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Abstract 

 

Organometallische Verbindungen als Enzym-Inhibitoren 

Organometallische Verbindungen sind in der Lage durch Ausweitung der Koordinationszahl im 

Vergleich zu rein organischen Verbindungen globuläre dreidimensionale Strukturen auszubilden. 

MEGGERS et al. nutzten diese Fähigkeit der Metallkomplexe, um das aktive Zentrum von Enzymen aus 

der Kinasefamilie optimal auszufüllen.  

In dieser Arbeit wurde das Design organometallischer Serinprotease-Inhibitoren enwickelt und 

untersucht. Das Metallzentrum hatte zum einen strukturgebende Aufgaben, zum anderen wurde 

auch die spezielle Reaktivität von Polypyridyl-Rutheniumkomplexen hinsichtlich ihrer Photochemie 

ausgenutzt. 

Verschiedene basische und nicht-basische Liganden wurden synthetisiert und in pseudo-

oktraedrische sowie oktaedrische Metallkomplexe überführt. Aus verschiedenen basischen 

Komplexen wurde ein enantiomerenreiner Phenylpyridin-Iridiumkomplex mit einem IC50 für Trpysin 

von 1.01 µmol/L als potentester Inhibitor identifiziert. Unter Verwendung nicht-basischer Inhibitoren 

wurde mit einem Halbsandwichkomplex ein Inhibitor erhalten, der Thrombin mit einem IC50 von 

40 µmol/L in der gleichen Größendordnung wie die basischen Amidininhibitoren hemmt. 

Der potenteste Inhibitor wurde unter Berücksichtigung der besonderen Reaktivität von Polypyridyl-

Rutheniumkomplexen erhalten. Diese produzieren unter Belichtung Singulett Sauerstoff, der in der 

Lage ist bestimmte Aminosäuren unter physiologischen Bedinungen selektiv zu schädigen. Auf diese 

Weise konnte nach 120 min Belichtung ein Inhibitor mit einem IC50-Wert von 101 nmol/L erhalten 

werden.  



Abstract  

IV 

Organometallic compounds enzyme inhibitors 

Organometallic compounds are capable of shaping spatial globular structures by extension of the 

coordination number compared to organic substances. MEGGERS et al. used this capability to 

successfully fill in the chemical space in active sites of protein kinases.  

In this dissertation organometallic serine protease inhibitors were designed and examined. The metal 

center on one hand had structural properties to adjust the ligand sphere, but on the other hand 

photochemical features were used to develop CALI inhibitors (chromophore assisted light 

inactivation). 

Several basic and non-basic ligands were synthesized and transferred into metal complexes of 

octahedral and pseudo octahedral geometry. Out of a series of different designs of basic inhibitors an 

enantiomerically pure octahedral coordinated iridium phenylpyridine complex was found with an IC50 

of 1.01 µmol/L for Trypsin. However, by using non-basic and less affine ligands out of a library a 

pseudo octahedral coordinated ruthenium cyclopentadienyl complex was identified as a Thrombin 

inhibitor with an IC50 of 40 µmol/L, showing no affinity for Trypsin in the studied concentration range. 

By using the CALI-technique where a chromophore attached to the inhibitor produces singlet oxygen 

the most potent inhibitors for trypsin were obtained. Several irradiation times were examined and 

after irradiaton for 120 min an IC50 of 101 nmol/L was determined for a bipyridine complex. 
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Kapitel 1 

Stand der Forschung 

 

1.1 Metalle in der Medizin  

Neben klassischen organischen Wirkstoffen und Arzneimitteln sind auch anorganische Verbindungen 

in klinische Tests und bis zur Marktreife vorgedrungen. Von großer Bedeutung sind dabei häufig die 

einzigartigen spektroskopischen Eigenschaften oder die unterschiedliche Reaktivität im Vergleich zu 

den organischen Pendants, welche die Anwendung von Metallverbindungen unumgänglich 

erscheinen lässt.  

 

1.1.1 Metalle in der Diagnostik 

Breite Anwendung finden Organometallverbindungen in der Diagnostik. Dabei wird im Allgemeinen 

zwischen Radiodiagnostik und Kontrastmittel für Magnetresonanztomographie unterschieden.[1] In 

der Radiodiagnostik werden vorwiegend 99mTc-±ŜǊōƛƴŘǳƴƎŜƴ ŜƛƴƎŜǎŜǘȊǘΣ Řŀ ŘƛŜǎŜ ǎŎƘǿŀŎƘŜ ʴ-

Emitter sind und die Zellen nicht schädigen. Die Halbwertszeit dieser Verbindungen liegt bei sechs 

Stunden, so klingt die radioaktive Strahlung schnell ab und erreicht die Dosis einer gewöhnlichen 

Röntgenaufnahme.[1] Abbildung 1 zeigt zwei verschiedene 99mTc-Verbindungen, die in der 

Radiodiagnostik verwendet werden.[2]  

 

1 

 

 

Abbildung 1: 
 

Schwach radioaktive Technetium-Verbindungen für die Radiodiagnostik. Verbindung 1 wird zum 

Einfärben des Herzmuskels, Verbindung 2 wird als Kontrastmittel für Gehirngewebe verwendet.[1] 
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Verbindung 1 (Cardiolit) kann in das Herzmuskelgewebe eindringen und so gesundes Gewebe 

einfärben.[1,3] Des Weiteren kann Cardiolit auch für die Detektion von Brustkrebs und 

Schilddrüsenkrebs verwendet werden.[1] Als Kontrastmittel für Gehirngewebe wird Verbindung 2 

(Ceretec) verwendet, die in der Lage ist, die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden. Zusätzlich kann 

Ceretec zur Erkennung von Schlaganfall, Demenz und Alzheimer eingesetzt werden.[4-6] Aufgrund des 

Erfolges der Technetium-Radiodiagnostika, wurden Verbindungen für die spezifische Erkennung 

entwickelt. Die Technetiumverbindungen wurden über einen Linker mit einem Peptid,[7] Protein,[1] 

Steroid,[1] oder Zucker[9] verknüpft. Die in Abbildung 2 dargestellte Verbindung [TcO]Depreotid 3 

verwendet das Peptid Somatostatin, welches das Zellwachstum reguliert und an Somatostatin-

Rezeptoren bindet. Diese Rezeptoren sind an Zelloberflächen zu finden, wobei Krebszellen eine 

höhere Anzahl der Rezeptoren besitzen als gesunde Zellen. Somit ist [TcO]Depreotid eine nützliche 

Verbindung für das Aufspüren von Krebs im Frühstadium.[7] 

 

 

Abbildung 2: 

 
Vorgehen bei der Entwicklung selektiver Radiodiagnostika. Oben: Der allgemeine Aufbau 

funktionalisierter Tc-Komplexe. Unten: Verbindung 3 zum Aufspüren von Krebs im Frühstadium.[7] 

 

Nachdem herausgefunden wurde, dass die NMR-Technik auch für die Untersuchung von 

Wassermolekülen in krankem und gesundem Gewebe verwendet werden kann, fand diese Technik 

breiten Einzug in der medizinischen Anwendung. Durch Zugabe paramagnetischer Metallkomplexe 

kann der Kontrast wesentlich verbessert werden, wobei hauptsächlich Mangan-, Gadolinium- und 

Eisenkomplexe verwendet werden (Abbildung 3).[10-14]  
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Abbildung 3: Gd-basierte Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie. 

 

Bei den Verbindungen 4 (Magnevist) und 5 (Dotarem) wird Gd3+ als Zentralion verwendet, das mit 

einem Gesamtspin von S = 7/2 hoch paramagnetisch ist. Dotarem besitzt einen achtzähnigen 

Liganden und so bleibt eine Koordinationsstelle für die Koordination eines Wassermoleküls frei. Bei 

diesen Verbindungen ist allerdings wichtig, dass die Liganden nicht vollständig durch Wasser 

ausgetauscht werden, da der [Gd(H2O)6]3+-Komplex hoch toxisch ist.[1] Magnevist ist normalerweise 

nicht in der Lage die Blut-Hirnschranke zu überwinden. Ist diese Schranke jedoch durch einen Tumor 

geschädigt, so ist eine Penetration des Tumorgewebes möglich und der Tumor kann eingefärbt 

werden.[1] 

Des Weiteren wurden lumineszierende organometallische Sensoren oder Sonden entwickelt, die je 

nach Design an bestimmte Biomoleküle binden und beispielsweise über FLIM (Fluorescence lifetime 

imaging microscopy) detektiert werden.[15] In Abbildung 4 sind einige Vertreter dieser Substanzklasse 

dargestellt. 

 

6 
 

7 

 

8  

9 

Abbildung 4: Organometallische Sensoren mit Iridium, Rhodium und Rhenium als Zentral-Ion. Verbindung 6 

koordiniert unter Ligandenaustausch an Histidin und wird so in eine lumineszierend Form überführt. 

Verbindungen 7 und 8 reichern sich in HeLa-Zellen an. Rheniumkomplex 9 kann durch 

Festphasensynthese in Proteine eingebaut werden und als hoch effektiver Marker verwendet werden. 
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Verbindung 6 kann in der dargestellten Form nicht detektiert werden. Die semilabilen DMSO-

Liganden werden aber leicht durch Histidine von Proteinen ausgetauscht, wodurch ein 

lumineszierender Komplex generiert wird.[16] Iridiumkomplex 7 und Rhodiumkomplex 8 sind in der 

Lage sich bevorzugt in Cytoplasma von HeLa-Zellen zu akkumulieren.[17] Rheniumkomplex 9 konnte in 

ein Peptid über Festphasensynthese eingebaut werden und Konzentrationen von 1 nmol/L ließen 

sich in menschlichen Leukozyten nachweisen.[18]  

 

 

1.1.2 Biologisch wirksame Metallkomplexe 

Das erste Metall-basierte Medikament in klinischer Zulassung war cis-Platin 10 und wurde für die 

Behandlung verschiedene Krebsarten, vor allem Hodenkrebs eingesetzt.[19] Im Körper findet eine 

Liganden-Austauschreaktion der beiden Chlorido-Liganden zu den Aqua-Komplexen 11 bzw. 12 statt. 

Die Aqua-Komplexe können anschließend unter Wasserabspaltung an N7 einer Guanineinheit der 

DNA (13 und 14) binden und nach Dissoziation des zweiten Liganden Intrastrang-Quervernetzungen 

mit einer benachbarten Guanineinheit des gleichen Strangs ausbilden (15, Schema 1). 

 

Schema 1: Wirkmechanismus von cis-Platin: Nach Ligandenaustausch kann der Auqa-Komplex an eine Guanin-

Einheit des DNA-Doppelstrangs koordinieren. Durch weiteren Ligandenaustausch bindet der Komplex 

an eine benachbarte Guanin-Einheit und bildet eine Intrastrang-Quervernetzung aus. Dabei wird die 

DNA-Geometrie verzerrt und durch Reparationsproteine der Zelltod eingeleitet.[17] 
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Nach Koordination an die zweite Guanin-Base führt die quadratisch-planare Geometrie am Platin-Ion 

zu einer Verdrillung der Stränge. Die Wasserstoffbrückenbindungen der Watson-Crick-Paare bleiben 

intakt, wobei die Paare gegeneinander verdreht werden. Diese Anomalien in der DNA-Struktur 

werden von Proteinen erkannt und die Apoptose wird eingeleitet.[20] Aufgrund der hohen Toxizität 

von cis-Platin haben sich die Analoga Carboplatin 16 und Oxaliplatin 17 etabliert (Abbildung 5).[19,20] 

Sartraplatin 18 fiel in Phase III der klinischen Studien durch, zeigte aber den vielversprechenden 

Ansatz der Aktivierung durch den körpereigenen Stoff Glutation, der Sartraplatin zu einem Pt(II)-

Komplex reduziert.[21] 

 
Abbildung 5: Weniger zytotoxische cis-Platin Analoga: Carboplatin 16, Oxaliplatin 17 und Sartraplatin 18. 

 

DWYER erforschte bereits in den 50er Jahren die Verwendung homoleptischer Rutheniumkomplexe 

als Enzyminhibitoren. Inhibitoren binden an Enzyme und blockieren so das aktive Zentrum. Dadurch 

kann das natürliche Substrat nicht umgesetzt werden. Grundsätzlich wird bei den klassischen 

Inhibitoren zwischen kompetitiven und allosterischen sowie reversiblen und nicht-reversiblen 

Inhibitoren unterschieden.[8] In Schema 2.1 ist die Enzymreaktion dargestellt: Das Substrat (rot) 

bindet an das Enzym (grün) und wird gespalten (rot und violett).  

 
Schema 2: Schematische Darstellung der verschiedenen Inhibitorklassen: 2.1) Substrat (rot) wird von Enzym 

(grün) gespalten. 2.2) Ein kompetitiver Inhibitor (schwarz) konkurriert mit dem Substrat um die 

Bindeposition, das Enzym wird blockiert. 2.3) Ein allosterischer Inhibitor (schwarz) bindet nicht am 

aktiven Zentrum, sondern an einer weiteren Bindungsstelle an der Enzymoberfläche und verändert 

so die dreidimensionale Struktur des Enzyms, so dass das Substrat (rot) nicht mehr binden kann. 2.4) 

Ein irreversibler Inhibitor bindet kovalent an das Enzym, so dass das Substrat (rot) nicht mehr binden 

kann. 

2.1) 

 

2.2) 

 

2.3) 

 

2.4) 
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Abbildung 2.2 zeigt die Situation bei einem kompetitiven Inhibitor. Das Substrat und der reversibel 

bindende Inhibitor (schwarz) konkurrieren um das Enzym. Bindet der Inhibitor an das Enzym, so ist 

der Katalysemechanismus unterbrochen und das Substrat wird nicht umgesetzt. Allosterische 

Inhibitoren binden nicht im aktiven Zentrum, sondern an einer anderen Position (Abbildung 2.3). 

Dadurch wird die dreidimensionale Struktur des Enzyms verändert und das Substrat kann nicht mehr 

binden und umgesetzt werden. In Schema 2.4 ist die Situation bei einem irreversiblen Inhibitor 

dargestellt. Der Inhibitor (orange) bindet an das Enzym und nutzt die Anwesenheit einer 

nukleophilen Gruppe, beispielsweise Serin oder Cystein aus. Das Nukleophil bindet an den Inhibitor 

unter Ausbildung eines stabilen Produktes und das Enzym bleibt deaktiviert.  

Die von DWYER et al. publizierte Rutheniumverbindung 19 war in der Lage Acetylcholinesterase zu 

inhibieren (Abbildung 6)[22-25] Das Metall besaß hier ausschließlich strukturgebende Funktionen und 

ging keine chemische Bindung zum Protein ein. Die Wirkung des Inhibitors ging auf physikalische 

Wechselwirkung zurück, bedingt durch die Ladung sowie die besondere Geometrie der 

Verbindung.[25] 

 

Abbildung 6: 
 

Der von DWYER et al. untersuchte Acetylcholinesterase-Inhibitor 19.  

 

Metalle besitzen im Vergleich zu rein organischen Inhibitoren den Vorteil, dass eine erweiterte 

Koordinationsgeometrie möglich ist. Organische Verbindungen können linear, trigonal planar oder 

tetraedrisch vorliegen. Bei Metallverbindungen besteht die Möglichkeit der quadratisch planaren, 

quadratisch pyramidalen, der trigonal bipyramidalen und der oktaedrischen Koordination 

(Abbildung 7). 

  

Abbildung 7: Erweiterte Koordinationssphäre des Metallatoms M im Vergleich zum Kohlenstoffatom C. 

 

Gerade in biologischer Umgebung, wo dreidimensionale Strukturen vorliegen und die optimale 

Ausfüllung des chemischen Raumes zu einer hohen Affinität gegenüber Biomolekülen führt, kann 

diese erweiterte Koordinationsgeometrie von Vorteil sein. Das Konzept der Arbeitsgruppe MEGGERS, 

unter Verwendung von Metallkomplexen Enzyme zu inhibieren, verfolgt genau diesen Ansatz.[26] Im 

Rahmen der Studien zur Entwicklung organometallischen Kinase-Inhibitoren zeigten sich die 
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Möglichkeiten und Vorteile gegenüber rein organischen Inhibitoren. Als Leitstruktur diente dabei der 

Naturstoff Staurosporin, ein Breitbandinhibitor, der wie ATP an die Scharnierregion der Kinase 

bindet.[26] Die wichtigsten Wechselwirkungen des Staurosporins 20 (rot) wurden analysiert und auf 

das Inhibitordesign 21 übertragen. Das Metall wurde an der Position des Kohlenhydratrestes 

eingebunden (Abbildung 8). Auf diese Weise wurden potente und hochselektive Verbindungen 

erhalten.[27] 

 
Abbildung 8: Vorgehen beim Design organischer Kinase-Inhibitoren. Die wichtigen Wechselwirkungen des Naturstoffs 

Staurosporin 20 mit der Scharnierregion (rot) flossen beim Design des Pyridocarbazolliganden ein. Mit 

diesem Liganden wurden anschließend verschiedene Metallkomplexe 21 erhalten. 

 

Durch die Auswahl der Liganden am Metallzentrum konnten verschiedene Kinasen selektiv adressiert 

werden. Zwei eindrucksvolle Beispiele für die Abhängigkeit der Selektivität von der Ligandenauswahl 

sind in Abbildung 9 gezeigt.[28]  

 

IC50 
 
22 (GSK3) = 0.28 ± 0.04 nmol/L 

22 (PAK1) = 770 ± 70 nmol/L 

 

23 (GSK3) = 1480 ± 60 nmol/L 

23 (PAK1) = 130 ± 10 nmol/L 

  

Abbildung 9: Konzept der organometallischen Kinase-Inhibitoren. Oben: Durch Austausch des Metallfragmentes 

kann die Selektivität beeinflusst werden. Unten: Vergleich der Kokristallstrukturen des 

Halbsandwichkomplexes DW12 (links) und des oktaedrischen Komplexes L-FL-172 (23)  (rechts) im 

aktiven Zentrum von PAK1 (PDB: 3FY0 und 3FXZ).[28] 
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So wurde mit dem Komplex NP309 22 ein potenter GSK3-Inhibitor synthetisiert 

(IC50 = 0.28 ± 0.04 nmol/L). Dagegen wurde die Kinase PAK1 wesentlich schlechter inhibiert 

(IC50 = 770 ± 70 nmol/L). Durch Austausch des Metallfragments konnte diese Selektivität umgekehrt 

werden. Der Inhibitor L-FL-172 23 inhibierte PAK1 mit einem IC50-Wert von 130 ± 10 nmol/L, 

wogegen GSK3 mit einem IC50-Wert von 1480 ± 60 nmol/L inhibiert wurde. Mit den Inhibitoren 

DW12, einem Derivat von NP309, bei dem lediglich das Fluoratom gegen Wasserstoff ausgetauscht 

wurde und FL-172 konnte jeweils eine Kokristallstruktur mit PAK-1 erhalten werden (Abbildung 9). Es 

ist deutlich zu erkennen, dass bei dem Halbsandwichkomplex DW12 die Wechselwirkungen zwischen 

dem Cyclopentadienylliganden und der Enzymoberfläche nicht ideal sind. Der oktaedrische 

Komplex 23 dagegen kann durch den axial ausgerichteten Pyridylrest hydrophobe Wechselwirkungen 

mit der ATP-Bindungstasche ausbilden. Abbildung 9 zeigt die Gültigkeit des von EMIL FISCHER 1894 

formulierten Schlüssel-Schloss-Prinzips, was besagt, dass ideale Wechselwirkungen durch 

komplementäre dreidimensionale Strukturen erreicht werden können.[29] Daran wird ein weiterer 

Vorteil der Verwendung organometallischer Inhibitoren deutlich: Die Ligandensphäre am 

Zentralatom kann mit relativ geringem synthetischen Aufwand verändert werden, wodurch sich die 

Selektivität drastisch ändert, obwohl der gleiche Pharmakophorligand benutzt wurde. In der 

nächsten Generation von Inhibitoren wurde die Synthese des Pyridocarbazolliganden zum einen 

vereinfacht und zum anderen die Position des Metalls 24 ς 26 im aktiven Zentrum der Kinasen 

variiert (Schema 3).[30-32] Diese Modifikation ermöglichte die Inhibition anderer Kinasen und 

erweiterte das Inhibitorportfolio, so dass neben der Ligandensphäre auch Veränderungen am 

Pharmakophorliganden zu einem veränderten Selektivitätsprofil führten.  

 
Schema 3: Variation des Pharmakophorliganden bei der Evaluation neuer Kinase-Inhibitoren 24 ς 26. 



Stand der Forschung  

9 
 

1.2 Chromophor-unterstützte Photodeaktivierung  

Der Wirkungsort von Arzneimitteln kann über die lokale Aktivierung eines inaktiven Wirkstoffs, 

beispielweise durch Licht gesteuert werden.[33] So lassen sich der Wirkungsort, die Zeit und die 

Dosierung sehr genau beeinflussen.[34] Bei der Anwendung von CALI (engl.: chromophore assisted 

light inacivation) wird ein Chromophor über einen Linker an einen Inhibitor gebunden 

(Abbildung 10).[34] Durch Bestrahlung mit Licht kann der Chromophor hoch reaktive Sauerstoff 

Spezies (allgemein ROS ς reactive oxygen species) generieren.[33,34] Zu diesen ROS gehören sowohl 

Singulett Sauerstoff, der eine besondere Rolle einnimmt, als auch verschiedene Sauerstoff-

Radikalverbindungen.[33,34] 

 

Abbildung 10: Schematischer Aufbau eines CALI-Inhibitors. 

 

In ersten CALI-Studien stand die Untersuchung eines geeigneten Chromophors im Mittelpunkt, dabei 

wurden häufig Farbstoffe wie Fluorescein 27 und Malachitgrün 28 verwendet.[34] Die 

Funktionalisierung über eine Isothiocyanatgruppe erhöhte die Effizienz der ROS-Produktion, wobei 

der Fluorescein-Isothiocyanat Chromophor dem Malachitgrün Chromophor überlegen ist 

(Abbildung 11).[34]  

 

Abbildung 11: Struktur der organischen Standard-Chromophore Fluorescein 27 und Malachitgrün 29 sowie deren ITC-

Derivate 28 und 30.  

 

In neueren Studien wurde die Verwendung von Proteinen wie KILLERRED als Chromophor[35] sowie der 

Einsatz Umgebungs-sensitiver Chromophore, wo eine Donorgruppe über PeT (photoinduced electron 

transfer) in polarer Umgebung die Fluoreszenz des Chromophors löscht untersucht.[36]  
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Die Auswahl des Chromophors ist essentiell, denn je nach Chromophor kann die Entstehung der 

verschiedenen ROS gesteuert werden. Malachitgrün wird mit einem gepulsten Laser angeregt und 

produziert in erster Linie verschiedene Hydroxylradikal-Spezies. Diese Radikale besitzen einen 

halbmaximalen Radius der Schädigung von 1.5 nm.[33-37] Fluorescein dagegen produziert bei 

Belichtung mit einer Glühlampe Singulett Sauerstoff, welcher einen größeren Radius der Schädigung 

(etwa 3-4 nm) besitzt.[33, 37] Dennoch kann CALI auch im Zellmedium durchgeführt werden, da der 

Protein-Protein Abstand in Zellen etwa 8 nm beträgt, so dass der bindende Inhibitor benachbarte 

Proteine nicht schädigt.[33]  

Singulett Sauerstoff ist in der Lage unter physiologischen Bedingungen mit bestimmten Aminosäuren 

der Proteine zu reagieren.[38-40] Diese Reaktionen laufen sehr spezifisch ab, was ein Vorteil von 

Singulett Sauerstoff gegenüber den übrigen ROS darstellt.[33] Mit Singulett Sauerstoff reagieren 

speziell die schwefelhaltigen Aminosäuren Cystein und Methionin, sowie die aromatischen 

Aminosäuren Tyrosin, Tryptophan und Histidin (Abbildung 12).[40]  

 

Abbildung 12: Aminosäuren, die unter physiologischen Bedingungen mit Singulett Sauerstoff reagieren. 

 

Cystein und Methionin werden von Singulett Sauerstoff zu Sulfoxiden und Sulfonen oxidiert.[33] 

Histidin reagiert in einer Diels-Alder ähnlichen Reaktion zu einem bemerkenswert stabilen 

Endoperoxid. In Studien von KELLEY et al. wurde ein Histidin-Polypeptid nach Reaktion mit Singulett 

Sauerstoff anschließend für DNA-Spaltungsreaktionen verwendet[41] und über die Reaktion der 

Peroxide mit einem Farbstoff kann die Bildung von Singulett Sauerstoff nachgewiesen werden.[42-44] 

Tyrosin bildet unter Singulett Sauerstoff Einfluss Radikale aus, die zu Tyrosinbrücken dimerisieren 

können[45] und der Hinweis auf Dityrosinbrücken kann als Beleg von oxidativem Stress herangezogen 

werden.[45] Tryptophan reagiert zu instabilen Peroxiden, aus welchen verschiedene Zerfallsprodukte 

entstehen.[40] Beim diesem Zerfall werden Ketone und Aldehyde gebildet, die mit Hydrazinderivaten 

zu Hydrazonen als Nachweis der oxidativen Schädigung umgesetzt werden können. 

Ein sehr effizienter, organometallischer Singulett Sauerstoff Photosensibilisator ist der [Ru(bpy)3]2+-

Komplex 31 (Abbildung 13).[46-48] Dieser erreicht eine Quantenausbeute von 0.41 in Wasser und 70% 

der angeregten Triplett Zustände reagieren mit Sauerstoff.[49] 



Stand der Forschung  

11 
 

 

31 

Abbildung 13: Struktur des [Ru(bpy)3]2+-Komplexes. Der Komplex ist ein bekannter Singulett Sauerstoff 

Photosensibilisator.[46-48] 

 

Metallkomplexe können aufgrund der Spin-Bahn-Kopplung sehr effizient in einen 3MLCT-Zustand 

angeregt werden, wodurch Singulett Sauerstoff in höheren Ausbeuten erhalten wird.[50] Angeregte 

Zustände können über Metall-Metall- (rot), Metall-Ligand- (blau), Ligand-Metall- (grün), und Ligand-

Ligand-Übergänge (orange) erreicht werden (Abbildung 14a). Die Energie des angeregten Singulett-

Zustandes kann anschließend über verschiedene Wege abgegeben werden, wie strahlungsfreie 

Relaxation (interne Konversion und vibronische Relaxation), Quenchen und Fluoreszenz. Des 

Weiteren kann ein Intersystem Crossing stattfinden, was zur Population des energetisch niedrigsten 

Triplett-Zustandes führt. Aus dem Triplett Zustand kann die Energie wiederum durch strahlungsfreie 

Relaxation, sowie langlebige Phosphoreszenz abgegeben werden (Abbildung 14b).[51] 

a)       b) 

2̄*           

1̄*        S2 

e 

            

  MC          MLCT     LMCT      LC  S1      

T1  

t2 

 

1̄ 

2̄       S0 

Abbildung 14: Elektronenübergänge bei der Anregung von Metallkomplexen durch Licht.[51] a). Elektronische Struktur 

eines d6-Komplexes und die möglichen Arten der Anregung. Der metallzentrierte-Übergang ist rot, der 

Metall-Ligand-Übergang ist blau, der Ligand-Metall-Übergang grün und der Ligand-Ligand-Übergang 

braun dargestellt. b) Mögliche Abgabewege der Energie unter Berücksichtigung des INTER SYSTEM 

CROSSINGS zum Triplettzustand. 

 

Das INTER SYSTEM CROSSING wird bei Metallkomplexen durch das Schwermetall-Ion begünstigt, so dass 

im Vergleich zu organischen Chromophoren die Dauer der Besetzung des Triplett-Zustandes kurz und 

die Quantenausbeuten im Allgemeinen sehr hoch sind.[51] Dennoch ist der Triplett-Zustand 

Anregung 
Interne Konversion und 
vibronische Relaxation 
Fluoreszenz 
Phosphoreszenz 
Strahlungsfreie Relaxation 
Quenchen 
INTER SYSTEM CROSSING (ISC) 
Gehemmte Fluoreszenz 
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ausreichend lange besetzt, damit dieser an chemischen Reaktionen, wie Elektron- oder 

Wasserstofftransfer teilnehmen kann.[51] Dies führt zu Radikalintermediaten, die in photodynamische 

Reaktionen des Typs 1 involviert sind.[52] Wie oben bereits angemerkt basiert CALI auf Energietransfer 

zu einem geeigneten Akzeptor, häufig Triplett Sauerstoff, der zu Singulett Sauerstoff konvertiert wird 

(photodynamischen Reaktionen des Typs 2).[52] Die Abläufe sind in Abbildung 15 dargestellt: Die 

Energie des Triplett Zustandes des Metallkomplexes wird auf den kurzlebigen 1ʅg-Zustand von 

Sauerstoff übertragen. Nach vibronischer Relaxation sind verschiedene Wege der Energieabgabe 

möglich. Direkte Relaxation in den 3ʅg-Grundzustand ist Spin-Verboten und findet nur in geringen 

Maßen statt. Die strahlungsfreie Relaxation sowie die Energieabgabe unter Fluoreszenz in den 1ɲg-

Zustand sind wesentlich wahrscheinlicher. Aus diesem Zustand kann Sauerstoff Typ 2 Reaktionen mit 

Biomolekülen eingehen.[52] 

 

 

 
 
T1 
 
  1ʅg 
 
 
  1ɲg 
 
 
 
 
 
  3ʅg 
  Chromophor     Sauerstoff 
 
   

Abbildung 15: Elektronenübergänge bei der Anregung von Metallkomplexen durch Licht und Erzeugung der ROS 

durch Energieübertragung.[52] 

 

KODADEK et al. nutzten diese Reaktivität für die Entwicklung organometallischer CALI-Inhibitoren.[46] In 

ersten Studien wurden ein an mutierte Luciferase gebundenes Halo Tag Protein (HTP) verwendet. 

Das Protein bindet Halogenalkylsubstrate über eine Esterbindung, die in einer mutierten Variante 

nicht hydrolysiert wird. So wurde Fluorescein und ein [Ru(bpy)3]2+-Komplex mit HTP verknüpft und 

die Eignung des Chromophors konnte über die Luciferase Aktivität untersucht werden.[46] Wie zu 

erwarten war, produzierte der [Ru(bpy)3]2+-Komplex wesentlich effizienter Singulett Sauerstoff als 

der organische Chromophor Fluorescein. Nach Belichtung zeigte das [Ru(bpy)3]2+-verknüpfte HTP 

eine geringere Luciferaseaktivität als das Fluorescein-verknüpfte HTP. In der nächsten Generation der 

organometallischen CALI-Inhibitoren wurde der [Ru(bpy)3]2+-Komplex über Click-Chemie an ein 

Polypetid mit hoher Selektivität für Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) gebunden (32, 

Abbildung 16).[53] Zur Bestimmung der Aktivität wurde VEGF Endothelzellen ausgesetzt und die 

Aktivierung des VEGF Rezeptor2 (VEGFR2) bestimmt. Ohne Belichtung wurde durch Titration ein IC50-

Freie Radikale 
Typ 1 

Reaktionen 

Typ 2 
Reaktionen 
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Wert von 49 µmol/L bestimmt. Nach 10 min Belichtung mit einer Hochleistungslampe sank der IC50-

Wert auf 59 nmol/L. Dies entspricht einer 800-fachen Steigerung der Potenz und somit stellte die 

Verwendung eines organometallischen Chromophors einen interessanten Ansatz dar, um selektive 

und potente Inhibitoren zu entwickeln. Mit dieser Technik kann in der praktischen Anwendung der 

Wirkungsort des CALI-Inhibitors durch die Ausdehnung des Lichtkegels genau gesteuert werden.  

 

32 

Abbildung 16: Struktur des von KODADEK et al. entwickelten CALI-Inhibitors.[53] 
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1.3 Serinproteasen  

Aufgrund des partiellen Doppelbindungscharakters der Amidbindung beträgt die Halbwertszeit der 

unkatalysierten Hydrolyse 10-1000 Jahre.[54] Proteasen sind in Lage diese Hydrolysereaktionen um 

das 1010-fache zu beschleunigen.[55] Allgemein wird zwischen Serin-, Cystein-, Aspartyl- und 

Metalloproteasen unterschieden,[56] wobei die Serinproteasen etwa ein Drittel aller bekannten 

Proteasen darstellen.[55] Die Serinproteasen können in vier klassische Unterklassen mit 

unterschiedlicher Anordnung der katalytischen Triade unterteilt werden: Chymotrypsin- (His-Asp-

Ser), Subtilisin- (Asp-His-Ser), Carboxypeptidase-Y- (Ser-Asp-His), und Clp-Protease-ähnliche 

Serinproteasen (Ser-His-Asp).[57] Des Weiteren existieren sechs zusätzliche Klassen von 

Serinproteasen mit verschiedenen katalytischen Triaden und Dyaden mit einer wesentlich geringeren 

Anzahl an Vertretern.[57] Die hohe Verwandtschaft in einer Gruppe spiegelt die beinahe identische 

Anordnung der katalytischen Triade wider (Abbildung 17).[8] 

 
Abbildung 17: Überlagerung der katalytischen Triade der Enzyme Trypsin (grau), Thrombin (grün) und Urokinase 

(magenta) zur Verdeutlichung der strukturellen Verwandtschaft (PDB: 1Y3U, 2CF8 und 1OWE). 

 

Diese Ähnlichkeit ist der Geometrie des nukleophilen Angriffs auf die Peptidbindung geschuldet.[8]Am 

Beispiel der Chymotrypsin-artigen Serinproteasen soll der Mechanismus der Peptidspaltung im 

Folgenden erklärt werden.[54] Per Definition wird die Amidbindung zwischen dem P1- ǳƴŘ tмΨ-Rest 
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gespalten.[58] Als P1-Rest fungiert bei Chymotrypsin in der Regel ein basischer Aminosäurenrest wie 

Arg oder Lys, welcher an Asp189 in der S1-Tasche binden kann (Abbildung 18), wobei der P1-Rest das 

wichtigste Substraterkennungsmerkmal für die Proteaseklasse ist. Die Ausfüllung der weiteren 

S-Taschen durch komplementäre Aminosäurereste PX sorgt für nötige Substrataffinität, die für den 

nukleophilen Angriff nötig ist.[59-61] Beispielsweise besitzt Trypsin als Breitbandprotease weniger 

ausgeprägte Enzymtaschen und somit eine größere Substratbreite, als ein hochspezialisiertes Enzym 

wie Thrombin, das in der Blutgerinnungskaskade im letzten Schritt Fibrinogen zu Fibrin umwandelt 

und somit eine Schlüsselrolle einnimmt.[62] Die Affinität des Substrates wird zusätzlich durch eine 

antiparallele ß-Faltblatt-artige Anordnung der Peptidkette gegenüber dem Protein-Rückgrat mittels 

Wasserstoffbrückenbindung generiert.[55] 

   

   

 

Abbildung 18: 
 

Nomenklatur der Substratreste und der Enzymtaschen entlang der zu spaltenden Bindung. Maximale 

Substrataffinität und Selektivität wird durch komplementäres Ausfüllen der Enzymtaschen erhalten 

(Schlüssel-Schloss-Prinzip). 

 

Im ersten Schritt der Reaktion aktiviert Asp102 His57, dessen basischer Charakter somit deutlich 

zunimmt und Ser195 deprotoniert (Schema 4). Dadurch steigt die Nukleophilie des Ser195 und das 

Substrat wird nukleophil angegriffen. Eine entscheidende Rolle bei dem nukleophilen Angriff spielt 

die Oxyaniontasche, bestehend aus den Amid-NH-Gruppen von Ser195 und Gly193.[62] Diese Tasche 

besitzt eine positive Oberflächenladung, wodurch die Bildung des tetraedrischen Intermediats 

unterstützt wird. Weitere Stabilisierung wird durch Bildung von Wasserstoffbrücken des 

Carbonylsauerstoffatoms des Substrates zu den Amid-NH-Gruppen erreicht. Durch 

Mutationsexperimente wurde bestätigt, dass die Reaktion immer noch etwa 103-fach schneller als 

die unkatalysierte Reaktion verläuft, wenn die katalytische Triade deaktiviert wurde. Dieser 

Verstärkung entspricht damit der Beitrag der Oxyaniontasche.[63,64] Das tetraedrische Intermediat 

zerfällt in Schritt 2 unter Abspaltung des primären Amins in das Acylenzymintermediat. Die 

Ausbildung des Acylenzymintermediats stellt in dieser Reaktionssequenz den Geschwindigkeits-

bestimmenden Schritt dar und wurde durch Acyltransferexperimente nachgewiesen.[65] 

Zusammenhängend mit der Bildung des Acylenzymintermediats sind die S-Taschen wesentlich 

ŘŜǳǘƭƛŎƘŜǊ ŀǳǎƎŜǇǊŅƎǘ ŀƭǎ ŘƛŜ {Ψ-Taschen, bei welchen der abgespaltene Rest das Enzym möglichst 

schnell verlassen soll.[66] Das Acylenzymintermediat wird in Schritt 3 von Wasser nukleophil 

angegriffen, wobei das Wasser durch Histidin deprotoniert und aktiviert wird. In Schritt 4 zerfällt das 



Stand der Forschung  

17 
 

tetraedrische Intermediat unter Abspaltung der Carbonsäure. Als Produkte dieser Reaktion werden 

in Schritt 5 eine Carbonsäure und ein Amin erhalten.[55]  

 

Schema 4: Mechanismus der Peptidspaltung durch Serinproteasen. Das Substrat bindet an die S1-Tasche und wird 

durch deprotoniertes Ser195 angegriffen. Das tetraedrische Intermediat wird durch Wechselwirkungen 

zur Oxyaniontasche stabilisiert, zerfällt und das Amin verlässt das Enzym. Anschließend wird das 

Acylenzymintermediat durch aktiviertes Wasser nukleophil angegriffen, das Intermediat zerfällt und 

die Carbonsäure verlässt das Enzym. 

 

 

1.3.1 Ausgewählte Serinproteasen und rationales Inhibitordesign 

Die Chymotrypsin-artigen Serinproteasen stellen mit 301 Vertretern unter 538 bekannten 

Serinproteasen die größte Gruppe dar.[55] Zu den interessanten Vertretern gehören die Enzyme 

Trypsin, Thrombin, Factor Xa und Urokinase. In der S1-Tasche der vier Proteasen befindet sich jeweils 

ein Asp-Rest, der für die Erkennung positiv geladener Seitenketten wie bei Lys oder Arg benötigt 

wird.[55] Dies begründet die starke Verwandtschaft der vier Proteasen untereinander, sowie zu 

weiteren Enzymen: Cathepsin G, Faktor VIIa, Faktor IXa, Faktor XIa, Tryptase, Protein C und t-

Plasminogen-Aktivator und Enteropeptidase.[66] In Inhibitoren wird dabei häufig die basische 

Benzamidingruppe 33 als Mimetikum für diese Aminosäuren verwendetΣ Řŀ ƘƛŜǊ ȊǳǎŅǘȊƭƛŎƘ ˉ- -̄

Wechselwirkungen zu aromatischen Aminosäuren in der S1-Tasche generiert werden 

(Abbildung 19).[67] 

 

Abbildung 19: Struktur der Benzamidingruppe. Diese Gruppe bildet eine Salzbrücke zum Asp189 in der S1-Tasche. 
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Trypsin ist ein Verdauungsenzym mit einer sehr hohen Substratbreite, aber von Pankreatitis 

abgesehen ohne relevante therapeutische Bedeutung und wird häufig als Modellsystem bzw. 

Referenz in der Entwicklung neuer Inhibitoren verwendet. Es liegt im Zwölffingerdarm als inaktives 

Trypsinogen vor und wird durch Enteropeptidase in das aktive Trypsin umgewandelt. Die aktive Form 

ist dann für die Aktivierung weiterer Enzyme verantwortlich: Trypsin aktiviert Chymotrypsin, Elastase, 

Carboxypeptidase und Prolipase.[54] Die Kokristallstruktur von Trypsin zusammen mit dem 

tricyclischen Lactaminhibitor 34 ist in Abbildung 20 dargestellt. Das Grundgerüst des Inhibitors bindet 

an Trypsin, Thrombin und mit Modifikationen auch an Faktor Xa.[69] Das aktive Zentrum von Trypsin 

besitzt, wie für eine Breitbandprotease üblich, nur wenig ausgeprägte Enzymtaschen und ist leicht 

zugänglich. Die Amidingruppe bindet über eine Salzbrücke an Asp189 in der S1-Tasche und der 

hydrophobe Phenylring füllt diese Tasche durch ̄- -̄Wechselwirkung optimal aus. Das starre 

tricyclische Lactamgerüst sorgt für die Minimierung entropischer Verluste, positioniert die 

Isopropylgruppe in der wenig ausgeprägten S2-Tasche und bildet mit dem Lactam- 

Carbonylsauerstoffatom eine Wasserstoffbrücke zu Gly216. Der 1,3-Benzodioxol-Rest bindet an die 

S3-Tasche,[69] nimmt aber dabei in der Kokristallstruktur zwei unterschiedliche Orientierungen ein. 

Dies lässt vermuten, dass die Wechselwirkung nicht optimal ist und daher inhibiert Verbindung 34 

Trypsin mit einem moderaten Ki von 9.90 µmol/L.  

 

 

Ki = 9.90 µmol/L 

Abbildung 20: Links: Bindungsmodus des Lactaminhibitors in dem aktiven Zentrum von Trypsin. Rechts: Darstellung 

der wichtigsten Wechselwirkungen zwischen dem Liganden und dem Enzym (PDB: 1Y3U). 

 

Ursprünglich wurden die Inhibitoren aus dieser Serie für Thrombin konzipiert.[70-73] Thrombin ist ein 

hoch spezialisiertes Enzym mit einer wichtigen Aufgabe in der Blutgerinnung.[74-76] In der 

Blutgerinnungskaskade, einer Kaskade von aufeinanderfolgenden Zymogenaktivierungen treffen 

zirkulierende Koagulationsfaktoren auf Gewebefaktoren.[77] Thrombin steht am Ende dieses 

komplexen Regulierungsmechanismus aus intrinsischer und extrinsischer Aktivierung und setzt 

inaktives Fibrinogen in monomeres Fibrin um, das anschließend polymerisiert und von Faktor XIIIa zu 
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geordneten faserförmigen Strukturen vernetzt wird.[54] Des Weiteren besitzt Thrombin direkten 

Einfluss auf Vorgänge in Zellen: Es beeinflusst beispielweise die Form von Blutplättchen und die 

Freisetzung der Blutplättchen-Aktivatoren ADP, Serotonin Thromboxan A2 sowie Chemokine und 

Wachstumsfaktoren.[78] Die Inhibition von Thrombin ist somit von therapeutischer Bedeutung bei der 

Behandlung von Schlaganfallpatienten sowie bei der Senkung der Gerinnungsfähigkeit des Blutes bei 

Operationen. Abbildung 21 zeigt eine Kokristallstruktur des Inhibitors 35 zusammen mit Thrombin.[73] 

Im Vergleich zu Trypsin fallen die wesentlich deutlicher ausgeprägten S-Taschen auf. Die 

Amidingruppe bindet wieder an Asp189 und der Phenylring füllt die S1-Tasche aus. Der tricyclische 

Baustein passt sich optimal der Enzymoberfläche an und der Ethylrest bindet an die hydrophobe S2-

Tasche. Der Carbonylsauerstoff des Lactams bildet die Wasserstoffbrücke zum Gly216 und der 

Benzodioxol-Rest bindet an die S3-Tasche unter Ausbildung einer Wasserstoffbrücke zum Tyr60a der 

Thrombinschleife. Bemerkenswert ist der Affinitätsunterschied zwischen Trypsin und Thrombin. 

Obwohl der Bindungsmodus der Inhibitoren sehr ähnlich ist, wird Thrombin mit einem Ki von 

8 nmol/L beinahe 1240-fach stärker inhibiert als Trypsin.  

 Ki = 8 nmol/L 

Abbildung 21: Links: Bindungsmodus des Lactaminhibitors in dem aktiven Zentrum von Thrombin. Rechts: Darstellung 

der wichtigsten Wechselwirkungen zwischen dem Liganden und dem Enzym (PDB: 1YPE). 

 

Nach Modifikation konnte der Tricyclus auch als selektiver Faktor Xa-Inhibitor verwendet werden. 

Faktor Xa ist ebenfalls wie Thrombin in die Blutgerinnungskaskade involviert, es aktiviert 

Prothrombin zu Thrombin und ist als Knotenpunkt zwischen intrinsischer und extrinsischer 

Aktivierung ein ideales therapeutisches Ziel.[74-76]
 Faktor Xa besitzt im Vergleich zu Trypsin und 

Thrombin eine größere S1-Tasche. Die S2-Tasche ist leicht zugänglich und die S3-Tasche zeigt eine 

Besonderheit. Dort sind hauptsächlich aromatische Aminosäure-Reste lokalisiert, wodurch das 

Potential der Enzymoberfläche besonders negativ ist.[79] Dies haben DIEDERICH et al. ausgenutzt und 

bei dem Design eines tricyclischen Imid-Inhibitors dort ein quartäres Ammoniumkation positioniert.  






































































































































































































































































































































































