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Abstract

Organometallische Verbindungen aEnzyminhibitoren

Organometallische Verbindungen sind in der Lage durch Ausweitung der Koordinationszahl im
Vergleich zu rein organischen Verbindungen globulére dreidimensionale Strukturen auszubilden.
MEGGERSt al. nutzten diese Fahigkeit der Metallkomplexe, um das aktive Zentrum von Enzymen aus
der Kinasefamilie optimal auszufullen.

In dieser Arbeit wurde das Design organometallischer Serinprotieddigitoren enwickelt und
untersucht. Das Metallzentrum hatte zuginen struktugebendeAufgaben, zum anderen wurde
auch die spezielle Reaktivitat von Polypykutheniumkomplexen hinsichtlich ihrer Photochemie
ausgenutzt.

Verschiedene basische und nididasische Liganden wurden synthetisiert und in pseudo
oktraedriscle sowie oktaedrische Metallkomplexe Uberfiihrt. Aus verschiedenen basischen
Komplexen wurde ein enantiomerenreiner Phenylpyrilfidiumkomplex mit einem Kgfir Trpysin

von 1.01pumol/L als potentester Inhibitor identifiziert. Unter Verwendung nidiesisber Inhibitoren

wurde mit einemHalbsandwichkomplex ein Inhibitor erhalteder Thrombin mit einem kg von

40 umol/Lin der gleichen GréRendordnung wie die basischen Amidininhibitoren hemmt.

Der potenteste Inhibitor wurde unteBerticksichtigung der besonderen Reaktivitat von Polypwidyl
Rutheniumkomplexen erhalten. Diepeoduzieren unter Belichtung Singulett Sauerstoff, der in der
Lage ist bestimmte Aminoséuren unter physiologischen Bedinungen selektiv zu schadigen. Auf diese
Weise konnte nach 120 min Belichtung ein Inhibitor mit einesg-¥Zert von 10Inmol/L erhalten

werden.



Abstract

Organometalic compoundsenzymeinhibitors

Organonetallic compounds are capable shapingspatial globular structuredy extension of the
coordination nuniber compared to organic substanceBIEGGER®t 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 ndrasic ligands were synthesized andnsgerred 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 withsan IC

of 1.01umol/L for Trypsin. However, by using nbasic and less affine ligands out of a library a
pseudo octahedral coordinated ruthenium cyclopentadienyl complex was identified as a Thrombin
inhibitor with an 16 of 40umol/L, showing no affinity forrypsin in the studied concentration range.

By using the CAkéchniquewhere a chromophore attached to the inhibitor produces singlet oxygen
the most potent inhibitorsfor trypsinwere obtained.Several irradiation times were examineddan

after irradiatonfor 120min an 16 of 101nmol/L wasdeterminedfor a bipyridine complex.
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Stand der Forschung

1.1 Metalle in der Medizin

Neben klassischeorganische Wirkstoffen und Arzneimitteln sind auch anorganische Verbindungen

in klinische Tests und bis zur Marktreife vorgedrungen. Von grofRer Bedgsind dabei haufig die
einzigartigen spektroskopischen Eigenschaften oder die unterschiedliche Reaktivitat im Vergleich zu
den organischen Pendants, welche die Anwendung von Metallverbindungen unumganglich

erscheinen lasst.

1.1.1 Metallein der Diagnostik

Breite Anwendung finden Organometallverbindungen in der Diagnostik. Dabei wird im Allgemeinen
zwischen Radiodiagnostik und Kontrastmittel fir Magnetresonanztomographie unterschietten.

der Radiodiagnostik werden vorwiegef™Tc+t SND A Y Rdzy 38y SAy3asSasSiaidz RI
Emitter sind und die Zellen nicht schadigen. Die Halbwertszeit dieser Verbindungen liegt bei sechs
Stunden, so klingt die radioaké Strahlung schnell ab und erreicht die Dosis einer gewothnlichen
Rontgenaufnahmé&! Abbildung 1 zeigt zvei verschiedene ®®™TcVerbindungen, die in der

Radiodiagnostikerwendet werder?
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Abbildung1: Schwach radioaktive Technetiutferbindungen fiir die Radiodiagnostik. Verbindubgwird zum
Einfarben des Herzmuskels, Verbindingird als Kontrastmittel fir Gehirngewebe verwendiét.
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Verbindung1 (Cardiolit) kann in das Herzmuskelgewebe eindringen und so gesundes Gewebe
einfarben!*® Des Weiteren kann Cardiolit auch fur die Detektion von Brustkrebs und
Schilddriisenkrebs verwendet werdéhAls Kontrastmittel fir Gehirngewebe wird Verbindug
(Ceretec) verwendet, die in der Lage ist, die BlitrSchranke zu Uberwinden. Zusatalikann
Ceretec zur Erkennung von Schlaganfall, Demenz und Alzheimer eingesetzt Wewlaigrund des
Erfolges der TechnetiwRadiodiagnostika, wurden Verbindungen fur die spezifische Erkennung
entwickelt. Die Technetiumverbindungen wurden Uber einamké&i mit einem Peptidf! Protein!
Seroid,M oder Zuckef! verkniipft. Die inAbbildung2 dargestellte Verbindung [TcO]Depreotii
verwendet das Peptid Somatosita welches das Zellwachstum reguliert und an Somatostatin
Rezeptoren bindet. Diese Rezeptoren sind an Zelloberflachen zu finden, wobei Krebszellen eine
hohere Anzahl der Rezeptoren besitzais gesunde Zellen. Somit ist [TcO]Depreotid eine nutzliche

Verkindung fir das Aufspuren von Krebs im Frihstadfim.

Target DD:‘ Linker

B Sppih

(0]
(0]
3
N ~ I\ v N > J
Rezeptorbinder Linker Technetium-Komplex
Abbildung?2: Vorgehen bei der Entwicklung selektiver Radiodiagnostika. Oben: Der allgemeine /

funktionalisierter TeKomplexe. Unten: VerbindurRzum AufspurewvonKrebs im Frihstadiurl

Nachdem herausgefunden wurde, dass die NMRhnik auch fiur die Untersuchung von
Wassermolekiilen in krankem und gesundem Gewebe verwendet werden kann, fand diese Technik
breiten Einzug irder medizinischen Anwendung. Durch Zugabe paramagnetischer Metallkomplexe
kann der Kontrast wesentlich verbessert werden, wobei hauptséchlich Man@adolinium und

Eisenkomplexe verwendeterden (Abbildung3).[t14
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Abbildung3: Gdbasierte Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie.

Bei den Verbindunged (Magnevist) undb (Dotarem) wird G# als Zentralion verwendet, das mit
einem Gesamtspin von =5//2 hoch paramagnetisch ist. Dotarem besitzt einen achtz&hnigen
Liganden und so bleibt eine Koordinationsstelle fur die Koordination eines Wassermolekuls frei. Bei
diesen Verbindungen ist allerdja wichtig, dass die Liganden nicht vollstandig durch Wasser
ausgetauscht werden, da der [Gd(¥]**-Komplex hoch toxisch i8t.Magnevist ist normalerweise
nichtin der Lage die Blddirnschranke zu tberwinden. Ist diese Schranke jedoch durch einen Tumor
geschadigt, so ist eine Penetration des Tumorgewebes mdglich und der Tumoreikeyefarbt
werden™

Des Weiteren wurden lumineszierende organometallische Sensoren oder Sonden entwickelt, die je
nach Design an bestimmte Biomolekile binden und beispielsweise Uber FLIM (Fluorescence lifetime

imaging microscopy) detektievterden* In Abbildung4 sind einige Vertreter diger Substanzklasse
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Abbildung4: Organoméallische Sensoren mit IridiumRhodium undRhenium als Zentralon. Verbindung6

koordiniert unter Ligandenaustausch an titi;y und wird so in eine luminegerendForm Uberfiihrt.
Verbindungen 7 und 8 reichern sich in HelkZellen an. RheniumkompleX@ kann durch
Festphasensynthese in Proteine eingebaut werden und als hoch effektiver Marker verwendet we

3
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Verbindung6 kann in der dargestellten Form nicht detektiert werden. Die semilabilen DMSO
Liganden werden aber leicht durch Histidine von Proteinausgetauscht, wodurch ein
lumineszerender Komplex generiert wir®! Iridiumkomplex7 und Rhodiumkomplex8 sind in der
Lage sich bevorzugt ytoplasma vorHeLaZellen zu akkumuliere”? Rheniumkomple® konnte in

ein Peptid Uber Festphasensynthese eingebaut werden und Konzentrationen mvoiol/L lieRen

sich in menschlichen Leukozyten nachweiggn.

1.1.2 Biologisch wirksame Metallkomplexe

Das erste Metalbasierte Medikamenin klinischer Zulassungar cisPlatin 10 und wurde fir die
Behandlung verschiedene Krebsarten, vor allem Hodenke#hgesetz{'® Im Korper findet eine
LiganderAustauschreaktion der beiden Chlorilanden zu den Agtkomplexenll bzw. 12 statt.
Die AquaKomplexe kénnen anschlieBend unter Wasserabspaltung aeidef Guanineinheit der
DNA {3 und 14) binden und nach Dissoziation des zweiten Liganden Intrasttarggvernetzungen

mit einer benachbarten Guanineinheit des gleichen Strangs ausbilée8c¢hemal).

+ 2+
o 3 H |
H3N\ +H20 H3N Cl +H20 H3N\ /OH
Pt = /Pt\ = /Pt
-CI -CI
H3N cl H3N OH, H3N OH,
10 1 12
rote \ -H,0 -H,0
Furche 'Tl N:\N
N N ki 5 3 5 3
ol’/ NN THs NHs
N,H _ H;N—Pt—G H;N—Pt—G Monoaddukte
| /& kleine ’
N0 Furche
o Cl OH,
Y G G
13 14
\-cr -y
5 3
HsN /G
Pt
HsN \G
15

Intrastrang-Quervernetzung

Schemal: Wirkmechanismus vomwisPlatin: Nach Ligandenaustausch kann dagaKomplex an eine Guanir
Einheit desDNADoppelstrang koordinieen. Durch weiteren Ligandenaustausch bindet der Komj
an eine benachbarte GuanHinheit und bildet eine IntrastrarQuervernetzung aus. Dabei wird d
DNAGeometrie verzerrt und durch Reparationsproteine der Zelltod eingeléfiet.
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Nach Koordination an die zweite Guaidase fuhrt die quadratiseplanare Geometrie am Plation

zu einer Verdrillung der Strange. Die WasserstoffbriickenbindungelVaésonCrickPaare bleiben
intakt, wobei die Paare gegeneinander verdreht werden. Diese Anomalien in desStdAur
werden von Proteinen erkannt und die Apoptose wird eingelétfeufgrund der hohen Toxizitat

von cisPlatinhaben sictdie Analoga Carboplatif6 und Oxaliplatinl7 etabliert (Abbildungs).1*°2%
Sartraplatinl8 fiel in Phase Il der klinischen Studien durch, zeigte aber den vielversprechenden
Ansatz der Aktivierung durch den korpereigenen Stoff Glutation, der Sartraplatin zu einem Pt(ll)

Komplex reduzierg!
o

o] H, )J\o

HBN\Pt/O OIO\ /N:O HaN_| _ci
Pt Pt
/N \ ~
H;N O o) O/ N QN | \C|
H Ha Oj(

(0]
16 17 18

Abbildung5: Weniger zytotoxischeisPlatinAnaloga Carboplatinl6, Oxaliplatinl 7 und Sartraplatin18.

DwyERerforschte bereits in den 50er Jahren die Verwendung homoleptisBa¢heniumkomplexe

als Enzyminhibitoren. Inhibitoreminden an Enzyme und blockieren so das aktive Zentrum. Dadurch
kann das natirliche Substrat nicht umgesetzt werden. Grundsatzlich lérdden klassischen
Inhibitoren zwischen kompetitiven und allosterischen sowie reversiblen und -regktsiblen
Inhibitoren unterschiede®! In Schema2.1 ist die Enzymreaktion dargestellt: Das Substrat (rot)

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

-
2.1) ‘ . . -
L N . ‘
2.2) ‘ ‘ ‘
@ ® T O
2.3) v w w
2.4)
S — o -
W . L L———
Schema2: Schematische Darstellung deerschiedena Inhibitorklassen:2.1) Substrat (rot) wird von Enzyr

(grun) gespalten. 2) Ein kompetitiverinhibitor (schwarz) konkurriert mit dem Substrat udie

Bindeposition, das Enzym wird blockie2t3) Ein allosterischer Inhibitor (schwarz) bindet nicht

aktiven Zentrum sondern an einer weiteren Bindungsstelle an der Enzymoberflénteverandert
so die dreidimensionale Struktur des Enzyms, so dasSulastrat (rot) nicht mehr binden kann. 2.
Ein irreversibler Inhibitor bindet kovalent an das Enzym, so diasSubstrat (rot) nicht mehr binder
kann.
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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 andd?esition (Abbildung 2.3).
Dadurch wird die dreidimensionale Struktur des Enzyms verandert 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)irmet 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 vonDwYERet al. publiziete Rutheniumverbindund9 war in der Lage Acetylcholinesterase zu
inhibieren (Abbildung6)?22% Das Metall besaRR hier ausschlieRlich strukturgebende Funktionen und
ging keine chemische Bindung zum Protein ein. Die Wirkung des Inhibitors ging auf physikalische
Wechselwirkung zurtick, bedingt durch dieadung sowie diebesondere Geometrieder
Verbindung?®

AN —|2+

19

Abbildung6: Der vonDwyERet al.untersuchte Acetylcholinesteradahibitor 19.

Metalle besitzen im Vergleich zu rein organischen Inhibitoren den Vorteil, dass eine erweiterte
Koordinationsgeometrie mdglich ist. Organische Verbindungen kénnen linear, trigonal planar oder
tetraedrisch vorliegen. Bei Metallverbindungen besteht die Mibddeit derquadratisch planaren,
guadratisch pyramidalen, der trigonal bipyramidalen und der oktaedrischen Koordination
(Abbildung?).

C A A A A
I | |
B=C-A €. Y AmB Em p-m:> E-wB
A""B D°L"B D" C D" C £ C pic
linear trigonal tetraedrisch quadratisch quadratisch trigonal oktaedrisch
planar planar pyramidal bipyramidal
Abbildung7: Erweiterte Koordinationssphére des MetallatoMsm Vergleich zum Kohlenstoffato@

Gerade in biologischer Umgebung, wo dreidimensionale Strukturen vorliegen und die optimale
Ausflllung des chemischen Raumes zu einer hohen Affinitat gegentber Bioranld#kiit, kann
diese erweiterte Koordinationsgeometrie von Vorteil sein. Das Konzept der ArbeitsgMepeERS
unter Verwendung von Metallkomplexebnzyme zu inhibiereverfolgt genau diesen Ansa! Im

Rahmen der Studien zuEntwicklung organometallischeiKinaselnhibitoren zeigten sich die
6
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Maoglichkeiten und Vorteile gegenuber rein organischen Inhibitoren. Als Leitstruktur diente dabei der
Naturstoff Staurospan, ein Breitbandinhibitor, der wie ATP an die Scharnierregion der Kinase
bindet?®! Die wichtigsten Wechselwirkungen des Staurospoz@grot) wurden analysiertind auf

das Inhibitordesign2l Ubertragen. Das Metall wurde an der Position des Kohlenhydratrestes
eingebunden Abbildung 8). Auf diese Weise wurden potente urtibchselektive Verbindungen

erhalten?”]

Abbildung8: Vorgehen beim Design organischer Kinbggbitoren. Die wichtigen Wechselwirkungen des Naturstc
Staurosjerin 20 mit der Scharnierregion (rot) flossen beim Design des Pyridocarbazolliganden ei
diesem Liganden wurden anschlieRend verschiedene Metallkomglegehalten.

Durch die Auswahl der Liganden am Metallzentrum konnten verschiedene Kinasen selektiv adressiert
werden. Zwei eindrucksvolle Beispiele fur die Abhangigkeit der Selektivitat von der Ligandenauswahl
sind inAbbildung9 gezeigt?®!

1Gso

22 (GSK3) = 0.280.04nmol/L
22 (PAK1) 70+ 70 nmol/L

o;C_BRu/.,....N/ N 23 (GSK3) = 148060 nmol/L
/\ 23 (PAK1) = 13810 nmol/L

Cl N=—
23

Abbildung9: Konzept der organometallischen Kindshibitoren. Oben: Durch Austausch des Metallfragmen
kann die Selektivitat beeinflusst werden. Unten: Vergleich déokristallstrukturen des
HalbsanevichkomplexesDW12 (links) und des oktaedrischen KomplexesFL-172 (23) (rechts) im
aktiven Zentrum vorPAKL (PDB3FYQund 3FXZ.[28]

7
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So wurde mit dem Komplex NP3022 ein potenter GSkKhibitor synthetisiert
(1Go=0.28+0.04nmol/L). Dagegen wuel die Kinase PAK1 wesentlich schlechter inhibiert
(IGo=770+70nmol/L). Durch Austausch des Metallfragments konnte diese Selektivitdt umgekehrt
werden. Der InhibitorL-FL:172 23 inhibierte PAK1 mit einem d&Wert von130+10nmol/L,
wogegen GSK3 mitirem 1G-Wert von 148Gt 60 nmol/L inhibiert wurde. Mit den Inhibitoren
DW12, einem Derivat von NP30d8ei demlediglich das Fluoratom gegen Wasserstoff ausgetauscht
wurde und FLL72 konnte jeweils eine Kokristallstruktur mit RAKrhalten werden (Abbilehg9). Es

ist deutlich zu erkennen,ass bei dem HalbsandwichkompBXv12die Wechselwirkungen zwischen
dem Cydpentadienylliganden und der Enzymoberflache nicht ideal sind. Der oktaedrische
Komplex23 dagegen kann durch den axial ausgerichteten Pyridylrest hydrophobe Wechselwirkungen
mit der ATPBindungstasche ausbildeAbbildung9 zeigt die Gliltigkeit des voBviIL HSCHERL894
formulierten SchlissebchlossPrinzis, was besagt, dass ideale Wechselwirkungen durch
komplementare dreidimensionale Strukturen erreicht werden konB&8rDaranwird ein weiterer
Vorteil der Verwendung organometallischer Inhibitoren deutlich: Die Ligandensphére am
Zentralatom kann mit relatigeringem synthetischen Aufwand veranderérden, wodurch sich die
Selektivitéat drastisch andert, obwohl degleiche Pharmakophorligand benutzt wurde der
nachsten Generation von Inhibitoren wurde die Synthese des Pyridocarbazolliganden zum einen
vereinfacht und zum anderen die Position des Metadsc 26 im aktiven Zentrum der Kinasen
variiert (Schema3).2%3%2 Diese Modifikation ermdglichte die Inhibition anderer Kinasen und
erweiterte das Inhibitorportfolio, so dass neben der Ligandensphare auch Ver&nderungen am

Pharmakophorliganden zu einem veranderten Selektivitatsprofil fuhrten.

Schema3: Variation des Pharmakophorliganden bei der Evaluation neuer Kinaggtoren24 ¢ 26.
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1.2 Chromophorunterstiitzte Photodeaktivierung

Der Wirkungsort vonArzneimitteln kann Uber dielokale Aktivierung einegnaktiven Wirkstoffs,
beispielweise durch Lichgesteuert werder® So lassen sich der Wirkungsort, die Zeit und die
Dosierung sehr genabeeinflusser® Bei der Anwendung von CAlengl.: chromophore assisted
light inacivation) wird ein Chromophor Uber einen Linker an einen Inhibitor gebunden
(Abbildung10).24 Durch Bestrahlung mit Licht kann der Chromophor hoch reaktive Sauerstoff
Spezies (allgemein R@Seactive oxygen species) generieféi?d Zu diesen ROS gehdren sowohl
Singulett Sauerstoff, der eine besondere Rolle einnimmt, als auch verschiedene Sauerstoff

Radikalverbindungel§334

Energie-
transfer

hv \
\\ i 30,

|
Target @:‘ Linker ]—< Chromophor
!

\

\_. '0,+ROS

Abbildung10: Schematischer Aufbau eines Ghitibitors.

In ersten CALS$tudienstand die Untersuchung eines geeigneten Chromophors im Mittelpunkt, dabei
wurden haufig Farbstoffe wie Fluorescei@7 und Malachitgrin 28 verwendetl** Die
Funktionalisierung Uber eine Isothiocyanatgruppe erhéhte die Effizienz deiPR@Bktion, wobei

der Fluoresceifisothiocyanat Chromophor dem Malachitgriin  Chromophor (berlegen st
(Abbildung11).24

+ +

| ] |
O O OH O o} OH _N N _N N
O\ O — O\ O O —_— ‘ ‘
HOOC l HOOC l I
INIS N
“Cs “Cs
=8 C:\S

27 28 29 30

Abbildung11: Struktur der organischreStandardChromophore Fluoresce2v und Malachitgriir?9 sowie deren ITC
Derivate28 und 30.

In neuerenStudien wirde die Verwendung von Proteinesie KILLEREDals Chromophdi® sowie der
EinsatdAJmgebungssensitiver Chromoph®, wo eine Donorgruppe Uber Pé&Ihotoinduced electron

transfer) in polarer Umgebung die Fluoreszenz des Chromophors lisemnsucht(=¢!
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Die Auswahl des Chromophors ist essentiell, denmgch Chromophor kann die Entstehung der
verschiedenen ROS gesteuert werden. Malachitgriin wird mit eigepulsten Laser angeregt und
produziert in erster LinieverschiedeneHydroxylradikalSpezies Diese Radikale besitzen einen
halbomaximalen Radius der Schadigung von nin%**3" Fluorescein dagegen produzietiei
Belichtung mit einer Gluhlampsingulett Sauerstffwelcher einen gréReren Radius der Schadigung
(etwa 34 nm) besitzt®* 31 Dennochkann CALI auch iellmedium durchgefiihrt werden, da der
ProteinProtein Abstand in Zellen etwanBn betragt, so dass der bindende Inhibitor benachbarte
Proteine nicht schadidt?!

Singulett Sauerstoff ist in der Lage unter physiologischen Bedingungen mit bestimmten Aminosauren
der Proteine zu reagiereff*% Diese Reaktionen laeifi sehr spezifisch ab, was eiforteil von
Singulett Sauerstoff gegenlber den Ubrigen ROS darStelMit Singulett Sauerstoff reagieren
speziell die schwefelhaltigen Aminosduren Cystein und Methionin, sowie die aromatischen

Aminosauren Tyrosin, Tryptophan uHdstidin Abbildung12).1°!
0 0 o 0 o}

sH N S e \©\ e
S N=/ o 8

Cystein Metionin Histidin Tyrosin Tryptophan

Abbildung12: Aminosaurendie unter physiologischen Bedingungen mit Singulett Sauerstoff reagieren.

Cystein und Methioninverden von Singulett Sauerstoff zu Sulfoxiden und Sulfonen oxitfiert.
Histidin reagiert in einerDielsAlder &hnlichen Reaktion zu einem bemerkenswert stabilen
EndoperoxidIn Studien vorKeLLE¥t al. wurde ein HistidifPolypeptid nach Reaktion mit Singulett
Sauerstoff anschlieBend fiur DMaltungsreaktionen verwend® und Uber die Reaktiorder
Peroxidemit einem Farbstofkann die Bildung von Singulett Sauerstoff nachgewiesen weftt&h
Tyrosin bildet unter Singulett Sauerstoff Einfluss Radikale aus, die zsinbyiiwken dimerisieren
konnert*! und der Hinweis aubityrosinbriickerkann als Belegon oxidativem Stress herangezogen
werden*® Tryptophanreagiert zuinstabilen Peroxida, auswelchenverschiedene Zerfallsprodukte
entstehen® Beimdiesem Zerfallverden Ketone und Aldehyde gebildet, die mit Hydrazinderivaten
zu Hydrazoneals Nachweis der oxidativen Schadigunggesetzt werden kdnnen

Ein sehr effizienter, organometallischer @iltett Sauerstoff Photensibilisatorist der [Ru(bpyg?*-
Komplex31 (Abbildung13).648 Dieser erreicht eine Quantenausbeute von 0.41 in Wasser und 70%

der angeregterTriplett Zustande reagieren mit Sauerstéff.
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31

Abbildung13: Struktur des [Ru(bpy}]?-Komplexes. Der Komplex ist ein bekannter Singulett Sauer

Photosendiilisatar.[648]

Metallkomplexe konnen aufgrund der SggahnKopplungsehr effizient in einen3MLCTZustand
angeregt werden, wodurch Singulett Sauerstoff in hoheren Ausbeuten erhalterPWikaigeregte
Zustande koénnen Uber Metdllletall- (rot), MetaltLigand (blau), LiganeMetall- (griin), und Ligand
LigandUbergange (orange) erreicht werdeAkpildungl4a). Die Energie des angeregten Singulett
Zustandes kann anschlieRend Uber verschiedene Wege abgegeben werden, wie strahlungsfreie
Relaxation (interne Konversion und vibronische Relaxation), Quenchen und Fluoreszenz. Des
Weiteren kann eirfintersystem Crossing stattfinden, was zur Population des energetisch niedrigsten
Triplett-Zustandes fuhrt. Aus dem Triplett Zustand kann die Energie wiederum durch strahlungsfreie

Relaxation, sowie langlebige Phosphoreszenz abgegeben wektbitdungl4b) 5

a) b)
-
_ — Anregung
- +— Interne  Konversion und
* | .l, I — . - .
1 v { S vibronischeRelaxation
e | 1 A — Fluoreszenz
v -V . — Phosphoreszenz
- - Strahlungsfreie Relaxation
- - Quenchen
e - - INTER SYSTEM CROGHRC)
MC MLCT | LMCT LC S — - - Gehemmte Fluoreszenz
o WWE R e
T T Y T
A 4
2 N N N N N— S

Abbildung14: Elektronentibergange bei der Anregung von Metallkomplexen durch [Bith). Elektronische Struktu
eines d-Komplexes und die méglichen Arten demregung. Der metallzentriet&bergang ist rot, der
Metall-LigandUbergang ist blauder Ligad-Metall-Ubergang griin und der Ligahdiyand-Ubergang
braun dargestellt.b) Mdgliche Abgabewege der Energie unter BeriicksichtigungiNdERSYSTEM
CROSSINGIM Triplettzustand.

DasINTERSYSTEMROSSIN®vird bei Metallkomplexen durch das Schwermetah beglnstigt, so dass
im Vergleich zu organischen Chromophoren die Dauer der Besetzung des-Zugkathdes kurz und

die Quantenausbeute im Allgemeinen sehr hoch siffidl Dennoch ist der TripletZustand

11
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ausreichend lange besetzt, damit dieser an chemischen Reaktionen, wie Elelddan
Wasserstofftransfer teilnehmen kariit! Dies fuihrt zu Radikalintermediaten, die in photodynamische
Reaktionen des Tygdsinvolviert sind®? Wie oben bereits angemerkt basiert CALI Boergietransfer

Zu einem geeigneten Akzeptor, haufig Triplett Sauerstoff, der zu Singulett Sauerstoff konvertiert wird
(photodynamischen Reaktionen des Typd°2Die Ablaufe sind imbbildung 15 dargestellt: Die
Energie des Triplett Zustandes des Metallkomplexes wird auf den kurzlehig&ustand von
Sauerstoff lUbertragen. Nach vibronischer Relaxation sind verschiedene Wege dgre&mgabe
moglich. Direkte Relaxation in dépgsGrundzustand ist Spiderboten und findet nur in geringen
MaRen statt. Die strahlungsfreie Relaxation sowie die Energieabgabe unter FluoreszenZjig den
Zustand sind wesentlich wahrscheinlicher. Aus dre&eistand kann Sauerstoff Typ 2 Reaktionen mit

Biomolekdlen eingehefi?

' : N Typ 1
FreieRadikale e Reaktionen

T

ot

1 E—_—_
1 RN
1ng : _v—l :E
1
: .
| 1
| 1
1 T
3[9 'P ¢ v L2 v
Chromophor Sauerstoff
Abbildung15: Elektronenubergénge bei der Anregung von Metallkomplexen durch Licht und Erzeugung de

durch Energietbertragung?

KODADEt al. nutzten diese Reaktivitat fir die Entwicklung organometallischer-Aikitoren“®l In
ersten Studien wurden ein an mutierte Luciferase gebundenes HadpProtein (HTP) verwendet.
Das Protein bindet Halogenalkylsubstrate Uber eine Esterbindung, die in einer mutiéatéamte
nicht hydrolysiert wird. So wurde Fluorescein und ein [Ru@iyBomplex mit HTP verkniipft und
die Eignung des Chromophors konnte uber die Luciferase Aktivitat untersucht wé&tdafie zu
erwarten war, produzierte der [Ru(bpjd-Komplex wesentlich effizienter Singulett Sauerstoff als
der organische Chromophor Fluorescein. Nach Belichtung zeigte das [Rla{wgyknupfte HTP
eine geringere Luciferaaktivitat als das Fluoresceirerknupfte HTP. In der ndchsten Generation der
organometallischen CAlrhibitoren wurde der [Ru(bpyff*-Komplex lber Clie€hemie an ein
Polypetid mit hoher Selektivitat fuMascular Endothelial Growth Fact¢VEGF) gebunde(B2,
Abbildung 16).5% Zur Bestimmung der Aktivitit wurde VEGF Endothelzellen ausgesetzt und die
Aktivierung des VEGRezeptor2 (VEGFR2) bestimmt. Ohne Belichtung wurde durch Titratiogeein IC
12
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Wert von 49umol/L bestimmt. Nach 1fhin Belichtung mit einer Hochleistungslampe sank der IC
Wert auf 59nmol/L. Dies entspricht einer 8&@chen Steigerung der Potenz und sbstellte die
Verwendung eines organometallischen Chromophors einen interessaseatz dar, um selektive
und potente Inhibitoren zu entwickeln. Mit dieser Technik kann in der praktischen Anwendung der

Wirkungsort des CAlmhibitors durch die Ausdehnuriies Lichtkegels genau gesteuert werden.

2+

32
Abbildung16: Struktur des vorKobADEtiet al. entwickelten CALInhibitors[53]

13



Kapitel 1

14



Stand der Forschung

1.3 Serinproteasen

Aufgrunddes partiellen Doppelbindungscharakters der Amidbindung betragt die Halbwertszeit der
unkatalysierten Hydrolyse 1D000 Jahré> Proteasen sind in Lage diese Hydrolysereaktionen um
das 16°fache zu beschleunigét! Allgemen wird zwischen Serin Cystein, Aspartyl und
Metalloproteasen unterschiedefi® wobei die Serinproteasen etwa ein Drittel aller bekannten
Proteasen darstelle® Die Serinproteasen konnen in vier klassische Unterklassen mit
unterschiedlicher Anordnung der katalytischen Triade unterteilt werden: ChymotryfidisAsp

Se&), Subtilisin (AspHisSer), Carboxypeptidasé (SerAspHis), und CHProteasedhnliche
Serinproteasen (SetisAsp)®” Des Weiteren existieren sechs zusatm Klassen von
Serinproteasen mit verschiedenen katalytischen Triaden und Dyaden mit einer wesentlich geringeren
Anzahl an Vertreterf’! Die hohe Verwandtschafh einer Gruppe spiegelt die beinahe identische

Anordnung der katalytischen Triade widébpildungl7).!

Abbildung17: Uberlagerung der katalytischen Triade der Enzyme Trypsin (grau), Thrombin (griin) und Ur
(magenta) zur Verdeutlichungedstrukturellen Verwandtscha{PDB1Y3U, 2CF8 urfdOWE.

Diese Ahnlichkeit ist der Geometrie des nukleophilen Angriffs auf die Peptidbindung geséhtdet.
Beispiel der Chymotrypsiartigen Seinproteasen soll der Mechanismus der Peptidspaltung im

Folgenden erklart werdefi¥ Per Definition wird die Amidbindung zwischen dem 84/ R -Rest ¥

15



Kapitel 1

gespalten®! Als PiRest fungiert bei Chymotrypsin in der Regel ein basischer Aminosaurenrest wie
Arg oder Lys, welcher an Asp189 in defT&4che binden kani\bbildungl8), wobei der PARest das
wichtigste Substraterkennungsmerkmal fur die Proteaseklasse ist. Die Ausfillung der weiteren
STaschen durch komplementare Aminosaurerestesérgt fur noétige Substrataffinitét, die fur den
nukleophilen Angriff notig idt>6Y Beispielsweise besitzt Trypsin als Breitbandprotease weniger
ausgepragte Enzymtaschen und somit eine gréf3ere Substratbreite, als ein hochspezialisiertes Enzym
wie Thronbin, das in der Blutgerinnungskaskade im letzten Schritt Fibrinogen zu Fibrin umwandelt
und somit eine Schlusselrolle einnimk#t. Die Affinitat des Substrates mi zusatzlichdurch eine
antiparallele3-Faltblattartige Anordnung der Reidkette gegentber dem ProteiRuckgrat mittels

Wasserstoffbriickenbindung generiéit.

S2 S1' S3'

[ [ /)

\)?\N/F':(ij{Ni(HiNi

ps P o " o P2 H

_/ N \_/
s3 st s2

Abbildung18: Nomenklatur der Substratreste und der Enzymtaschen entlang der zu spaltenden Bindung. Me
Substrataffinitdt und Selektivitdt wird durch komplementéres Ausfiillen Bezymtaschen erhalter
(SchlusseSchlossrinzip).

Im ersten Schritt der Reaktion aktiviert Asp102 His57, dessen basischer Charakter somit deutlich
zunimmt und Ser195 deprotonierS¢hemad). Dadurch steigt die Nukleophilie des Ser195 und das
Substrat wird nukleophil angegriffen. Eine entscheidende Rolle bei dem nukleophilen Angriff spielt
die Oxyaniontaschébestehend aus den AmidH-Gruppen von Ser195 und Gly193 Diese Tasche
besitzt eine positive Oberflachenladungvodurch die Bildung des tetraedrischen Intermedsat
unterstitz wird. Weitere Stabilisierungwird durch Bldung von Wasserstoffbricken des
Carbonylsauerstoffatosmn des Substrates zu den  AmidNHGruppen erreicht Durch
Mutationsexperimente wurde bestatigt, dass die Reaktion immer noch etwdab@ schneller als

die unkatalysierte Reaktion verlauft, wenn dietddgtische Triade deaktiviert wurde. Dieser
Verstarkung entspricht damit der Beitrag der Oxyaniontadt}é.Das tetraedrische Intermediat
zerfallt in Schritt 2 unter Abspaltung des primdren Amins in das Acylenzymintermediat. Die
Ausbildung des Acylemmyntermediats stellt in dieser Reaktionssequenz den Geschwindigkeits
bestimmenden Schritt dar und wurde durch Acyltransferexperimente nachgewi®sen.
Zusammenhagend mit der Bildung des Acylenzymintermediaind die STaschen wesentlich
RSdziif A OKSNJ | dzaraséhedNbedvielchent dar atiydsBaltefiedRest das Enzym méglichst
schnell verlassen sdif! Das Acylenzymintermediat wird in Schritt 3 von Wasser nukleophil

angegriffen, wobei das Wasser durdrstidindeprotoniert und aktiviert wird. In Schritt 4 zerfallt das

16
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tetraedrische Intermediat unter Abspaltung der Bansaure. Als Produkte dieser Reaktion werden

in Schritt 5 eine Carbonsaure und ein Amin erhaftgn.

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
Oxyaniontasche Oxyaniontasche Oxyaniontasche

Schritt 5 Schritt 4
Oxyaniontasche Oxyaniontasche

Schemad: Mechanismus der Peptidspaltung durch Serinproteafi&s Substrat bindet an die-$asche und wird
durch deprotoniertes Ser195 angegriffen. Das tetraedrische Intermediat wird durch Wechselwirk
zur Oxyaniontasche stabilisierzerféllt und das Amin verlasst das Enzym. AnschlieRend wird
Acylenzymintermediat durch aktiviertes Wasser nukleophil angegriffen, das Intermediat zerfall
die Carbonséaure verlasst das Enzym.

1.3.1 Ausgewahlte Serinproteaseund rationales Inhilitordesign

Die Chymotrypshartigen Serinproteasen stellen mit 301 Vertretern unter 538 bekannten
Serinproteasen die groRt&ruppe dal>® Zu den interessanten Vieetern gehoéren die Enzyme

Trypsin, Thrombin, Factor Xa und Urokinase. In déraéSthe der vier Proteasen befindet sich jeweils

ein AspRest der fur die Erkennung positiv geladengitenketten wiebei Lys oder Arg benétigt

wird.5® Dies begriindet die starke Verwandtschaft der vier Proteasen untereinamsdese zu

weiteren EnzymenCathepsin G, Faktor Vlla, Faktor 1Xa, Faktor T¢igpta®e, Proten C und 1
PlasminogerAktivator und Enteropeptidasé®® In Inhibitoren wird dabei haufig die basische
Benzamidingruppe83 als Mimetikum fiirdiese Aminosdren verwendeE Rl KA SNJ™- dza NG T ¢
Wechselwirkungen zu aromatischen Aminosauren in der-T&the generiert werden

(Abbildung19).”

33

Abbildung19: Struktur der BenzamidingruppBieseGruppebildet eine Salzbriicke zum Asp189 in defT&4che.
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Trypsin ist einVerdauungsenzym mit einer sehr hohen Substratbreite, aber von Pankreatitis
abgesehen ohne relevante therapeutische Bedeutung und wird haufig als Modellsystem bzw.
Referenz in der Entwicklung neuer Inhibitoren verwendet. Es liegt im Zwdlffingerdarm algeisak
Trypsinogen vor und wird durch Enteropeptidase in das aktive Trypsin umgewandelt. Die aktive Form
ist dann fur die Aktivierung weiterer Enzyme verantwortlich: Trypsin aktiviert Chymotrypsin, Elastase,
Carboxypeptidase und Prolipa®8. Die Kokristallstruktur von Trypsin zusammen mitem
tricyclischen LactaminhibitoB4 ist in Abbildung20 dargestellt.Das Grundgeriustes Inhibitorsbindet

an Trypsin, Thrombin und mit Modifikationen auch an FaktofkBas aktive Zentrum von Trypsin
besitzt wie fir eine Breitbandprotease ublich, nur wenig ausgepragte Enzymtaschen und ist leicht
zuganglich. Die Amidingruppe bindet Uber eine Salzbriicke an Asp189 in-d@es@i® und der
hydrophobe Phenyring fillt diese Tasche durch-"-Wechselwirkungoptimal aus. Das starre
tricyclische Lactamgertst sorgt fir die Minimierung entropischéerluste, positioniert die
Isopropylgruppe in der wenig ausgepragten -Ta3che und bildet mit dem Lactam
Carbonylsaerstoffatom eine Wasserstoffbriicke zu Gly216. DerBgBzodioxeRest bindet an die
S3Tasché® nimmt aber dabei in deKokristallstruktur zwei unterschiedliehOrientierungen ein.

Dies lasst vermuten, dass die Wechselwirkung nicht optimalridtdaher inhibiert Verbindun@®4
Trypsin mit einem moderatel§ von 9.90umol/L.

Asp189

L

0730
i

H
|

- N\
i
\'T') Gly216
/,H
S3
I-T H o)
34 :
PN
\_Jbg
S2
Ki = 9.90umol/L
Abbildung20: Links: Bindungsmodus des Lactaminhibitors in dem aktiven Zentrum von Trypsin. Rechts: Dar

der wichtigsten Wechselwirkungen zwischen dem Liganden und dem Enzyni{FanB:

Urspringlich wurden die Inhibitoren aaseser Serie fir Thrombin konzipiét#t’® Thrombin ist ein

hoch spezialisiertes Enzym mit einer wichtigen Aufgabe in der Blutgeritftifigin der
Blutgerinnungskaskade, einer Kaskade von aufeinanderfolgenden Zymogenaktivierungen treffen
zirkulierende Koagulationsfaktoren auf Gewebefaktoréth. Thrombin steht am Ende dieses
komplexen Regulierungsmechanismus aus intrinsischer und extrinsischer Aktivierungetahd s

inaktives Fibrinogen in monomeres Fibrin um, das anschliel3end polymerisiert und von Faktor Xllla zu
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geordneten faserformigen Strukturen vernetzt wittl. Des Weiteren besitzt Thrombin direkten
Einfluss auf Vorgéange in Zellen: Es beeinflusst beispielweise die Form von Blutplattchen und die
Freisetzung der Blutplattchefiktivatoren ADP, Serotonin Thromboxan A2 sowie Chemokine und
Wachstumsfaktoreff® Die Inhibition von Thrombin ist somit von therapeutischer Bedeutung bei der
Behandlung von Schlaganfallpatienten sowie bei der Senkung der Gerinnungsfahigkeit des Blutes bei
Operationen Abbildung21 zeigt eineKokristallstruktur des Inhibitor85 zusammen mit Thrombifi®

Im Vergleich zu Trypsin fallen die wesentlich deutlicher ausgepragt&éas@en auf. Die
Amidingruppe bindet wieder an Asp189 und d&renyting flllt die SiTasche aus. Der gyiclische
Baustein passt sich optimal der Enzymoberflache an und der Ethlgirektt an die hydrophobe S$2
Tasche.Der Carbonylsauerstoff des Lactams bildet die Wasserstoffbriicke zum Gly216 und der
BenzodioxoRest bindet an die SBasche unter Ausbildung e@nWasserstoffbriicke zum Tyr60a der
Thrombinschleife. Bemerkenswert ist der Affinitatsunterschied zwischen Trypsin und Thrombin.
Obwohl der Bindungsmoduder Inhibitoren sehr ahnlich ist, wird Thrombin mit einei§ von

8 nmol/L beinahe 124@ach starker ihibiert als Trypsin.

Asp189

/H/
/—Q-o Tyr60A

K = 8nmol/L

Abbildung21: Links: Bindungsmodus des Lactaminhibitors in dem aktiven Zentrum von Thrombin. Rechts: Dar.
der wichtigsten Wechselwirkungen zwischggm Liganden und dem Enzym (PDBPE

Nach Modifikation konnte & Tricyclusauch als selektiver Faktdtalnhibitor verwendet werden.
Fektor Xa ist ebenfalls wie Thrombin in die Blutgerinnungskaskade involviert, es aktiviert
Prothrombin zu Thrombinund ist als Knotenpunkt zwischen intrinsischer und extrinsischer
Aktivierung ein ideales therapeutisches Zi&l® Faktor Xa besitzt im Vergleich zu Trypsin und
Thrombin eine gréRere Slasche. Die SPasche ist leicht zuganglich und dieTé&che zeigeine
Besonderheit. Dort sind hauptsachlich aromatische AminosReste lokalisiert, wodurch das
Potential der Enzymoberflache besonders negatiV'sDies haba DIEDERICEt al. ausgenutzt und

bei dem Design eines tyiclischen Imidinhibitors dort ein quartares Ammoniumkation positioniert.
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