 3.2 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 1.87 (d, J = 13 Hz, 2h), 1.82 (d, J = 13 Hz, 2h), 1.54 (s, 1H), 

1.37-1.22 (m, 2H), 1.01–1.09 (m, 1H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 166.6, 

164.1, 162.7, 155.9, 147.8, 143.4, 134.7, 130.2, 129.6, 129.5, 127.1, 123.3, 116.4, 115.9, 

115.8, 64.9, 49.8, 44.9, 36.4, 31.8, 28.9, 15.2. 

 

trans-(4-N-(1-Benzyl-2,3-dimethyl-1H-indol-5-amid)methyl)cyclohexyl-gua-

nidin (CA3-Amid) 

1-Benzyl-2,3-dimethyl-1H-indol-5-carbonsäure 

CA3 (100 mg, 0.36 mmol) wurde in trockenem 

Dioxan gelöst. Anschließend wurden DCC 

(81 mg, 0.396 mmol), DIPEA (62 µl, 0.3 mmol), 

DMAP (4.4 mg, 0.036 mmol) und Amin 19 

(61 mg, 0,36 mmol) zugegeben. Nachdem der Reaktionsansatz über Nacht gerührt wurde, 

konnte die vollständige Umsetzung mittels LC/MS-Analytik nachgewiesen werden. Der 

Reaktionsansatz wurde nachfolgend filtiert und das Lösungsmittel wurde am Rotations-

verdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des resultierenden Rückstands mittels präpara-

tiver HPLC konnte das Produkt CA3-Amid erhalten werden (126 mg, 0.29 mmol). ESI-

MS: m /z berechnet für C26H33N5O: 432.2866 [M-H]+; gefunden: 432.2873. 1H NMR 

(700 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 8.26 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.62 (d, J = 8.3 Hz, 

1H), 7.54 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.22 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.16 (t, J 

= 7.5 Hz, 1H), 6.9 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 5.36 (s, 2H), 3.26 (s, 1H), 3.09 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 

2.21 (d, J = 15.8 Hz, 6H), 1.83 (d, J = 12.2 Hz, 2H), 1.73 (d, J = 13.1 Hz, 2H), 1.49 (s, 

1H), 1.13 (q, J = 12.5 Hz, 2H), 0.99 (q, 13.8, 13.2 Hz, 2H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-

d6) δ (ppm) 167.3, 155.9, 138.4, 137.5, 134.0, 128.6, 127.6, 127.1, 126.1, 125.3, 120.1, 

117.4, 108.6, 107.1, 49.9, 45.9, 44.9, 36.7, 31.8, 28.9, 10.0, 8.7. 
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A.1. In-situ Screening-Ergebnisse 

Tabelle A.1. Ergebnisse der in-situ Screens 

 

Nr. IDNUMBER 
Inhibition [%] 

 
Screen 1-100 µM 

Inhibition [%] 
Screen 

 
2-100 µM 

Inhibition [%] 
Screen 

 
2-10 µM 

Inhibition [%] 
Screen 

 
2-1 µM 

1 0139-0251 4.7 9.3 13.3 -6.9 
2 0242-0323 9.3 -3.3 7.3 4.3 

3 0272-0165 12.3 15.5 3.3 -7.8 
4 0478-0678 34.5 -11.9 0.7 8.7 
5 0550-0093 -3.6 26.4 6.5 10.7 

6 0698-0018 61.7 28.2 8.6 -2.6 
7 1030-0091 17.7 -0.2 27.1 7.3 
8 1080-0453 40.4 7.2 12.6 6.8 

9 1227-0087 42.6 -0.9 9.2 -10.6 
10 1278-0001 40.7 1 -12.4 7.4 
11 1438-0106 25.4 29.7 -10.4 55.8 

12 1482-0116 45.1 -0.6 -8.5 4.9 
13 1482-0119 38 5 -3.4 -18.9 
14 1597-0043 45.5 9.4 9 10.4 

15 1630-0523 44.2 19.2 -15.4 -5.7 
16 1650-0853 -17.5 8.8 46.2 46.8 
17 2114-0468 70 -1 16.2 2.4 

18 2372-2268 42.5 29.4 10.6 13.1 
19 3232-1768 -2.4 40.7 -6 -18.5 
20 4182-0009 29.3 3.5 8 -9.1 

21 4300-0953 -2.5 -20.3 21.9 8 
22 4410-3724 9.6 2.5 24.1 22.3 
23 4478-5369 30 -47.2 7.3 2.2 

24 4483-1197 3 44.2 34.1 55.7 
25 4522-0143 31.2 -39.6 -16.9 -0.6 
26 4611-0280 28.1 -38.9 16.8 12.2 

27 5107-0118 -0.2 9.5 15.3 -0.2 
28 5310-4406 -30.9 91.1 34.9 23.2 

29 5436-1259 17.7   31.3 

30 5508-0921 19.8 24.7 38.8 24.3 

31 6253-0420 -6.1 39.1 34.7 -2 
32 7156-0215 52.3 8.5 -7.2 16 
33 7177-0017 49.3 -25 0.4 -6.1 

34 7595-0022 30.8 9.6 10.7 1 
35 8006-5443 25.7 -8.4 3.4 5.9 
36 8017-6460 18.1 5.4 16.3 1.3 

37 8603-0249 32.4 4.9 -3.8 6.1 
38 8603-0251 41.4 0.6 11 1.1 
39 C066-1574 38.6 -14.2 12.8 3.8 

40 C066-5100 111.5 24.9 4.8 10.2 
41 C066-5307 33.9 14.6 2.4 2.3 
42 C200-7799 27.4 -60.5 -41.6 -28.1 

43 C200-7909 27.3 -57.5 -6.5 8.3 
44 C429-0036 63.6 45.5 20.9 -5 
45 C429-0039 46.5 -36.1 -17.2 -13.6 

46 C429-0378 33.4 -55.4 -23.8 -10.5 
47 C430-0040 21.5 41.8 2.7 8 
48 C430-0042 77.2 74.4 41.6 49.9 

49 C430-0180 23.4 22.4 27.3 2.4 
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Fortsetzung Tabelle A.1. Ergebnisse der in-situ Screens 

 

Nr. IDNUMBER 
Inhibition [%] 

 
Screen 1-100 µM 

Inhibition [%]  
 

Screen 2-100 µM 

Inhibition [%]  
 

Screen 2-10 µM 

Inhibition [%] 
 

Screen 2-1 µM 

50 C715-0001 -6.7 -12.4 14.1 9.9 
51 C800-0328 29.3 -37.7 -8.6 9.4 
52 C800-0699 39.1 -6.1 -5.2 -5.3 

53 C800-0723 32.2 -5.2 -2.3 0 
54 D012-0035 61.4 28.2 7.4 15.9 
55 D012-0071 24.8 -7.1 -6.8 4.8 

56 D143-0305 -50.8 -7.7 2.6 6.2 
57 D143-0316 -16.2 22.5 3.3 17.2 
58 D143-0328 -6.2 40.6 -6.4 23.1 

59 D236-0074 -27.8 2.4 17.9 12.4 
60 K061-1138 45.1 -9.5 -27.7 -2.6 
61 K780-0867 34.3 6.7 -17.4 5.3 

62 K781-0015 28.4 9.4 0 5.8 
63 K781-0100 26.7 3.3 0.4 3.1 
64 K781-0103 21.8 -18.1 19.9 19.1 

65 K781-0362 30.9 -16.5 -1.8 -17.4 
66 K781-0455 33.3 23.5 24.2 4.2 
67 K781-1340 33.4 4.9 5.3 -27.4 

68 K781-1342 41.5 21.8 17.9 -14 
69 K783-4311 4.9 23 51.5 55.6 
70 K783-5872 35.8 -45.8 4.2 -15 

71 R018-0020 30.3 17.8 -1.9 2.1 
72 R052-1064 64.9 9.8 0.3 -13.6 
73 R052-1644 57.4 2.1 15.3 10.7 

74 R052-1968 24.8 61.9 25 11.3 
75 R152-1167 5 32.6 9.9 7 
76 8015-2096 -0.9 10.4 18.6 -33.5 

77 8016-2062 17.9 25.2 20.7 3.6 
78 8017-3581 -14.6 33.6 15 13.9 
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Tabelle A.2. Ergebnisse des WNV NS2B-NS3-Protease Dockings 
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Fortsetzung Tabelle A.2. Ergebnisse des WNV NS2B-NS3-Protease Dockings 
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Tabelle A.3. Ergebnisse der Experimente zur Hit-Selektion 

 

Nr. IDNUMBER 

Carbonsäure-Fragment 
Screen Inhibition [%] 

Inhibition [%] Aktivierung neu 
  

500 
µM 

300 
µM 

100 
µM 

1-100 
µM 

1-50 
µM 

1-10 
µM 

2-100 
µM 

2-50 
µM 

2-10 
µM 

78XP 
Score 

1 0139-0251 31.7 34.6 -19.1 27.2 24.6 11.4 13.7 -3.8 0.5 -6.96 
2 0242-0323 47.2 18.7 0.4 23.2 28.4 9.3 19.8 3 3.1 -7.4 

3 0272-0165 47.6 30.6 -10.3 24 60.4 16.1 28.5 9.4 2.9 -6.7 
4 0478-0678 10.6 -6.9 -1.3 24 25 10.5 17.3 -1.2 -0.4 -4.59 
5 0550-0093 16.9 23.9 -7.2 17.4 29.8 9.4 19.8 3.6 4.3 -7.33 

6 0698-0018 n.b. 23.6 35.7 14.7 74.9 15 35.2 -5.4 18.4 -6.18 
7 1030-0091 11.3 2.9 -5.1 38 21.8 19.6 26.2 3.9 15.3 -6.7 
8 1080-0453 4.1 11.5 -1.6 34.5 27.2 12.1 23.9 4.2 12.2 -6.42 

9 1227-0087 28.3 27.6 1.6 29.2 34.2 18.3 25.5 2.8 12.6 -6.26 
10 1278-0001 45 21.1 10 36.9 29.1 22.3 24.2 1 13.1 -6.56 
11 1438-0106 58.2 43.2 8.4 46.1 42.5 28.3 37.1 13.2 16.8 -6.62 

12 1482-0116 43.6 17.6 -9.4 13.9 32.8 15.2 21.8 2.6 9.6 -7.4 
13 1482-0119 32.8 21.6 -7.8 21.1 28.5 12 21.3 1.2 9.5 -7.79 
14 1597-0043 48.3 24 -5.7 33.6 21.8 12.9 22.4 3.2 5 -5.09 

15 1630-0523 43.6 23 -5 19 40.1 16.6 28.6 4.1 2.1 -6.49 
16 1650-0853 25.2 16.7 1.4 30.2 29.7 17.3 24.1 12.8 -3.7 -7.04 
17 2114-0468 18.4 16.4 -5.3 19.3 11.6 11.8 10.7 -2.4 1.7 -7.01 

18 2372-2268 52.9 63.5 32.8 63 76.9 34.2 66.7 12.5 21.1 -5.56 
19 3232-1768 73.3 15.8 -12.5 32.9 38.7 26.8 29.7 15.3 9.3 -7.65 
20 4182-0009 41 44.4 -7.2 29 33.8 24.1 29.7 9.3 8 -6.14 

21 4300-0953 71.8 29.9 -6.2 46.6 24 27.2 17.2 7.3 3.4 -6.5 
22 4410-3724 76.3 65 46.4 99.5 75.2 61.5 49.4 12.1 21.1 -6.59 
23 4478-5369 30.3 32.2 -2.2 32.2 19.8 11.6 25.5 2.6 11.3 -6.25 

24 4483-1197 50.9 42.1 8.6 29 39.4 5.6 30.2 2.4 9.5 -6.8 
25 4522-0143 48.4 30.3 4.2 24.2 27.5 5.8 13 7.9 7.1 -7.43 
26 4611-0280 45.8 26.1 8.6 -9.6 17.8 -9.7 25.6 1.4 14 -8.14 

27 5107-0118 63.8 36.2 10.1 39.5 30.6 21.5 26.3 14.6 15 -5.87 
28 5310-4406 47.8 20.7 -17.2 23.6 25.5 21.4 19.5 13 12.2 -5.78 
29 5436-1259 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 24 26.7 -7.66 

30 5508-0921 3.5 1.6 -8.8 30 19.6 16.3 16.5 5.6 8.5 -9.82 
31 6253-0420 38.8 0.4 -0.8 71.7 18 61.9 17 34.4 3.5 -7.13 
32 7156-0215 42.9 38.5 22.7 50.7 60.6 34.1 44.6 17.6 10.3 -6.45 

33 7177-0017 -26.9 6.8 -0.1 37.1 38.4 25.5 31.5 13.9 13.9 -8.1 
34 7595-0022 25.2 36.6 13.8 25.2 22.1 20.8 27.8 14.2 12.7 -6.77 
35 8006-5443 -4.3 -6.8 0.7 17.1 17.5 14.1 23.3 11.5 6.5 -7.74 

36 8017-6460 32.2 31.2 16.9 24.6 39.8 9.3 21 -0.8 5.3 -6.87 
37 8603-0249 71.4 51.3 45.3 43.5 56.3 30.1 36 8.3 12.6 -7.63 
38 8603-0251 71.5 67.7 46.2 41 65.6 31.4 56.3 8.8 12.5 -7.44 

39 C066-1574 51 67.2 26.6 51.5 61 15.5 35.1 4.1 4.1 -7.13 
40 C066-5100 -212.3 n.b. 72.4 n.b. n.b. 27.5 n.b. 24.3 33 -3.68 
41 C066-5307 27.6 9.4 36.6 17.7 44.4 19.6 30.3 -5 7.5 -7.26 

42 C200-7799 -27.8 -21.5 5.2 11.3 7.6 6.2 15.4 -3.9 4.8 -7.71 
43 C200-7909 37.3 22.6 15.2 37.1 34.7 20 25.5 10 2.4 -6.73 
44 C429-0036 92 79.6 59.8 74.7 69.9 63.6 67.8 31.6 31.7 -7.79 

45 C429-0039 36.9 8.2 -0.4 36.2 22 19.1 29.2 9.1 7 -7.26 
46 C429-0378 11.4 -10.1 -2.4 25.2 18.3 22.8 26.7 13.9 5 -6.56 
47 C430-0040 10 -2.5 -0.1 32.6 28.9 25.6 29.3 3.2 0.5 -5.33 

48 C430-0042 99.3 92.3 80.6 87.4 88.8 77.1 83.6 50.1 59.7 -7.92 
49 C430-0180 33.5 32.3 8.6 29.6 29.3 20 26.6 8.6 9.3 -6.69 
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Fortsetzung Tabelle A.3. Ergebnisse der Experimente zur Hit-Selektion 

 

Nr. IDNUMBER 

Carbonsäure-Fragment 
Screen Inhibition [%] 

Inhibition [%] Aktivierung neu 
  

500 
µM 

300 
µM 

100 
µM 

1-100 
µM 

1-50 
µM 

1-10 
µM 

2-100 
µM 

2-50 
µM 

2-10 
µM 

78XP 
Score 

50 C715-0001 17.7 12.6 19.3 22.4 24.1 15.6 18.3 9.9 8.8 -7.84 
51 C800-0328 -40.4 -14.2 -0.5 40.5 33.1 22.8 35.6 13.3 14.1 -7.55 
52 C800-0699 -21.7 -7.5 12.1 72.5 61.7 33.7 32.7 2.4 3.9 -5.26 
53 C800-0723 -26.1 -18.8 9.7 86.7 66.5 37.7 39.7 7.3 10.7 -2.68 
54 D012-0035 -43.3 n.b. 37 -31.3 61.9 21.5 36.6 5.7 9.8 -5.39 
55 D012-0071 32.5 27.9 4.5 25.2 23 14.3 15 14.4 9.2 -7.35 
56 D143-0305 -51.6 26.3 4.2 -34.8 -2.7 -35.5 -14.2 9.8 6.4 -2.73 
57 D143-0316 -18.8 -55.8 18.6 42.3 99.9 27.5 48.6 9.4 23.5 -5.18 
58 D143-0328 18.3 7.5 15 71 26.5 34.7 34.5 14.5 23.3 -5.61 
59 D236-0074 19 19.1 5.7 23.9 19.6 14.9 11.3 9.1 6.7 -9.64 
60 K061-1138 30.2 17.2 3.4 21.9 33.3 22.2 25.8 6.5 10.7 -7.08 
61 K780-0867 17 7.7 4.4 28 26 12.2 22.7 5.4 7.1 -7.5 
62 K781-0015 6.4 -20.7 11.8 22.8 33.7 17.4 25.6 9.9 7.3 -7.8 
63 K781-0100 58.7 53.8 23.8 35.5 40.4 22.6 31.5 10 3.5 -5.9 
64 K781-0103 -1.2 24 28.9 47.8 37.9 25.6 28.3 6.6 11.6 -5.93 
65 K781-0362 40.1 43.9 21.1 44 45.2 25.1 22.9 5.6 6.3 -5.81 
66 K781-0455 38.6 55.7 36.2 35.5 42.3 12.5 29.1 -1 3.9 -5.94 
67 K781-1340 69.9 62.5 29.6 30.7 56.5 18.2 38 0.1 8 -6.31 
68 K781-1342 75 76 29.6 39 50.1 20.1 40.2 4.9 7.1 -5.41 
69 K783-4311 28.6 42.4 8.3 26.8 21.6 12.5 19.2 -5.9 -0.6 -6.43 
70 K783-5872 24.5 27.4 13.3 37.3 50.8 17.8 26.2 -0.3 2.6 -5.58 
71 R018-0020 70.2 48 6.6 22.7 33.8 -7.5 34.8 4.9 10 -6.49 
72 R052-1064 62.5 40.4 -5.7 30.5 30.2 18.9 37.4 9.5 15.9 -5.94 
73 R052-1644 72.9 37.3 9 27 21.2 15.6 23.8 1.3 8.7 -6.07 
74 R052-1968 67.6 30.4 9.6 22.1 18.9 11.6 24.7 7 7.3 -5.91 
75 R152-1167 n.b. n.b. 31.8 29.1 n.b. 18.4 42.6 12.9 8.7 -4.79 
76 8015-2096 -73.3 -46.2 11 18.6 31.2 12.5 9 3.3 -0.7 -7.64 
77 8016-2062 57.1 58.1 17.9 41.3 60.1 15.3 35.6 -2.2 6.6 -6.75 
78 8017-3581 n.b. -18.2 25.3 11.6 26.2 14.1 38.5 4.6 1.9 -7.4 
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Tabelle A.4. Ergebnisse der Experimente zur Hit-Selektion 2 

 

 

  

Nr. IDNUMBER PAIN 
Inhibition [%] 

Detergenz-Assay  
Amidkonz.100 µM 

RFU Prescan 
DCC-Akt. 
Amidkonz. 

120 µM 

AMC Test 
DCC-Akt. 

RFU 

RFU Prescan 
HBTU-Akt.  
Amidkonz. 

120 µM 

AMC Test 
HBTU-Akt. 

RFU 

1 0139-0251   29.1 109.5 15763.5 121.5 16078.5 
2 0242-0323   12.9 123 14475.5 258 13992 
3 0272-0165   27.2 91.5 12824.5 143 11662.5 
4 0478-0678   12.1 184 14111 176.5 13993.5 
5 0550-0093   18.7 137 16049 107 15949 
6 0698-0018   20.3 14866.5 32225.5 30812 50308 
7 1030-0091   20 113 13614 143.5 15743 
8 1080-0453 X 23.6 104 14975 104 14462 
9 1227-0087   29.1 126.5 16254 116 16040.5 

10 1278-0001   15.9 130.5 16236.5 128.5 16715 
11 1438-0106   36.9 218 11578.5 139 11994.5 
12 1482-0116   -3.8 155 16489.5 151.5 15015.5 
13 1482-0119   2.3 131 16448 185 15925 
14 1597-0043   16.3 226 13220.5 225 11900.5 
15 1630-0523   36.3 3993 19345 9297 24426.5 
16 1650-0853   23.2 2322.5 16447.5 120.5 15783.5 
17 2114-0468   4.7 121 15608 158 16339 
18 2372-2268   83.4 74 6687 57.5 4266 
19 3232-1768 X 18.3 10177.5 26664.5 11619.5 30606 
20 4182-0009   31 344 15956 3714.5 19385 
21 4300-0953   30.2 138.5 14977 621 14036 
22 4410-3724 X 66.3 139 10319.5 59 3866 
23 4478-5369   0.4 162 15708 150.5 15983.5 
24 4483-1197   18.4 167 16171 224.5 16164 
25 4522-0143   4.7 155.5 16372 102 16318 
26 4611-0280   42.1 93 11268 95.5 12710 
27 5107-0118 X 36 176.5 14519 154 12402.5 
28 5310-4406   -3 161 15657.5 171.5 15388.5 
29 5436-1259   n.b. 50000 n. b. 50000 n. b. 
30 5508-0921   -17.4 137.5 15135.5 105.5 14149.5 
31 6253-0420   6.2 247.5 15496.5 328 15284 
32 7156-0215   53.8 8555.5 18975 11677 23411 
33 7177-0017   39.7 8478.5 22407 3375 18689 
34 7595-0022   17 114.5 15987 108.5 14557.5 
35 8006-5443   -29.6 126.5 15317 119 15892.5 
36 8017-6460   8.3 151 14692.5 99 12924 
37 8603-0249 X 43.5 93.5 11708 102 8807.5 
38 8603-0251 X 77 90 10385 60 3712.5 
39 C066-1574   53.5 298 11312 238.5 8534.5 
40 C066-5100   n.b. 50000 n. b. 50000 n. b. 
41 C066-5307   -4.8 139.5 16701.5 151 16400.5 
42 C200-7799   28.6 156 16019.5 122 15999 
43 C200-7909   1.5 205 13790.5 235 15289 
44 C429-0036   72.8 111.5 14878 112 15303 
45 C429-0039   -23.1 136 16167.5 116.5 15983 
46 C429-0378   -1.7 126 14176 105 15982 
47 C430-0040   23.8 129.5 15565 107.5 15399 
48 C430-0042   91.7 545 14941.5 111 15240.5 
49 C430-0180   34.8 230.5 16242 266 16073.5 
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Fortsetzung Tabelle A.4. Ergebnisse der Experimente zur Hit-Selektion 2 

 

Nr. IDNUMBER PAIN 
Inhibition [%] 

Detergenz-Assay  
Amidkonz.100 µM 

RFU Prescan 
DCC-Akt. 
Amidkonz. 

120 µM 

AMC Test 
DCC-Akt. 

RFU 

RFU Prescan 
HBTU-Akt.  
Amidkonz. 

120 µM 

AMC Test  
HBTU-Akt. 

RFU 

50 C715-0001   20.8 150.5 13175 176 14727 
51 C800-0328   46.4 317.5 12414 456 11456.5 
52 C800-0699 X 61.5 3053.5 15105 238 10488 
53 C800-0723 X 61.8 5334 17023.5 325 11044 
54 D012-0035   60.7 25295.5 42021.5 21274 35110 
55 D012-0071   -3.5 157 16599 130 15767.5 
56 D143-0305   -21.5 3763.5 15341.5 3905.5 14955.5 
57 D143-0316   53.7 7112 20983.5 11488 26107 
58 D143-0328   45.2 1274 12870 2766 15024.5 
59 D236-0074   -15.8 262.5 15910 111 15957.5 
60 K061-1138   0.9 167 16022 105 15671 
61 K780-0867   -6.9 126 14905 122 15131 
62 K781-0015   5.9 128 16039 109.5 13036 
63 K781-0100   28.2 171.5 13446 81 11071 
64 K781-0103   19.8 269.5 14661 87 10719 
65 K781-0362   46.8 100.5 11862.5 74 11888 
66 K781-0455   37.4 103 13501 74 12053 
67 K781-1340   63.8 92.5 12773 71.5 9990 
68 K781-1342   47.4 106 12874.5 61 7406.5 
69 K783-4311   -8.6 149 14590 127.5 16231 
70 K783-5872   18.4 9746 25550.5 9087 24025 
71 R018-0020   36.6 710.5 16388 425 11424 
72 R052-1064   35.5 1080 13119 3927.5 14936.5 
73 R052-1644   3.1 104.5 13712.5 111.5 12863 
74 R052-1968   -20.1 572.5 16121.5 457.5 14191 
75 R152-1167   n.b. 23067.5 40961.5 63445 n. b. 
76 8015-2096   -2.1 9611.5 26180 12647 30445.5 
77 8016-2062   60.8 100.5 11799 87 8683 
78 8017-3581   24.6 23866.5 36409 41588 59165.5 
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A.2. Dosis-Wirkungs-Kurven – Faktor Xa  

  

 

 Abbildung A.1. Darstellung der erhaltenen Dosis-Wirkungs-Kurven der gegen  

 Faktor Xa getesteten Verbindungen 
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A.3. Dosis-Wirkungs-Kurven – WNV NS2B-NS3-

Protease 

 

 

 

 

 Abbildung A.2. Darstellung der erhaltenen Dosis-Wirkungs-Kurven der gegen  

 die WNV NS2B-NS3-Protease getesteten Verbindungen 
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A.4. NMR-Spektren 

 

1H-NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 1



A. Tabellen und Spektren 

190 

 

1H NMR-Spektrum (700 MHz, CDCl3) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, CDCl3) von 2
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1H NMR-Spektrum (700 MHz, CDCl3) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, CDCl3) von 3
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1H NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 4  
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1H NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 5
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1H NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 6
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1H NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 7
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1H NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 8
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1H NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 9
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1H NMR-Spektrum (700 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 10
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1H-NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 11
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1H NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 12
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1H NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 13
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1H NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 14
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1H NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 15
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1H NMR-Spektrum (700 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 16  
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1H NMR-Spektrum (700 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 17 
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1H NMR-Spektrum (700 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 18 
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1H NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6)  und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von 

CA1
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1H NMR-Spektrum (700 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von CA2-

Amid  
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1H NMR-Spektrum (700 MHz, DMSO-d6) und 13C-NMR-Spektrum (125 MHz, DMSO-d6) von CA3-

Amid 
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