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B islang miissen sich Patienten zur Vorbeugung von Thrombosen
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Aus dem Inhalt

nach Operationen tiglich Heparin spritzen oder miissen zur Schlag-

anfallprophylaxe bei Vorhofflimmern Vitamin-K-Antagonisten vom
Cumarintyp einnehmen, die eine geringe therapeutische Breite haben
und deren Dosierung regelmdflig iiberwacht werden muss. Um den
Therapiestandard bei thromboembolischen Erkrankungen, wie tiefen

Venenthrombosen, Lungenembolien und Hirnschlag bei Vorhofflim-

mern, zu verbessern, wurde in der letzten Dekade intensiv an neuen,
oral wirksamen Thrombin- und Faktor-Xa-Inhibitoren geforscht. Ei-

nige dieser Verbindungen sind bereits auf dem Markt oder befinden

sich in fortgeschrittener klinischer Entwicklung; sie konnten den

Antikoagulantienmarkt revolutionieren.

1. Einleitung

Die Blutstillung (Hamostase) ist ein komplexer Mecha-
nismus, der nach einer Gewebsverletzung den Organismus
vor lebensbedrohlichem Blutverlust schiitzt. Sie wird tiber
zwei Wege aktiviert:

In der primiren (zelluldren) Himostase kommt es nach
einer arteriellen GefdBBwandverletzung, die auch arterioskle-
rotische Ursachen haben kann, zur Freisetzung des Von-
Willebrand-Faktors, der an Thrombozyten bindet und so eine
Thrombozytenaggregation und die Bildung eines Thrombus
auslosen kann. Diesen Ablauf kann man durch Einsatz von
Thrombozyten-Aggregationshemmern unterbrechen. Einge-
setzt werden hierfiir z.B. P2Y12-Rezeptorantagonisten wie
Clopidogrel und Cyclooxygenase-Inhibitoren wie Acetylsali-
cylsdure (ASS), welche die Bildung des proaggregatorischen
Thromboxan A2 hemmt.

Die sekundédre plasmatische Hamostase stoft die Blut-
gerinnungskaskade an (Schema 1), mit dem Ziel, das Plitt-
chenaggregat durch Fibrinvernetzung zu stabilisieren. Sie
setzt insbesondere auch dann ein, wenn es infolge von Ope-
rationen, Immobilisierung oder Vorhofflimmern zu einem
verlangsamten Blutfluss kommt. Entstehende Scherkrifte
und das Vorherrschen hypoxischer Bedingungen fithren zur
Bildung von Gewebefaktoren.

Der intrinsische Kontaktaktivierungsweg beginnt mit der
Bildung eines primiaren Komplexes aus HMWK (High Mo-
lecular Weight Kininogen), Prikallikrein (PK) und Fak-
tor XII (FXII). Durch die Wechselwirkung mit Kollagen oder
anderen, negativ geladenen Oberflichen (z.B. bei duBeren
Verletzungen am Gefidfendothel, Lipoproteine bei Hyperli-
piddmie, Bakterien bei Infektionen) wird FXII zu FXIla ak-
tiviert. FXIIa spaltet FXI zu FXIa, der wiederum im Komplex
mit FVIIIa und Phospholipiden (Tenasekomplex) FIX in
FIXa und dieser FX in FXa tiberfiihrt.

Der extrinsische Weg (Gewebefaktorweg) wird bei einer
Verletzung ohne direkten Kontakt zu unphysiologischen
Oberfldchen, einer Endothelschiddigung oder durch Hypoxie
infolge verlangsamten Blutflusses aktiviert.'! Hierbei wird
aus dem geschidigten Gewebe der Gewebefaktor (TF,
Thromboplastin, FIIT), ein Oberflichenmembranglycoprote-
in, préasentiert und bindet zirkulierenden Faktor VIIa und
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Schema 1. Die Blutgerinnungskaskade.

VII, was die Umwandlung von FVII in FVIIa erleichtert. Der
Komplex aus FVIla, TF, Calcium und Phospholipiden kata-
lysiert die Umwandlung von FX in FXa. Es wurde gezeigt,
dass die Plasmakonzentration von TF auch bei Vorhofflim-
mern erhoht ist.”?
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In Faktor Xa (FXa) laufen also intrinsischer und extrin-
sischer Weg zusammen. FXa ist in freier Form nur schwach
aktiv. Er wird durch Bildung des Prothrombinasekomplexes
aus FXa, Kofaktor Va und Calciumionen auf Phospholipid-
oberflichen von Thrombozyten stark aktiviert. In dieser
Form spaltet er Prothrombin zu Thrombin. Dieser Schritt
bedeutet eine etwa 1000-fache Verstdrkung. Thrombin spaltet
die Fibrinopeptide A und B von Fibrinogen ab, wobei die so
entstandenen Fibrinmonomere durch den ebenfalls von
Thrombin aktivierten FXIII (einer Transglutaminase) ver-
netzt werden.

Thrombin fordert die Aktivierung der Gerinnungsfakto-
ren FXI, FIX, FX, FXIII sowie der Kofaktoren FV und FVIII
und amplifiziert dadurch seine eigene Bildung. Hohere
Konzentrationen an Thrombin aktivieren zusammen mit
Thrombomodulin den Thrombin Activatable Fibrinolysis
Inhibitor (TAFT). TAFT spaltet die C-terminalen Lys- und
Arg-Reste des Fibrins ab. Da dies die Andockstelle fiir das
fibrinolytische Plasminogen ist, kann sich der Terndrkomplex
aus Plasminogen und tPA (Tissue Plasminogen Activator) auf
der Fibrinoberfliche nicht mehr bilden, und es kommt zu
einer Herabregulation der Plasminogenaktivierung und da-
durch der Fibrinolyse. Thrombin aktiviert auBerdem die
Protease-aktivierbaren Rezeptoren (PAR) auf der Oberfla-
che von Blutplittchen, die dadurch zur Aggregation stimu-
liert werden und so die zweite wichtige Komponente von
Blutgerinnseln liefern. Thrombin 16st auf vaskuldren Glatt-
muskelzellen Proliferations- und Migrationsprozesse aus, die
fiir arteriosklerotische Prozesse von Bedeutung sind.

Uberschﬁssiges Thrombin, das auB3erhalb des Bereichs der
Lasion zirkuliert, wird auf intakten Endothelzelloberflichen
vom Membranprotein Thrombomodulin gebunden. Der ent-
stechende Komplex zeigt keine prokoagulierende Wirkung
mehr, sondern bewirkt stattdessen die Aktivierung der Se-
rinprotease Protein C. Zusammen mit dem Kofaktor Prote-
in S hat aktiviertes Protein C koagulationshemmende Ei-
genschaften, indem es die Phospholipid-gebundenen Fakto-
ren Va und VIIIa abbaut. Hierdurch wird die Wirkung von
Thrombin auf den Bereich der Gefdf3verletzung beschrinkt,
das aktivierte Gerinnungssystem moderiert und eine syste-
mische Wirkung vermieden.

Dies alles lésst ein unterschiedliches pharmakologisches
Profil bei FXa- und Thrombin-Inhibitoren erwarten. Bei
einer FXa-Inhibition wird zwar die Neusynthese von
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Thrombin gehemmt, bereits zirkulierendes Thrombin kann
aber nur von Thrombin-Inhibitoren beeinflusst werden.

Thrombin und Faktor Xa werden im Korper durch Anti-
thrombin (AT) inhibiert. Durch Heparin, ein zur industriellen
Herstellung aus Schweinedarm oder Rinderlunge isoliertes,
sulfatiertes Glycosaminoglycan, wird AT allosterisch stark
aktiviert. Die eigentliche physiologische Funktion des He-
parins wird jedoch in der Bakterienabwehr von Mastzellen
vermutet. Aus Heparin konnen durch Fragmentierung und
Fraktionierung niedermolekulare Heparine (LMWH) wie
Enoxaparin erhalten werden, die giinstigere pharmakokine-
tische Eigenschaften aufweisen, weniger Nebenwirkungen
hervorrufen und eine selektivere Wirkung gegen FXa haben.
Diese intravends oder subkutan zu verabreichenden Stoffe
werden heute routinemifBig in der Klinik eingesetzt, sind aber
nach wie vor tierischen Ursprungs und konnen daher verun-
reinigt sein. Eine als Methylglycosid stabilisierte, vollsynthe-
tische Pentasaccharidteilsequenz des Heparins hemmt im
Komplex mit AT nur noch den Faktor Xa, hat eine lange
Halbwertszeit und wird als Fondaparinux in der Klinik nach
groBeren orthopidischen Operationen eingesetzt.”’! Der
Prothrombinasekomplex selbst ist aber keiner Hemmung
durch den AT-gebundenen indirekten FXa-Inhibitor mehr
zuginglich.” Direkte FXa-Inhibitoren haben hier den Vor-
teil, auch den Prothrombinasekomplex zu inhibieren.

Indirekte (d.h. iiber AT vermittelt wirkende) FXa-Inhi-
bitoren werden oral nicht resorbiert und miissen daher sub-
kutan gespritzt werden. Wihrend dies fiir eine kurze Zeit im
Krankenhaus noch akzeptabel sein mag, muss der Patient bei
einer ldanger notwendigen Therapie wie der Schlaganfallpro-
phylaxe bei Vorhofflimmern iiber ein orales Antikoagulans
verfiigen konnen.

Hierfiir werden bislang Vitamin-K-Antagonisten wie
Warfarin und andere Cumarinderivate eingesetzt. Vitamin K
ist als Kofaktor an der Glutamatcarboxylierung der Gerin-
nungsfaktoren II, VII, IX und X beteiligt, die wegen der
Calcium-bindenden Eigenschaften der so entstandenen Ma-
lonyleinheit mit den zuséitzlichen Carboxylatgruppen fiir die
biologische Aktivitéit dieser Faktoren essenziell ist.

Durch die schmale therapeutische Breite, die durch ge-
netische Polymorphismen der metabolisierenden Enzyme
sowie durch die kovalente Bindung der Cumarine an der
Vitamin-K-Epoxid-Reduktase mitverursacht wird, fallen bei
dieser Therapie erhebliche Kosten aufgrund von Nebenwir-
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Schematische Darstellung der Schnittstellen von Prothrombin und Faktor X
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Abbildung 1. Die Gesamtsequenz von Prothrombin und FX mit ihren Schnittstellen. Die ,schweren Ketten“, welche die Proteasedominen enthalten, sind
grau markiert und im Sequenz-Alignment (Mitte) von Thrombin (Flla), FVIla, FIXa, FXa und FXla grau unterlegt. Die Substratbindungstaschen S1 (gelb), S2

(rot), S3 (blau) und S4 (griin) sowie die am katalytischen Mechanismus beteiligten Aminosiuren (His57, Asp102, Ser195) sind hervorgehoben. Unten:

Vergleich der Substratbindungstaschen von Thrombin mit Dabigatran (links) und FXa mit Rivaroxaban (rechts). Die Einfirbung der Oberflichen der Sub-

stratbindungstaschen entspricht der beim Sequenz-Alignment gewihlten Farbgebung. Farbcode der Stabmodelle der Inhibitoren: weif3/griin C, cyan H,

blau N, rot O, gelb S.

kungen (Blutungen) und die notwendige engmaschige Kon-
trolle der Blutgerinnungsparameter in der Klinik an.

Nach wie vor gehoren thromboembolische Krankheiten
wie Herzinfarkt, Schlaganfall, Lungenembolie, tiefe Beinve-
nenthrombose und periphere arterielle Verschlusskrankheit
zu den haufigsten Todesursachen. Daher besteht ein enormer

Alexander Hillisch, geboren 1971, studierte
Pharmazie an der Universitit Wien und
wechselte fiir die Promotion ans Institut fiir
Molekulare Biotechnologie in Jena. 1998
promovierte er in Biochemie bei Prof. P.
Schuster und trat in die EnTec GmbH Ham-
burg/Jena ein. Dort baute er die Abteilung
Strukturelle Bioinformatik und Wirkstoffde-
sign auf und leitete verschiedene Wirkstoff-
findungsprojekte. 2003 wechselte er als Ab-
teilungsleiter fiir Computational Chemistry
in die Medizinische Chemie zu Bayer
HealthCare Pharmaceuticals nach Wupper-
tal. Die Universitit Kéln ernannte ihn 2010
zum Honorarprofessor.

Angew. Chem. 2011, 123, 4670 — 4686

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Bedarf an direkt wirkenden, oralen Antikoagulantien mit
einer groBeren therapeutischen Breite und zuverléssiger
Wirkung.

2. Strukturvergleich und Substrateigenschaften von
Thrombin und Faktor Xa

FXa besteht aus der 254 Aminosduren langen Trypsin-
artigen Serinprotease und der 142 Aminosduren langen
leichten Kette, die aus einer Glutamat-reichen ,,Gla“- und
zwei Epidermaler-Wachstumsfaktor(EGF)-artigen Doménen
aufgebaut ist. FXa entsteht aus dem Vorlduferprotein FX, von
dem entweder durch FIXa oder durch FVIIa ein 52 Amino-
sdauren langes Aktivierungspeptid abgespalten wird.

o-Thrombin ist ein Protein mit einem Molekulargewicht
von ca. 36 kDa und besteht aus der 36 Aminosduren langen
leichten Kette und der Trypsin-dhnlichen Peptidasedoméine
(259 Aminosduren), auch schwere Kette genannt. Das Enzym
FXa spaltet aus dem 579 Aminosduren langen Prothrombin
die aus 155 und 129 Aminosduren bestehenden Aktivie-

www.angewandte.de
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rungspeptide 1 und 2 ab. Danach erfolgt die Trennung der
leichten von der schweren Kette des Thrombins, wobei beide
Striange iiber eine Disulfidbriicke kovalent verbunden blei-
ben.

Die beiden Serinproteasedominen von Thrombin und
FXa weisen eine Sequenzidentitit von 37% auf (Abbil-
dung 1). Bei beiden Enzymen wird das katalytische Zentrum
von der Triade His57, Aspl02 und Ser195 gebildet (die
Nummerierung der Aminosduren bezieht sich auf das histo-
risch frither charakterisierte Rinder-Chymotrypsinogen). Der
wihrend der Amidspaltung durch kovalente Bindung zum
Serin entstehende, negativ geladene tetraedrische Uber-
gangszustand an der Carbonylgruppe des Substrats wird
durch das so genannte ,,Oxyanionenloch“ durch Wasser-
stoffbriicken mit Aminosduren des Enzyms stabilisiert
(Schema 2). Nach der Nomenklatur von Schechter und
Berger werden die Aminosduren des Substrates vom N-Ter-
minus bis zur Schnittstelle mit P4-P3-P2-P1 bezeichnet und
die entsprechenden aufnehmenden Taschen des Enzyms mit
S$4-S3-82-S1.

An der tiefsten Stelle der Spezfitits- bzw. S1-Tasche be-
findet sich bei beiden Enzymen die Aminosidure Asp189, die

His 57
Ser 195 o)
Asp 102 ;"‘I‘\ jM Substrat &f
° o) HN;N H-0 /i: i ,Oxyanionen-
u \/ o loch®
H—N>le H.N o
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Schema 2. Katalysemechanismus von Serinproteasen.
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mit dem positiv geladenen P1-Arginin des Substrates in io-
nische Wechselwirkung treten und Wasserstoftbriicken bilden
kann (Abbildung2). Thrombin und FXa weisen im Se-
quenzvergleich im Bereich der S1-Taschen dieselben Ami-
nosiduren auf (Abbildung 1) und sind einander dort auch in
ihrer dreidimensionalen Struktur duflerst dhnlich.

Tyr228 )
Asp189 &

Abbildung 2. Vergleich des aktiven Zentrums in den Kristallstrukturen
von Thrombin und Faktor Xa. Oben links: Thrombin mit Dabigatran
(9; modelliert auf Basis der Struktur mit dem PDB-Code 1KTS); oben
rechts: Faktor Xa mit Rivaroxaban (34; Kristallstruktur: PDB-Code
2W26). Unten: lipophiler Abdruck der Bindungstasche (orange Volumi-
na), erstellt durch Abtasten der Bindungstasche mit lipophilen Probe-
atomen; unten links: Thrombin; unten rechts: FXa.

Die Unterschiede in der GroBle der S2-Tasche von
Thrombin und FXa hingegen fiihren zur Begiinstigung un-
terschiedlicher Substrate: FXa hat wegen der groBen Sei-
tenkette Tyr99 eine sehr kleine S2-Tasche und kann somit
bevorzugt kleine Aminosduren (z.B. Glycin) aufnehmen.
Zwei exemplarische Schnittstellen (—//-) sind die Sequenzen
Phe281-Asn282-Pro283- Arg284-//-Thr285-Phe286 und
Tyr317-Asp318-Gly319-Arg320-//-11e321-Val322 aus huma-
nem Prothrombin. FXa schneidet zwischen Arg284 und
Thr285 oder Arg320 und Ile321 (P1/P1’), was zur Abspaltung
des Aktivierungspeptides 2 und der Trennung der leichten
und schweren Kette und damit zur Aktivierung von Throm-
bin fiihrt. Thrombin enthilt eine zusitzliche, aus neun Ami-
nosiduren bestehende ,,60-Insertionsschleife* (benannt nach
Trp60D), die eine relativ groB3e lipophile S2-Tasche umgrenzt.
Dieses Enzym bevorzugt in der P2-Position folglich groere
Aminosduren (z.B. Val, Pro). Zwei exemplarische Schnitt-
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stellen (—//-) fiir Thrombin sind die Sequenzen Gly13-Gly14-
Vall5-Argl6-//-Gly17-Prol8 und Phel1-Ser12-Alal3-
Argl4-//-Gly15-His16 aus den Fibrinogen-a- und Fibrinogen-
B-Ketten. Thrombin schneidet zwischen Argl6é und Glyl7
bzw. Argl4 und Gly15 (P1/P1’), was zur Freisetzung der 16
bzw. 14 Aminosduren langen Fibrinopeptide A und B sowie
zum Beginn der Polymerisierung des entstehenden Fibrins
fiihrt.

Bei beiden Enzymen sind die S3-Taschen relativ flach.
Der Begriff ,, Tasche“ ist an dieser Stelle etwas irrefithrend, da
die Proteinoberfldche keine nennenswerte Vertiefung in
diesem Bereich bildet. Ein mit lipophilen Probeatomen
theoretisch berechneter ,,Abdruck“ der Ligandenbindungs-
taschen zeigt die insgesamt signifikant grof3eren potenziellen
lipophilen Kontakte in der Thrombintasche als in der FXa-
Tasche (siehe orange Volumina in Abbildung 2).

GroBere Unterschiede gibt es in der S4-Tasche. Bei
Thrombin wird diese Tasche durch zwei aliphatische lipophile
Aminosduren gebildet (Leu99 und Ile174) und am Boden
durch Trp215 begrenzt. Bei FXa ist sie durch die seitliche
Begrenzung von aromatischen Aminosiuren (Tyr99, Phe174)
recht tief und hydrophob. Auch befindet sich bei diesem
Enzym im Bereich der S4-Tasche ein Ensemble mehrerer
Carbonylgruppen des Proteinriickgrates, das so genannte
,Kationenloch. Somit sind hier sowohl hydrophobe wie auch
elektrostatische Wechselwirkungen mit positiv geladenen
Inhibitoren moglich.

3. Thrombin-Inhibitoren

Der am besten charakterisierte, natiirlich vorkommende
Thrombin-Inhibitor ist das Polypeptid Hirudin (65 Amino-
siduren)® aus dem medizinischen Blutegel (Hirudo medici-
nalis), das 1955 erstmals vom Pharmakologen Fritz Mark-
wardt® durch Extraktion aus Blutegelkopfen isoliert wurde.
Hirudin ist ein bivalenter, hochselektiver und praktisch irre-
versibler Inhibitor (K;=22 fm), der gleichzeitig an der Fibri-
nogenbindungsstelle von Thrombin bindet und iiber einen
Auslaufer das aktive Zentrum des Thrombins hemmt. Hiru-
din wird heutzutage gentechnisch rekombinant hergestellt.

Erste In-vivo-Untersuchungen!” mit Hirudin Anfang der
1980er Jahre zeigten, dass spezifische Thrombin-Inhibitoren
ein grofles Potenzial fiir die Entwicklung neuartiger Anti-
koagulantien haben. Daraufhin haben zahlreiche Arbeits-
gruppen Programme zur Entwicklung synthetischer Inhibi-
toren gestartet, wobei mehrere Konzepte verfolgt wurden.
Zum einen wurden in Analogie zum Hirudin bivalente Inhi-
bitoren entwickelt:

Hirulog,® ein synthetisches Analogon des Hirudins mit 20
Aminosduren, ist als direkter, bivalenter reversibler Throm-
bin-Inhibitor mit einer kurzen Eliminationshalbwertszeit von
ca. 25Minuten unter dem Namen Bivalirudin (bivalent
hirudin, Angiox) auf dem Markt. Bivalirudin hemmt
Thrombin durch Bindung an das aktive Zentrum und an die
Fibrinogenbindungsstelle. Diese Hemmung ist reversibel, da
Thrombin das Bivalirudin spaltet und beide Fragmente nur
noch eine geringe Affinitdt zu Thrombin haben. Beim Pati-
enten ldsst die Wirkung deshalb rasch nach. Durch die Pro-
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teolyse gehen 80 % des Bivalirudins verloren, wihrend 20 %
intakt iiber die Nieren ausgeschieden werden.

Der Grofteil der Forschungsprogramme zielt aber auf
monovalente Inhibitoren ab, die nur das aktive Zentrum des
Thrombins blockieren.

Die primédre Spaltungsstelle im Substrat Fibrinogen liegt
fiir Thrombin zwischen den Aminosduren Gly und Arg,
weshalb die ersten potenten direkten Thrombin-Inhibitoren
(DTI) auch basische Argininderivate waren (Schema 3). Die
ersten Prototypen dieser Subklasse, NAPAP (2)*! von der
Gruppe um Stiirzebecher und Argatroban (3)!' von der
Gruppe um Mitsubishi, leiten sich beide vom Argininderivat
TAME (1) ab, das selbst aber nur schwach wirksam ist.

TAME

Flla: Ky =5.3 mu NAPAP

Flla: K =6 nm

HN. _NH H,N" “NH
3 NH, 4
Argatroban PPA
Flla: IC50 = 39 nm F[|a-(i<K: 25nm
LK

Schema 3. Basische Thrombin-Inhibitoren.

Thren Molekiilstrukturen im Kristall zufolge!'” sind beide
Verbindungen monovalente, direkte Thrombin-Inhibitoren,
die selektiv an die aktive katalytische Bindungsstelle des
Thrombins binden. Die jeweilige Arylsulfonyleinheit fiillt die
hydrophobe S4-Tasche aus, und die basische Amidinyl- oder
Guanidinyleinheit geht eine direkte elektrostatische Wech-
selwirkung mit der Aminosdure Aspl89 am Boden der S1-
Tasche ein.') Wegen dieser stark basischen P1-Reste sind
beide Wirkstoffe allerdings nicht oral bioverfiigbar. Argat-
roban (3) ist der einzige Vertreter dieser ersten Generation,
der die klinische Entwicklung durchlaufen hat und erstmals
1990 in Japan zur parenteralen antithrombotischen Therapie
zugelassen wurde (Argatra).

Eine andere Klasse von Thrombin-Inhibitoren enthélt das
Tripeptidmotiv D-Phe-Pro-Arg. Dieses Motiv ist abgeleitet
von den Aminoséduren, die am Bindungsmodus von Fibrino-
peptid A beteiligt sind, einem inhibitorisch wirkenden Pro-
dukt der Thrombin-katalysierten Spaltung des Fibrinogens.
Das Peptid p-Phenylalanyl-L-Prolyl-L-Arginin-Chlormethyl-
keton 4 (PPACK) hemmt als irreversibler Inhibitor sehr
potent Thrombin.™ 1989 wurde von Bode und Mitarbeitern
die Struktur des Komplexes von humanem Thrombin mit

www.angewandte.de

Chemie

4675


http://www.angewandte.de

Aufsitze

4676

PPACK (4) im Kiristall veroffent-

licht.[! Auch hier geht die basi- OVH\/\/\
sche Seitenkette des P1-Arginyl- o =

restes eine elektrostatische Wech- H,N NQ
selwirkung mit der freien

Carboxygruppe von Aspl89 der 5

S1-Tasche ein. Der Pyrrolidinring
des Prolins und der Phenylrest des
D-Phenylalanins sind in den beiden
hydrophoben Bindungstaschen S2
und S4 des Thrombins lokalisiert.
Die  Chlormethylketonfunktion
des Arginylrestes bindet kovalent
an die Hydroxygruppe von Ser195
in Form eines Halbketals und al-

kyliert das Imidazolstickstoffatom Mfa"??(?g”nm

von His57 im aktiven Zentrum.

Eine Modifizierung dieser Ami-

nosdurereste fiithrt zum vollstandi- Me

gen Verlust der katalytischen Ak- N

tivitét. o ﬂNhN C N
Polypeptidstrukturen ermégli- N H NH

chen zwar viele Interaktionen mit ‘ =

Thrombin und ergeben so potente N j\[(OH

Inhibitoren; da aber nur Inhibito- o 9

ren mit klelnen. Molekiilmassen Dabigatran

(<500 gmol ™) die Chance haben, Flla: K; = 4.5 nu

das gastrointestinale Epithel zu
passieren und in die Blutbahn zu
gelangen, wurden die 1982 von
Bajusz et al. offengelegten Dipep-

tidstrukturen wie D-Phe-Pro-Ag- HO S H
matin (5)," obwohl nur schwach i
wirksam, zum wichtigen Start- ~ | i
punkt weiterer Forschungsarbei- Cl 07

ten (Schema 4). AstraZeneca ver- "

folgte als erste erfolgreich diesen
Dipeptidansatz und entwickelte
ausgehend von § den klinischen
Kandidaten Inogatran (6) mit iiber
100-mal hoherer In-vitro-Potenz,
der allerdings eine nur unzurei-
chende Bioverfiigbarkeit aufweist und relativ schnell ausge-
schieden wird.

Nach der Aufklirung der Molekiilstruktur™ des Kom-
plexes von humanem Thrombin mit dem irreversibel gebun-
denen Inhibitor PPACK (4) im Kristall Ende der 1980er Jahre
profilierten Forscher bei AstraZeneca mehr als 100 potenzi-
elle Inhibitoren in ihrem Computermodell und kamen so zu
dem gegeniiber Inogatran (6) 8-fach potenteren klinischen
Kandidaten Melagatran (7). Die ersten klinischen Studien
ergaben, dass 7 mit einer oralen Bioverfiigbarkeit von nur 3-
7% fir eine orale Therapie nicht geeignet ist, zumal unvor-
hersagbare, variable Plasmakonzentrationen und ein ausge-
prigter Nahrungsmitteleffekt beobachtet wurden.'-!¥! Mit
zwei basischen Gruppen (Benzamidinyl- und sekundire
Aminogruppe) und einer sauren Carbonsiduregruppe ist 7
eine netto immer noch positiv geladene Verbindung, die bei
intestinalem pH-Wert protoniert vorliegt und dadurch nur

Flla: K; = 2-4 nm
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Dabigatran etexilate (Boehringer Ingelheim, Pradaxa)
doppeltes Prodrug von Dabigatran

OMe: Atecegatran fexenetil (AZD-0837, AstraZeneca)
H:  Atecegatran (AR-H067637)

Schema 4. Entstehungsgeschichte von Thrombin-Inhibitoren und ihre Prodrugs.

schlecht durch das lipophile Gastrointestinalepithel dringen
kann. Es gelang jedoch, Melagatran in ein lipophileres Dop-
pelprodrug (8, Ximelagatran, Exanta) umzuwandeln, das
nach erfolgreicher Absorption schnell wieder zum aktiven
Wirkstoff Melagatran metabolisiert wird. 8 wurde der erste
orale Thrombin-Inhibitor, der den Weg in die Klinik schaffte.
Es ist 170-fach lipophiler als Melagatran (7) und liegt bei
physiologischen pH-Wert praktisch ungeladen vor, was in
einer 80-fach besseren Absorption und somit in einer 4-fach
besseren oralen Bioverfiigbarkeit von 18-24% resultiert.
Griinde sind die geringere Basizitdt des Hydroxyamidins ge-
geniiber jener des Amidins sowie der stark herabgesetzte
pK,-Wert des N-terminalen sekundidren Amins wegen der
Ethylestergruppierung. 2004 wurde der Wirkstoff zwar in
Europa zugelassen, Anfang 2006 dann aber nach Ablehnung
der Zulassung durch die FDA wegen Problemen mit Leber-
toxizitdt wieder vom Markt genommen.
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Die Entwicklung anderer DTIs wurde aber weiter vor-
angetrieben, und so konnte Boehringer Ingelheim mit Dabi-
gatran etexilate! (10, Pradaxa) 2008 den ersten DTT auf den
Markt bringen. Dieser Wirkstoff wurde ebenfalls aufbauend
auf einem strukturgetriebenen Ansatz entwickelt, auf der
Grundlage einer peptidischen DTI-Struktur in Komplex mit
Rinderthrombin.?” Dabigatran etexilate (10) ist ein doppel-
tes Prodrug, und die pharmakologisch aktive Komponente,
Dabigatran (9), wird hieraus nach oraler Gabe im Menschen
durch Esterase-vermittelte Hydrolyse sehr schnell, mit einer
absoluten Bioverfiigbarkeit von 6-7 %, freigesetzt.”"

Ein weiterer peptidischer Thrombin-Inhibitor von As-
traZeneca, das Prodrug AZD-0837%? (11, Atecegatran fe-
xenetil) mit einer oralen Bioverfiigbarkeit von 22-52 %,
war 2008 fiir die Phase III der klinische Entwicklung vorge-
sehen. Wegen mangelnder Stabilitdt der Tablettenformulie-
rung wurde diese Studie auf 2009 verschoben, und seitdem ist
kein Start einer weiteren Studie bekannt gegeben worden.

Auch andere basische, aber nichtamidinische Inhibitoren
wurden in der Klinik untersucht: MCC-977 (12, Sofigatran;
Schema 5)?Y von Mitsubishi Tanabe Pharma, mit einem

O\(“
N
Me” > e o] {
o
S :
A NH,
Me”™ "Me
12
Sofigatran (MCC-977, Mitsubishi)
Flla:Kj=9.6 nm
Me

N/\_<N—>7H
QHO o My
@}é O7N}—NH2

13 HN

RWJ-671818 (J & J)
Flla: K;=1.3 nm

Schema 5. Thrombin-Inhibitoren.

Aminocyclohexylrest als S1-Binder, gelangte 2003 bis in die
Phase II, die Entwicklung wurde aber im November 2007
abgebrochen. Wissenschaftler von Johnson & Johnson be-
richteten unlédngst von Inhibitoren mit einem Oxyguanidinyl-
P1-Rest, die einen deutlich reduzierten pK,-Wert von 7-7.5
gegeniiber jenem von Guanidin (pK, 13-14) aufweisen:*! So
zeigt RWJ-671818 (13) nicht nur eine hohe Wirksamkeit in
verschiedenen In-vivo-Thrombosemodellen, sondern nach
oraler Gabe in Hunden auch eine hohe Bioverfiigbarkeit.
Wegen des vorteilhaften priklinischen Profils wurde RWJ-
671818 in gesunden Probanden im Rahmen von Phase-I-
Studien untersucht, die erfolgreich abgeschlossen werden
konnten.

Banner et al. konnten zeigen, dass sich Fluorwechselwir-
kungen gut zur Erhohung der Affinitit und Selektivitat fiir
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die Substratbindungstasche von Thrombin eignen: Die 4-
Fluorsubstitution am benzylischen P4-Rest in einer Serie von
tricyclischen Thrombin-Inhibitoren wie 14 (Schema 6) be-
wirkt eine 5-10-fache Erhohung der Affinitit gegeniiber der
entsprechender Liganden mit anderem Fluorierungsmuster.

14 15

Flla: K;=57nm Flla: K;=5nm

Schema 6. Thrombin-Inhibitoren mit 4-Fluorsubstitution in der P4-
Seite.

Die Rontgenstrukturanalyse des Thrombin-Liganden-Kom-
plexes zeigt eine giinstige C-F---H-C,-C=0O- und C-F:-C=0-
Wechselwirkung des 4-Fluorsubstituenten am Liganden mit
der H-C,-C=0-Einheit des Asn98. Zusitzlich resultierte die
Einfiihrung einer Isopropylgruppe am tricyclischen Grund-
geriist des Liganden 15 in einer besseren Ausfiillung der S2-
Tasche und somit in einer zusitzlichen Erhohung der Affi-
nitit um einen Faktor 11.2¢

Um die Notwendigkeit einer Prodrugbildung zum Errei-
chen oraler Bioverfiigbarkeit fiir basische Inhibitoren zu
umgehen, wurde seit Anfang der 1990er Jahre auch intensiv
nach nichtbasischen P1-Resten gesucht. 1993 publizierte
Sandoz Pharma in Kooperation mit dem Londoner Throm-
bosis Research Institute und der Universitdt Cambridge das
erste Beispiel fiir einen direkten Thrombin-Inhibitor mit
neutralem P1-Rest, ein peptidisches Boronsédureesterderivat
mit einer Methoxypropyl-P1-Seitenkette, das kovalent
bindet. Die Boronsdureestergruppe wird unter physiologi-
schen Bedingungen schnell zur Boronsidure hydrolysiert, die
wiederum in Thrombin ein Addukt mit Ser195 bildet.?”

Merck (USA) berichtete 1998 von nichtkovalent binden-
den Inhibitoren mit neutralen P1-Resten,”® bei denen ein
Chlorsubstituent die Wechselwirkung in der S1-Tasche mit
der Aminosdure Tyr228 tibernimmt. Dieser neue, von Merck
(USA) zuerst publizierte Bindungsmodus, der an die Stelle
einer direkten elektrostatischen Wechselwirkung eines basi-
schen P1-Restes mit der Aminosédure Asp189 tritt, wird auch
bei vielen nichtbasischen Faktor-Xa-Inhibitoren genutzt. In
jungster Zeit wurde spekuliert, dass zusitzliche Halogenbin-
dungswechselwirkungen mit Carbonylgruppen des Peptid-
riickgrats eine wichtige Rolle spielen.?

Verbindung 16 (Schema 7) mit einem Dichlorbenzyl-S1-
Rest ist zwar oral bioverfiigbar, aber sehr lipophil, was mit
einer hohen Plasmaproteinbindung und einer unzureichen-
den Wirkung in den In-vivo-Thrombosemodellen einhergeht.
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Schema 7. Thrombin-Inhibitoren mit nichtbasischen P1-Gruppen.

Versuche, diese Substrukturklasse ohne Verlust an Potenz
und Bioverfiigbarkeit deutlich polarer zu machen, ergaben
z.B. 17. Die Herausforderung bei dieser Klasse blieb aber, die
Halbwertszeit zu verldngern, ohne das bisherige, vorteilhafte
Profil hinsichtlich Potenz, Selektivitit, In-vivo-Wirksamkeit
und oraler Bioverfiigbarkeit zu verlieren.

Parallel dazu wurden peptidmimetische Grundstrukturen
mit einem zentralen Pyridinonbaustein untersucht: Das Py-
ridinonderivat L-374,087 (18; Schema 8) mit ungeniigender
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Schema 8. Thrombin-Inhibitoren mit nichtbasischen P1-Gruppen.
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oraler Bioverfiigbarkeit und metabolischer Stabilitdt wurde
iiber mehrere Lernzyklen zum Pyrazinonderivat 19 mit
ausreichender Bioverfiigbarkeit, besserer metabolischer Sta-
bilitdt und Loslichkeit optimiert. Untersuchungen zum Bin-
dungsmodus ergaben,? dass der Fluor-substituierte Benzyl-
aminrest in der S1- und der Chlorpyridazinyl-Rest in der S2-
Tasche lokalisiert sind. Die N-Oxidgruppe, die nicht nur si-
gnifikant zur besseren Loslichkeit beitrédgt, sondern auch die
Potenz verdoppelt, zeigt ins Losungsmittel und scheint keine
spezifische Wechselwirkung mit dem Thrombingrundgeriist
einzugehen. Vielmehr scheint das n-defiziente P3-Pyridyl-N-
oxid die Kante-zu-Flache-Wechselwirkung mit der m-reichen
Aminosédure Trp215 in der S4-Tasche zu verstédrken.

Neuere Patentanmeldungen von AstraZeneca beanspru-
chen potente Azabicyclohexane wie 20°% und Dihydro-1H-
pyrazole wie 218 mit Chlortetrazolylbenzylresten, wobei der
Chlorsubstituent in der S1-Tasche mit der Aminosiure Tyr228
wechselwirkt und der anellierte Cyclopropylring in der S2-
und die tert-Butylgruppe in der S4-Tasche lokalisiert sind.

Man kann festhalten, dass in den letzten 30 Jahren trotz
vieler, auch strukturell sehr unterschiedlicher Ansdtze zur
Auffindung von direkten Thrombin-Inhibitoren bisher nur
ein Wirkstoff auf den Markt gebracht werden konnte: das
doppelte Prodrug Dabigatran etexilate (10) von Boehringer
Ingelheim.

4. Faktor-Xa-Inhibitoren

Die bekanntesten natiirlichen, direkten FXa-Inhibitoren
sind das Antistasin (119 Aminosduren) vom Blutegel He-
menteria officinalis und das tick anticoagulant peptide (TAP,
60 Aminosduren) von der Zecke Ornithodorus moubata; sie
sind jedoch nicht oral bioverfiigbar.®? Dies war Anlass fiir
eine intensive Suche nach kleinen, oral bioverfiigbaren Inhi-
bitormolekiilen.

Anfangs konzentrierte sich das Inhibitordesign auf diba-
sische Peptidanaloga, die eine reversible kovalente Bindung
mit dem katalytischen Serin eingehen und den Ubergangs-
zustand des  Enzym-Substrat-Komplexes  simulieren
(Schema 9).* In Verbindung 22 von COR Therapeutics wird
diese Bindung durch die Ketongruppierung bewirkt, wihrend
der Thiazolylrest mit dem Histidin der katalytischen Triade
eine H-Briicke bildet. Der Arginin-artige Rest wechselwirkt
mit der Carbonsdure von Asp189 der S1-Tasche. Am P4-Ende
des Molekiils kommt der Benzylsulfonylrest in der hydro-
phoben Tasche zu liegen, wihrend die zweite Argininseiten-
kette mit dem Kationenloch H-Briicken bildet. Diese Ver-
bindung hat allerdings drei Nachteile: IThre Peptidnatur ergibt
nachteilige pharmakokinetische Eigenschaften und kurze
Halbwertzeiten. Die Basizitét fithrt zu einer schlechten oralen
Bioverfiigbarkeit, da grofle, unter physiologischen Bedin-
gungen positiv geladene Molekiile schlecht im Magen-Darm-
Trakt resorbiert werden. Ihr auf kovalenten Wechselwirkun-
gen beruhender Wirkmechanismus birgt auerdem ein er-
hohtes Potenzial fiir toxische Nebenwirkungen.

1993 stellte Daiichi den ersten nichtkovalenten, nicht-
peptidischen FXa-Inhibitor vor: DX-9065a (23).”) Auch
diese Verbindung ist dibasisch; ihre orale Bioverfiigbarkeit ist
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DX-9065a
FXa:1C50 = 70 nMm

Schema 9. Doppelt basische FXa-Inhibitoren.

daher schlecht. Eine Rontgenstrukturanalyse mit FXa zeigt,
dass die Amidinylnaphthylgruppe mit Asp189 der S1-Tasche
iiber eine Salzbriicke wechselwirkt und der Pyrrolidinring mit
der Aryl-bindenden S4-Domine iiber n-Kation-Wechselwir-
kungen bindet. Zusitzlich befindet sich die Acetimidoyl-
gruppe im Kationenloch, wobei die positive Ladung mit
Glu97 und Lys96 wechselwirkt.

Es gab intensive Forschungsarbeiten, um mit weniger
basischen Argininmimetika einen Kompromiss aus Affinitét
zum Enzym und oraler Bioverfiigbarkeit zu erzielen.”* 1996
veroffentlichte Zeneca FXa-Inhibitoren wie 24 (Schema 10)
mit einer nur noch schwach basischen Gruppe.’” Lange Zeit
wurde hier irrtiimlicherweise die Pyridylpiperidinylgruppe
fiir die basische P1-Gruppe gehalten.*® Aus einer Rontgen-
strukturanalyse mit Trypsin wurde jedoch ersichtlich, dass
sich die Chlornaphthylgruppe in der S1-Tasche befindet. Es
lag nahe, dass eine vergleichbare Orientierung auch fiir FXa
zutrifft.®¥ Fiir eine Weiterentwicklung von Daiichi, die Ver-
bindung 25, konnte dieser Bindungsmodus mit Chlornaph-
thalin in der S1-Seite explizit gezeigt werden.*’)

Eine weitere Chlornaphthylverbindung, TAK-442 (26),
befindet sich in Phase II der klinischen Entwicklung fiir die
Behandlung von Lungenembolien, Schlaganfall und akutem
Koronarsyndrom.®” Auch hier bestitigt die kristallogra-
phisch bestimmte Struktur im Komplex mit humanem FXa,
dass die 6-Chlornaphthylgruppe die S1-Substratbindungsta-
sche besetzt, wobei das Chloratom eine hydrophobe Wech-
selwirkung mit dem Aren von Tyr228 eingeht. Das Sulfonyl-
sauerstoffatom ist an einer H-Briicke mit GIn192 beteiligt.
Ferner ist eine H-Briicke zwischen dem Sauerstoffatom der
Amidcarbonylgruppe bzw. der Hydroxygruppe und der
Riickgrat-NH-Einheit von Gly219 bzw. Gly216 zu beobach-
ten. Die cyclische Harnstoffgruppierung wechselwirkt mit
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Schema 10. FXa-Inhibitoren mit Chlornaphthylresten als P1-Gruppe.

den aromatischen Aminosduren der S4-Tasche, wobei die
Carbonylgruppe einen Wasser-vermittelten Kontakt mit dem
Amidsauerstoffatom von Lys96 bildet. Die Hydroxygruppe
bewirkt bei TAK-442 (26) nicht nur eine stirkere Affinitdt zu
FXa, sondern fiihrt auch zu einer Stabilisierung des Molekiils
gegen eine hydrolytische Spaltung des benachbarten Amids
durch sterische Abschirmung. Auf die Hydroxyderivate stief3
man urspriinglich, als man den Metabolismus der nichthy-
droxylierten Verbindungen untersuchte.

Bei einem Inhibitor von Glaxo, 27a (R=H), konnte
durch die Einfithrung einer Isopropylgruppe in der P4-
Region (27b; R=iPr) eine beeindruckende, 40000-fache
Wirksteigerung erreicht werden.*!! Grund hierfiir ist die er-
hohte lipophile Wechselwirkung der Isopropylgruppe mit der
aromatischen S4-Tasche. Hinzu kommt die Verdrédngung von
Solvatwasser aus der lipophilen Tasche, ein Effekt, den die
verwandte, wirkschwache NH-Verbindung nicht leisten
kann."?!

Anstelle eines Chlornaphthylrestes hat Eribaxaban
(28), ein ehemaliger Entwicklungskandidat von Pfizer, eine
Chloranilinogruppe als P1-Rest (Schema 11). Wegen der
kanzerogenen Eigenschaften von Chloranilin wurde sie durch
Chlorpyridin ersetzt. Diese Gruppe ist Bestandteil von Be-
trixaban (29),/”! einem Entwicklungskandidaten von Portola/
Merck (US). An analogen Derivaten wurde gezeigt, dass die
Chlorpyridyleinheit nicht nur die Cl-n-Wechselwirkung mit
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Schema 11. FXa-Inhibitoren mit Chloranilino- und Chlorpyridylresten
als P1-Gruppe.

Tyr228 in der S1-Tasche, sondern auch iiber die Amid-NH-
Gruppe eine H-Briicke zum Gly218 bildet.!!! Obwohl Be-
trixaban (29) eine unter physiologischen Bedingungen pro-
tonierte Amidinylgruppe tréagt, welche die m-Kation-Wech-
selwirkungen in der lipophilen S4-Tasche eingeht, zeigt es
eine iiberraschend gute orale Bioverfiigbarkeit am Affen von
knapp 60 %. Da ein entsprechendes Derivat mit einer cycli-
schen Guanidinylgruppierung an dieser Position bei einem
pK,-Wert von 14 nur eine sehr geringe orale Bioverfiigbarkeit
(< 1% an Ratten) aufweist, liegt der Grund offensichtlich im
geringeren pK,-Wert von 10 des Benzamidins. Giinstig wirkt
sich in diesem Zusammenhang auch die N,N-Dimethylsub-
stitution aus, die zwar nicht in der S1-Tasche, wohl aber in der
S4-Tasche sterisch toleriert wird."¥

Ein wichtiger Aspekt der Arzneimittelsicherheit betrifft
die Inhibition der kardialen hERG-Kaliumkanile, die immer
wieder bei Wirkstoffen als Nebenwirkung beobachtet wird
und die Gefahr kardialer Arrhythmien mit sich bringt. Von
dieser Problematik sind lipophile Molekiile mit positiv gela-
denen Aminen und Benzamidinen wie im Betrixaban bevor-
zugt betroffen, da sie die positive Ladung des Kaliumkations
imitieren.® Die Arbeiten zu Betrixaban zeigten, dass
Chloranthranilamidgruppen im Mittelteil des Inhibitormole-
kiils eine signifikante hERG-Inhibition verursachen. Erst der
Ersatz des Chloratoms durch eine weniger lipophile Meth-
oxygruppe ermoglichte mit einer 16-fach verringerten hERG-
Inhibition die Durchfithrung klinischer Studien;® viele
andere Derivate bedurften aber einer innermolekularen
Kompensation der positiven Ladung durch eine Carboxylat-
gruppe.*!

Umfangreiche Arbeiten wurden bei Daiichi durchgefiihrt
und waren Gegenstand mehrerer zum Teil iiber 1000-seitiger
Patentanmeldungen!*! und Publikationen. Das Ergebnis der
Arbeiten war Edoxaban (30; Schema 12),/” fiir das 2010 die
Zulassung in Japan eingereicht wurde.*¥ Um die metaboli-
sche Stabilitdt des Cyclohexandiaminkerns zu verbessern,
wurde hier eine Dimethylamideinheit angehéngt. Als P1-
Gruppe liegt ein Chlorpyridylrest vor. In einem Nachfolge-
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FXa: IC50 = 2.3 nm

32
FXa: IC50=9.5nm

HN_NH,
N
CO,Me
Me
33
Otamixaban
FXa: Ki=0.4nm

Schema 12. FXa-Inhibitoren.

kandidaten, DT-831j (31), wurde hieraus ausgehend von 30
durch Einbezug einer Carbonylgruppe eine Anellierung zum
bicyclischen Chlorindol durchgefiihrt.[*”! Daraus resultiert in
der S1-Seite eine zusétzliche H-Briicke der Indol-NH-Einheit
mit dem Gly218-Carbonylsauerstoffatom. Die Molekiil-
struktur der verwandten Verbindung 32 (mit einem Chloris-
ochinolinyl-P1-Rest) im Kristall zeigt eine Wasser-vermittelte
H-Briicke zwischen dem Ringstickstoffatom und Ser195
sowie eine H-Briicke zwischen dem Isochinolinyl-H4-Atom
und der Gly218-Carbonylamideinheit im Enzym. Als P4-Rest
zeigte der Dihydropyrrolo[3,4-d]thiazolylrest gegeniiber dem
Sechsring-anellierten Tetrahydro-5-methylthiazolo[5,4-c]py-
ridin in 31 eine verringerte Lipophilie und geringere Plas-
maeiweiflbindung, verbunden mit einer stdrkeren antiko-
agulatorischen Aktivitdt im Plasma, sowie eine bessere Los-
lichkeit, wodurch seine orale Aktivitdt weniger durch die
Nahrungsmittelaufnahme beeinflusst wird.**! Otamixaban
(33) von Aventis befindet sich in Phase III der klinischen
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Entwicklung fiir den Einsatz gegen akutes Koronarsyndrom.
Es enthilt als P1-Gruppe einen Benzamidinylrest und ist mit
einer kurzen Halbwertszeit nur fiir intravenose Anwendung
geeignet. Der Pyridyl-N-oxidrest zeigt in die S4-Tasche und
bildet dort eine Wasser-vermittelte H-Briicke zum Carbo-
nylsauerstoffatom von Ile175.

Rivaroxaban (34; Schema 13) von Bayer HealthCare kam
2008 als erster direkter, oral wirksamer Faktor-Xa-Inhibitor
auf den Markt.”!! Hier {ibernimmt eine Chlorthienyleinheit

0 )
~ Yo
o,
HNWCI
s
34 ©

Rivaroxaban (Xarelto(R))
FXa:1C50 = 0.7 nm

0 0 OMe
— W \
o\_JN4§::>_N HNTJ[}“CI
Me O

35

(e}

EMD 495235
FXa:IC50=5.5nM

Schema 13. FXa-Inhibitoren mit Chlorthienylresten als P1- und einer
Morpholinonyleinheit als P4-Gruppe.

die Funktion der P1-Gruppe, wobei das Chloratom eine hy-
drophobe Kante-zu-Fliche-Cl---n-Wechselwirkung mit dem
Aren von Tyr228 eingeht und ein an dieser Stelle positio-
niertes Wassermolekiil verdrangt, was einen zusédtzlichen
entropischen Bindungsbeitrag liefert. Die Morpholinoncar-
bonylgruppe des P4-Restes fiihrt zu einer senkrechten Ver-
drehung des Morpholinonrings zum Aren und polarisiert die
Ring-CH,-Gruppe oberhalb von Trp215, was die CH,m-
Wechselwirkung verstiarkt.*” Das bei Rivaroxaban vorlie-
gende Kombinationsmuster aus P1- und P4-Rest erwies sich
als besonders effizient und wurde auch bei anderen Grund-
korpern wie 35°% und 50 adaptiert.

Razaxaban (37; Schema 14) war in Phase II der klinischen
Entwicklung.® Seine Molekiilstruktur wurde von dem fiir
Trypsin nicht so selektiven FXa-Inhibitor DPC423 (36) ab-
geleitet. DPC423 war mit seiner gegeniiber einem Benzami-
din abgeschwicht basischen Benzylamin-P1-Gruppe oral
bioverfiigbar. Razaxaban hat stattdessen einen nichtbasi-
schen und groBeren P1-Aminobenzisoxazolylrest, wobei die
Aminogruppe fiir die Wechselwirkung mit Asp189 in der S1-
Tasche und mit Gly218 verantwortlich ist. Da die S1-Tasche
von Faktor Xa wegen des kleineren Alal90 grofer ist als die
von Trypsin mit Ser190 an der gleichen Stelle, konnte hier-
durch die relative Affinitét fiir FXa gegeniiber der fiir Trypsin
von 440-fach auf >25000-fach erhoht werden. Der neue
Heterocyclus verschlechterte aber in Verbindung mit dem
(Methylsulfonyl)phenylrest von DPC423 die Loslichkeit des
Molekiils so stark, dass auf der P4-Seite ein Imidazolylrest mit
(Dimethylamino)methyleinheit eingebaut werden musste.
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Schema 14. FXa-Inhibitoren vom Apixaban-Typ.

Dies fiihrte zu einer Verbesserung von Loslichkeit und
Darmwandpermeabilitdt sowie zu einer Verringerung der
Plasmaeiweilbindung. Das N3-Stickstoffatom des Imidazol-
rings bildet eine H-Briicke zu Glu97 der S4-Tasche.

Zu beriicksichtigen sind aber auch Metabolismus und
Toxikologie eines Entwicklungskandidaten. Cytochrom-
P450-Inhibition und -Induktion in der Leber fithren zu un-
erwiinschten Arzneimittelwechselwirkungen. Bei DPC423
konnen die im Verlauf der Metabolisierung der Benzyl-
amingruppe durch CYP-Enzyme entstehenden, reaktiven
Intermediate toxische Effekte hervorrufen. AuBerdem war
bei Vertretern der Substanzklasse von DPC423 die amidische
Anbindung des P4-Teils metabolisch instabil und fiihrte zur
Freisetzung von mutagenem Methylsulfonylbiphenylanilin.®
Um die Anbindung zu stabilisieren, wurde im Verlauf der
weiteren Optimierung zum klinischen Kandidaten Apixaban
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(38) die Anilineinheit durch eine zusétzliche Briicke mit dem
Pyrazolkern verbunden.

Apixaban (38) ist ein weiterer nichtbasischer FXa-Inhi-
bitor von Pfizer/BMS, dessen Zulassung beantragt wurde. Die
Rontgenstrukturanalyse dieses 0.08 nMm Inhibitors zeigt die
Verdringung eines ungiinstig gebundenen Wassermolekiils in
der S1-Tasche durch die p-Methoxygruppe. Das Pyrazol-N2-
Stickstoffatom wechselwirkt mit dem Riickgrat von Gln192
und das Carbonylsauerstoffatom des Carboxamids mit der
NH-Einheit von Gly216. Die Orientierung des Lactam-
Phenyl-Restes in der S4-Tasche zeigt eine Kante-zu-Fldche-
Wechselwirkung mit Trp215.5"

Die Entwicklung neuer Faktor-Xa-Inhibitoren bleibt
nicht stehen: Vor kurzem wurde mit dem Triazolinonphe-
nylrest eine neue P1-Gruppe eingefiihrt,*® die eigentlich zu
groB} fiir die S1-Tasche ist. Die Kristallstruktur von FXa mit
dem von 38 abgeleiteten Inhibitor 39 zeigt aber, dass der
Aspl89-Rest in diesem Fall aus seiner normalen Lage her-
ausgedreht ist und so eine grofere Tasche zur Aufnahme des
Triazolinonphenylrestes freigibt. Die Carbonylgruppe der
Triazolinoneinheit bildet eine iiber ein Wassermolekiil ver-
mittelte H-Briicke zur Asp189-Carboxylatgruppe. Eine wei-
tere H-Briicke zu dem anderen Carboxylatsauerstoffatom
wird ebenfalls iiber ein Wassermolekiil vermittelt und geht
von einem Triazolinon-N-Atom aus. Die andere Triazolinon-
NH-Einheit bildet eine H-Briicke zu Gly218. Die Verbindung
ist selektiv, denn in der S1-Tasche von Thrombin ,,wehrt* sich
die Asp189-Seitenkette gegen das Zuriickdriicken aufgrund
einer elektrostatischen Abstofung zum Asp221; Faktor Xa
enthélt an dieser Position nur ein ungeladenes Ala221.

Viele FXa-Inhibitoren setzen sich aus drei Pharmako-
phoren zusammen: dem P1-Rest, dem P4-Rest und einem
Kernteil. Haufig genutzte Pharmakophore seien im Folgen-
den aufgezéhlt:

Bevorzugte nichtbasische P1-Bausteine sind Chlorthio-
phen, Chlorbenzothiophen, Chlorbenzol, Chlornaphthalin, 4-
Methoxybenzol,  Chlorisochinolin®  und  Chlorindol
(Schema 15).#

Die lipophile S4-Tasche wird bevorzugt adressiert von
substituierten Heterocyclen, die zusitzlich auch eine positive
Ladung beherbergen konnen, um mit dem ,,Kationenloch* zu
wechselwirken (Schema 16). Infrage kommen hierfiir z.B.
Methylsulfonylbenzol (DPC423), Pyridin-N-oxid (Otamix-
aban), Pyridine, Pyrrolopyridine,” Tetrahydro-5-methyl-
thiazolo[5,4-c]pyridin (Edoxaban), Pyrazole und Imidazole
sowie nichtaromatische Amide, Lactame (Apixaban), Mor-
pholinone (Rivaroxaban), Pyridone (Eribaxaban), cyclische
Amine,” Methylpiperazin,® Methylaminooxazoline und
-imidazole,”®"! Oxazolidinimine, Amidine (Betrixaban)®®” und
Guanidine.

Es konnte gezeigt werden, dass die stufenweise Methy-
lierung einer terminalen P4-Aminoalkylgruppe zu einer Zu-
nahme der Kation-n-Wechselwirkung zu den aromatischen
Aminosiureseitenketten in der aromatischen S4-Tasche fiihrt,
wobei das tertidre und das quartire Ammoniumion zusétzlich
von wegfallenden Desolvatisierungsenergien profitieren.*!
Dies erkldrt auch, weshalb in der Reihe von Razaxabande-
rivaten 37 (Schema 14) der K;-Wert fiir FXa in der Reihe 2-
PhCH,NH, (K;=2.0 nm) > 2-PhCH,NMe, (K;=0.2 nm) > 2-

www.angewandte.de

© 201 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

A. Straub et al.
cl
ci
s s al s cl */Q)\CI
F
H H
. « N N
P \ qu/
N __~ cl cl Cl
O O

H,N
m* N ) ] "
o
S N
Cl N [e) N cl X

*
=7
Q
*
Iz /§>\O

Schema 15. Bevorzugte nichtbasische oder schwach basische P1-Bau-
steine bei FXa-Inhibitoren.
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Schema 16. Bevorzugte P4-Bausteine bei FXa-Inhibitoren.

Ph-CH,-N*Me;Br™ (K;=0.05 nM) abnimmt, die Absorption
durch die Darmwand sich aber verschlechtert.*¥

Fiir den Mittelteil (Schema 17), an den die P1- und P4-
Reste gebunden sind, werden Bausteine wie Oxazolidinone,
Anthranilamide, cyclische Diamine, Indazole, Pyrazole,
Piperazinone und Indole beschrieben. Die Bindung zu den
P1- und P4-Resten erfolgt iiber Methylen-, Amid- oder Sul-
fonamidbindungen, wobei zu den P4-Resten hé&ufig eine
Phenylen-, Chlorthienylen- oder Piperidinylbriicke zwi-
schengeschaltet ist.

5. Duale Thrombin/Faktor-Xa-Inhibitoren
Kombiniert man einen Thrombin- und einen Faktor-Xa-
Inhibitor in einer jeweils fiir einen antithrombotischen Effekt

unterschwelligen Dosierung, so findet man in Thrombose-
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Schema 17. Bevorzugte Kernbausteine bei FXa-Inhibitoren.

modellen, dass die direkte Inhibierung beider Targets zu-
gleich nicht nur einen additiven, sondern sogar einen syner-
gistischen antithrombotischen Effekt ergibt.[®%! Diese Be-
funde lassen hoffen, dass eine duale Therapie ein groBeres
therapeutisches Fenster aufweisen konnte. Die niedrigere
Dosierung fithrt zu weniger unerwiinschten Nebenwirkungen
(wie Blutungen), liefert dabei aber wegen des Synergismus
schon den gewiinschten antithrombotischen Effekt. Aus
diesem Grunde haben mehrere Gruppen begonnen, auch
nach dualen Inhibitoren zu suchen.!”

Boehringer Ingelheim berichtete 2001, dass die 1-Me-
thylbenzimidazoleinheit einer Reihe ihrer Inhibitoren in der
Lage ist, sowohl die kleine, fiir Losungsmittel zugéngliche
Tasche in Faktor Xa wie auch die groBere, hydrophobe S2-
Tasche in Thrombin auszufiillen.*®! Einer der potentesten
dualen Inhibitoren ist hierbei BIBM1015 (40; Schema 18).
Ein anderes Derivat aus dieser Serie, BIBT986 (41, Tanogi-
tran),® wurde in die klinische Entwicklung genommen und
im Menschen erfolgreich in einem Modell zur Endotoxin-in-
duzierten Koagulation untersucht;”” {iber eine weitere Ent-
wicklung dieser Verbindung wurde aber seither nicht be-

richtet.
Me
N
i Zam\ NH
o O
40

BIBM1015
FXa: Kj=15nm
Flla: K;=20nm

2

Me

/

N
Ol\z/le />_\ NH
P ol AWa
HN;\ NH,

07 oH 41

BIBT986
FXa: Ki=26.2 nm
Flla: Ki= 2.7 nm

Schema 18. Duale Thrombin/FXa-Inhibitoren von Boehringer Ingel-
heim.
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Merck (US) berichtete 2004 iiber eine neue Serie von
Oxazolopyridinen (42-44; Schema 19), deren Optimierung

72N \O
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‘ / N N # N
N A~N H
H FF N NH
N NH
Cl
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FXa: K= 50.5 nm FXa:Ki= 11nm
Flla: K;=4.6 nm Flla: K;=5.2 nm
o~
S o] N/JN
| V. N
N~ N
H
N NH
7
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FXa:Ki=3.9 nm

Flla: K; = 0.04 nm

Schema 19. Duale Thrombin/FXa-Inhibitoren von Merck (US).

im Laufe des Projektes auch zu dualen Inhibitoren fiihrte.”"!
Hierbei wechselwirkt das Triazolyl- und/oder Chlor-substitu-
ierte Aren mit der S1-Tasche, das Oxazolopyridin mit der S2-
und die Piperidylgruppe mit der S3-Tasche. Die exocyclische
NH-Gruppe und das Stickstoffatom des Oxazolrings gehen
beide eine Wasserstoffbriicke mit Gly216 ein, wéahrend das
Stickstoffatom der P3-Piperidineinheit eine intramolekulare
Wasserstoffbriicke mit dem Aminopyridinring-Stickstoffatom
bildet. 44 war der potenteste Inhibitor, zeigte aber eine nur
sehr geringe orale Bioverfiigbarkeit von <1 %.

Geringe Variationen im P1-Teil des Faktor-Xa-Inhibitors
45 von GlaxoSmithKline fithrten zum geséttigten 46, das eine
starkere Thrombin- als Faktor-Xa-Komponente aufweist, und
zu 47 mit einer zusitzlichen Methylgruppe an der Doppel-
bindung, die iiberraschenderweise ein potenter, dualer Inhi-
bitor ist (Schema 20)."?! Alle drei Verbindungen binden auf
dhnliche Weise an Thrombin: Die Chlorthienylgruppe fun-
giert als S1-Binder, die Carbonylgruppe des Pyrrolidins
wechselwirkt mit dem Proteinriickgrat, und der Morpholin-

Me’
AL Q.o
o N{ ;/j"fN/S P> S
“— o0 o H = o 4 H =
S/ S/
45 cl 46 cl
FXa:Ki=4nm

FXa:K; =154 nm
Flla: K; =387 nm

Flla: K;=17nm

Me
7 N/W 0.0 Me
0 N‘( 7N S
/ o o H =

s/
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Cl
FXa:Ki=2nm
Flla: ;=2 nm

Schema 20. Duale Thrombin/FXa-Inhibitoren von GlaxoSmithKline.
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ring besetzt die S2-Tasche, wobei die S3- und S4-Taschen
unbesetzt bleiben. Im Fall der Bindung an Faktor Xa gehen
die Chlorthienylgruppe und die Carbonylgruppe des Pyr-
rolidins zwar analoge Wechselwirkungen ein, anders als im
Fall von Thrombin ist die Alanylamidgruppe der Morpho-
lineinheit aller drei Verbindungen aber in der S4-Tasche lo-
kalisiert. Die Unterschiede in den Inhibitorprofilen der drei
Verbindungen sind auf verschiedene Konformationen des
jeweiligen Sulfonamids zuriickzufiihren.

Eine Reihe weiterer sehr potenter, dualer Thrombin/
Faktor-Xa-Inhibitoren wie 48-51 von Sanofi-Aventis wurden
2009 offengelegt (Schema 21);™7¥ es liegen jedoch keine
Informationen iiber eine weitere Entwicklung dieser Ver-
bindungsklasse vor.

FXa:Ki=0.72nm
Flla: K;=14 nm

FXa: K= 0.44 nm
Flla: K;=0.79 nm

o cl o Sc
50 51
FXa:Ki=0.88 nm FXa:Ki=1.92 nm
Flla: K = 5.64 nm Flla: K; = 3.48 nm

Schema 21. Duale Thrombin/FXa-Inhibitoren von Sanofi-Aventis.

6. Vergleichende Betrachtung der Wirkstoffentwick-
lungen von Flla- und von FXa-Inhibitoren

Weshalb gelangte die pharmazeutische Industrie trotz des
spateren Einstieges bei FXa-Inhibitoren schneller zum Erfolg
als bei Thrombin-Inhibitoren?

Zur Beantwortung dieser Frage ist es sinnvoll, die Bin-
dungstaschen dieser beiden eng miteinander verwandten
Enzyme im Detail zu analysieren. Im Sequenzabgleich der
Proteasedoménen wichtiger, an der Blutgerinnung beteiligter
Serinproteasen (Abbildung 1) erkennt man, dass Thrombin
und FXa eine Sequenzidentitdt von 37 % aufweisen und
Thrombin im Bereich der Aminosduren in Position 60 eine
groBere Schleife aufweist als alle anderen Proteasen. Dies
fiihrt in der Substratbindungstasche zu einer grof3en, vor-
wiegend lipophil gestalteten S2-Tasche. Die S1-Tasche ist
duflerst dhnlich zu jener von FXa. Die Aminosduren der
Position 227 (Thrombin: Phe227, FXa: Ile227) sind unter-
schiedlich — da sie ins Proteininnere zeigen, hat dies aber
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keine groeren Auswirkungen auf die Gestalt der S1-Ober-
flaiche. AuBBerdem ist am Ausgang der S1-Tasche Thrombin-
Glul92 gegen FXa-GIn192 ausgetauscht. Meist erweisen sich
diese Aminoséduren als sehr flexibel und sind daher selten in
Inhibitor-Protein-Wechselwirkungen einbezogen. Signifikan-
te Unterschiede ergeben sich allerdings im Bereich der S4-
Tasche: Diese wird bei FXa von zwei aromatischen Amino-
sduren (Tyr99, Phe174) begrenzt, wogegen Thrombin dort ein
Ile und Leu enthiélt. Der Grund der S4-Tasche wird in beiden
Proteinen durch ein Trp215 gebildet. Weitere Unterschiede
sind auch in der S3-Tasche zu erkennen: Diese formt bei
beiden Proteasen nur eine flache Delle an der Proteinober-
flaiche. Bei Thrombin bestehen aber Wechselwirkungsmog-
lichkeiten von polaren Seitenketten mit Thr172 in der S3-
Tasche, wihrend bei FXa das entsprechende Serl72 vom
groBeren Phel74 abgeschirmt ist.

Thrombin hat bis auf die tiefe S1-Tasche eine flache, eher
lipophil geprégte Substratbindungsstelle, wogegen FXa mit
den beiden aromatischen Aminosduren in der S4-Tasche eine
tiefere Inhibitor-Bindungsstelle bildet. Den Durchbruch zu
Inhibitoren mit sehr guten pharmakokinetischen FEigen-
schaften brachte im Falle von FXa der Ersatz von polaren P1-
Gruppen durch lipophile Substituenten (z.B. eine Chlorthi-
enylgruppe). Durch eine flache P4-Gruppe mit ni-Elektronen
kommt man insgesamt zu sehr potenten (subnanomolaren)
Inhibitoren mit ausgewogenen Lipophilie-Eigenschaften. Die
hohe Affinitdt der bislang auf den Markt gelangten Throm-
bin-Inhibitoren resultiert aus ionischen Wechselwirkungen
mit der S1- und der S3-Tasche sowie lipophilen Kontakten mit
der S2- und S4-Tasche. Solche Verbindungen sind geladen
und haben ein relativ hohes Molekulargewicht, was sich in
einer méfBigen Pharmakokinetik widerspiegelt. Wie bei
Faktor-Xa-Inhibitoren kann auch bei Thrombin-Inhibitoren
wegen der groBen Ahnlichkeit ihrer S1-Tasche mit der von
FXa der Chlorthienylrest als P1-Gruppe verwendet werden.
Die S4-Tasche von Thrombin liefert, anders als diejenige von
FXa, wegen der fehlenden aromatischen Aminosduren und
ihres flacheren Charakters nur einen begrenzten energeti-
schen Beitrag zur Wechselwirkung mit Inhibitoren. Zusétzli-
che Bindungsenergie ist bei Thrombin in der S2-Tasche also
nur durch lipophile P2-Gruppen zu erlangen. Derartige hoch
lipophile Verbindungen konnten bisher allerdings nicht fiir
die Anwendung am Menschen optimiert werden.

Fassen wir zusammen: Obwohl FXa und Thrombin ein-
ander sehr dhnlich sind, entscheiden die kleinen Unterschiede
in den Bindungstaschen iiber die Erfolgsaussichten der Inhi-
bitoroptimierung. Dies ist der Grund dafiir, dass es viel
schwieriger ist, Thrombin-Inhibitoren zu finden, die gleich-
zeitig eine hohe Bindungsaffinitdt und vorteilhafte pharma-
kokinetische Eigenschaften haben sollen.

Eingegangen am 26. Juli 2010
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