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Abstract: Fragmentbasiertes Wirkstoffdesign (FBWD) fîhrt
zu pharmakologisch aktiven Substanzen fîr biologische Tar-
gets. Obschon es zahlreiche Beispiele fîr FBWD anhand von
Fragmentwachstum und -optimierung gibt, wird die Verknîp-
fung von Fragmenten nur selten verwendet. Dynamische
kombinatorische Chemie (DKC) ist zu einer erfolgreichen
Strategie fîr die Identifizierung von Hits fîr biologische Tar-
gets herangewachsen. Wir berichten hier îber die synergisti-
sche Kombination von Fragmentverknîpfung und DKC, um
Inhibitoren der Aspartylprotease Endothiapepsin zu identifi-
zieren. Aufbauend auf Rçntgenkristallstrukturen von Endo-
thiapepsin im Komplex mit Fragmenten haben wir eine Bi-
bliothek von Bisacylhydrazonen entworfen und DKC benutzt,
um potente Hemmstoffe des Enzyms zu identifizieren: Der
st�rkste Hemmstoff besitzt einen IC50-Wert von 54 nm, was eine
240-fache Steigerung der Affinit�t im Vergleich zu den Aus-
gangstreffern darstellt. Anschließend hat die Rçntgenkristal-
lographie den vorhergesagten Bindungsmodus best�tigt und
somit die Effizienz der Kombination aus Fragmentverknîp-
fung und DKC als Strategie fîr die Identifizierung von Hits
unterstrichen. Die Methode kann fîr eine Reihe biologischer
Targets Anwendung finden und sollte das Potenzial haben, die
Optimierung eines Hits zu einer Leitstruktur zu vereinfachen.

Im letzten Jahrzehnt hat sich das fragmentbasierte Wirk-
stoffdesign (FBWD) als neues Konzept in der Wirkstoffsuche
hervorgetan und ist auf eine zunehmende Zahl biologischer

Targets angewendet worden.[1–3] FBWD erzielt hçhere Tref-
ferraten als Hochdurchsatz-Screening und ermçglicht es, den
chemischen Raum mit kleineren Bibliotheken abzudecken.[2]

Seit Mitte der 90er Jahre[4] hat FBWD einen enormen Zu-
spruch erfahren und viele pharmazeutische Unternehmen
nutzen FBWD, sodass inzwischen mehr als 18 Wirkstoffkan-
didaten auf diesem Wege entwickelt wurden und in die kli-
nischen Testung gelangt sind.[5]

Nach der Entdeckung von Fragmenttreffern anhand ver-
schiedener Techniken werden die aufgefundenen Hits durch
schrittweises Vergrçßern, Verknîpfen oder Vereinigen der
Fragmente zu grçßeren Leitstrukturen und Wirkstoffkandi-
daten optimiert. Fragmentwachstum ist dabei zur beliebtes-
ten und erfolgreichste Optimierungstechnik herangereift,[6,7]

obschon es mehrere iterative Zyklen aus Design, Synthese
und Validierung des Bindungsmodus fîr jedes einzelne De-
rivat erfordert. Um diesen Nachteil zu îberwinden, haben wir
vor kurzem îber die Kombination von Fragmentwachstum
und dynamischer kombinatorischer Chemie (DKC) berichtet,
was eine deutliche Beschleunigung der Wirkstoffentwicklung
erlaubt.[8] Fragmentverknîpfung ist hingegen wegen der
mçglichen „Super-Additivit�t“ (Verbesserung der Liganden-
effizienz (LE) statt diese nur konstant zu halten) ein beson-
ders attraktives Vorgehen. Als erstes hatten Fesik und Mit-
arbeiter îber eine solche îberraschende „Super-Additivit�t“
bei der Fragmentverknîpfung berichtet.[4, 9] Seitdem gibt es
nur wenige Studien in der Literatur, die eine Effizienz bei der
Fragmentverknîpfung schwach-affiner Fragmente zu hoch-
affinen Liganden nachweisen.[10, 11] Die Herausforderung be-
steht darin, den Bindungsmodus der in benachbarten Taschen
gebundenen Fragmente beizubehalten und einen perfekt
passenden Linker zu identifizieren.[12, 13]

Neben FBWD, sind DKC[14–18] und dynamisches Liga-
tionsscreening (DLS)[19–22] leistungsf�hige Strategien, um Hits
fîr biologische Zielstrukturen zu identifizieren bzw. zu opti-
mieren. In einer dynamischen kombinatorischen Bibliothek
(DKB) sind die Bindungen zwischen den Bausteinen rever-
sibel und werden im Gleichgewicht gebildet bzw. wieder ge-
brochen. Das Hinzufîgen des Proteintargets fîhrt zur Ein-
stellung eines neuen Gleichgewichts, da einer oder mehrere
Bibliotheksbestandteile von dem Protein abgefangen werden,
was zu einer Amplifikation des/der st�rksten Binder(s) der
DKB fîhrt. Im DLS ermçglicht die Ausbildung einer rever-
siblen, kovalenten Bindung zwischen einer dirigierenden
Sonde und einem nukleophilen Fragment die Detektion
schwach-affiner Liganden, sodass die Messung bei mikro-
molarer Konzentration durchgefîhrt werden kann.
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Wir haben daher die synergistische Kombination von
Fragmentverknîpfung und DKC als effiziente Strategie fîr
die Identifizierung und Optimierung von Enzyminhibitoren
in Erw�gung gezogen. Dabei kombinieren wir Fragmentver-
knîpfung mit Bisacylhydrazon-basierter DKC, um Inhibito-
ren fîr Endothiapepsin zu identifizieren, ein Enzym, das zu
der bekanntermaßen schwierigen Familie pepsinartiger As-
partylproteasen gehçrt.[23]

Aspartylproteasen kommen in Pilzen, Wirbeltieren,
Pflanzen und in Retroviren wie dem HI-Virus vor. Diese
Enzymklasse spielt eine urs�chliche Rolle in wichtigen
Krankheiten wie Malaria, Alzheimer, Bluthochdruck und
AIDS.[23] Dank seiner hohen øhnlichkeit mit diesen Targets
fîr eine Wirkstoffentwicklung, wurde Endothiapepsin immer
wieder als Modellenzym fîr mechanistische Studien[24–26] und
fîr die Entwicklung von Hemmstoffen des Renins[27] und der
b-Secretase benutzt.[28] Da Endothiapepsin ein sehr robustes
Enzym ist, das îber mehr als 20 Tage bei Raumtemperatur in
Lçsung aktiv bleibt, leicht in großen Mengen verfîgbar und
einfach zu kristallisieren ist, stellt es einen bestens geeigneten
Vertreter der Aspartylproteasen fîr Modellstudien dar.[18]

Pepsinartige Aspartylproteasen sind als Monomer aktiv und
bestehen aus zwei strukturell �hnlichen Untereinheiten, die
jeweils einen Aspartylrest zur katalytischen Diade beitragen
(D35 und D219 in Endothiapepsin). Sie spalten die Peptid-
bindung des Substrats durch nukleophilen Angriff eines ka-
talytischen Wassermolekîls.

Obschon îber Bisacylhydrazon-basierte DKC berichtet
wurde,[29] gibt es keinen Bericht îber Fragmentverknîpfung
mithilfe von DKC. Wir beschreiben hier, wie sich Fragment-
verknîpfung und Optimierung mit DKC kombinieren l�sst,
um auf effizientem Weg an Liganden zur Hemmung der As-
partylprotease Endothiapepsin zu gelangen.

Wir haben Rçntgenkristallstrukturen von Endothiapepsin
im Komplex mit den Acylhydrazonen 1 und 2 (PDB Code:
4KUP und 3T7P) als Startpunkt fîr die Fragmentverknîp-
fung gew�hlt (Abbildung 1). Mithilfe der synergistischen

Kombination von strukturbasiertem De-novo-Design und
DKC hatten wir zuvor 1 und 2 als Hits in einer Acylhydrazon-
basierten DKB entdeckt.[18] Unsere Treffer 1 und 2 besitzen
IC50-Werte von 12.8 mm und 14.5 mm bzw. LEs von 0.27 und
0.29 gegen Endothiapepsin. Beide Treffer nehmen unter-
schiedliche Bindungsmodi mit der katalytischen Diade ein:
Entweder erfolgt eine îber Wasser vermittelte oder eine di-
rekte Wechselwirkung unter Verdr�ngung des katalytischen
Wassermolekîls. Fragmente 1 und 2 belegen mit ihren Sei-
tenketten die S1- und S2- oder die S1- und S2’-Taschen
(Abbildung 2a).

Wir hatten uns vorgenommen, 1 und 2 so zu verknîpfen,
dass ein Hemmstoff erhalten wird, der die S1-, S1’-, S2- und
S2’-Taschen des Endothiapepsins ausfîllt und eine Vielzahl
von Protein-Ligand-Wechselwirkungen eingeht, wodurch die
LE beibehalten oder verbessert wird. Mithilfe des Molecular-
Modeling-Programms Moloc[30] haben wir den Mesitylsub-
stituenten von 1 îber einen Acylhydrazonlinker an den
Naphthylrest von 2 angeknîpft, der an der Schnittstelle zwi-
schen den S2- und S2’-Taschen liegt und als ein geeigneter
Linker erschien. Acylhydrazon-basierte DKC ist attraktiv fîr
Projekte in der Medizinalchemie, da die gebildeten Produkte
sowohl îber H-Brîcken-Donoren als auch -Akzeptoren ver-
fîgen und unter sauren wie physiologischen Bedingungen
ausreichend stabil als Wirkstoffkandidaten sind. In unseren
vorangehenden Studien haben wir gezeigt, dass Endothia-
pepsin Acylhydrazon-basierte DKC toleriert.[8, 18] Visuelle
Auswertung der bekannten Kokristallstrukturen von Endo-
thiapepsin[31] und eine „Hotspot“-Analyse[32] des aktiven
Zentrums legten nahe, dass sowohl aromatische als auch ali-
phatische Substituenten in der S2’-Tasche aufgenommen
werden kçnnen, da sie hydrophobe Wechselwirkungen mit
den Resten G37, L133 und F194 eingehen kçnnen. Aufgrund
unserer Modellierungen und Auswertung der synthetischen
Zug�nglichkeit, haben wir einen Satz Bisacylhydrazon-ba-
sierter Hemmstoffe des Endothiapepsins entworfen und op-
timiert. Eine �berlagerung eines entworfenen Bisacylhydra-
zon-basierten Hemmstoffs mit den ursprînglichen Fragmen-
ten ist in Abbildung 2 gezeigt. Alle Bisacylhydrazone gehen
H-Brîckenbindungen mit der katalytischen Diade ein und die
meisten belegen die S1-, S2-, S1’- und S2’-Taschen, wobei der
Bindungsmodus der Fragmente 1 und 2 beibehalten wird.

Abbildung 1. Strukturen der Treffer 1 und 2.

Abbildung 2. a) �berlagerung der mittels Rçntgenkristallographie be-
stimmten Bindungsmodi von 1 (C: orange) und 2 (C: grín) (PDB
Code: 4KUP und 3T7P) mit einem modellierten Bisacylhydrazon-
Hemmstoff (C: gelb), b) Chemische Struktur des entworfenen Bisacyl-
hydrazons, das in Abbildung 2a dargestellt ist.[33]
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Retrosynthese aller entworfener Bisacylhydrazone fîhrt
zu Isophthalaldehyd (3) und neun Hydrazidbausteinen 4–12
fîr DKC (Schema 1). W�hrend der Bisaldehyd 3 und die
Hydrazide 10–12 kommerziell erh�ltlich sind, haben wir die
Hydrazide 4–9 ausgehend von den entsprechenden Methyl-
estern durch Behandlung mit Hydrazin-Monohydrat herge-
stellt (60–90 % Ausbeute, siehe Schema S1 in den Hinter-
grundinformationen).

Wir haben eine DKB mit Bisaldehyd 3 und neun Hydra-
ziden 4–12 entwickelt, die zu 78 mçglichen Bisacylhydrazo-
nen (exklusive E/Z-Isomeren) und 12 Monoacylhydrazonen
fîhrt. Um die Analyse der Umsetzungsprodukte zu verein-
fachen, haben wir die Bibliothek in zwei Teilbibliotheken
unterteilt. Wir haben Umkehrphasen-HPLC und LC-MS
eingesetzt, um die DKBs zu analysieren und die besten
Binder zu identifizieren. Dabei verwendeten wir Anilin als
nukleophilen Katalysator, da sich in Gegenwart dieses Mo-
lekîls das Gleichgewicht schneller als ohne Katalysator ein-
stellt.

Die erste Bibliothek, DKB-1, bestand aus den vier
Hydraziden 5, 6, 10 und 12 (jeweils 100 mm) sowie dem Bis-
aldehyd 3 (50 mm) in Anwesenheit von 10 mm Anilin und 2%
DMSO in 0.1m Natriumacetat-Puffer bei pH 4.6, was im
Gleichgewicht mit diesen Ausgangsbausteinen zur Bildung
von 15 mçglichen Homo- und Heterobisacylhydrazonen
(exklusive der E/Z-Isomere) und fînf Monoacylhydrazonen
fîhrt. Wir konnten alle Homo- und Heterobisacylhydrazone
mittels LC-MS-Analyse nachweisen. Nach Hinzufîgung von
Endothiapepsin beobachteten wir eine Amplifikation der
Bisacylhydrazone 13 und 14 um das mehr als Dreifache im
Vergleich zur Reaktion ohne Enzymzusatz (Abbildung 3 und
Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen). Wir gene-
rierten eine zweite Bibliothek, DKB-2, mit den fînf Hydr-
aziden 4, 7, 8, 9 und 11 (jeweils 100 mm) und dem Bisaldehyd 3
(50 mm) unter denselben Bedingungen, was zur Bildung von
28 mçglichen Homo- und Heterobisacylhydrazonen (exklu-
sive der E/Z-Isomere) und sieben Monoacylhydrazonen im
Gleichgewicht mit diesen Bausteinen fîhrt. Nach Hinzufîgen
des Proteins wurden die Bisacylhydrazone 15 und 16 um mehr
als den Faktor zwei im Vergleich zur Reaktion ohne Enzym
gebildet (Abbildung 3 und Abbildung S2 in den Hinter-

grundinformationen). Wir setzten auch eine grçßere Biblio-
thek ein, DKB-3, die unter Verwendung aller neun Hydrazide
4–12 und Bisaldehyd 3 erstellt wurde und zur Amplifikation
der schon zuvor beobachteten Bisacylhydrazone 13, 14 und 16
sowie 17 und 18 fîhrte (Abbildung 3 und S3 in den Hinter-
grundinformationen). Insgesamt haben wir auf diesem Weg

Schema 1. Strukturen und retrosynthetische Analyse der entworfenen Bisacylhydrazon-Hemmstoffe sowie die entsprechenden Aldehyd- (3) und
Hydrazid-Vorstufen (4–12).

Abbildung 3. Chemische Strukturen der in den drei DKBs mittels LC-
MS-Analyse identifizierten Bisacylhydrazone.

Angewandte
ChemieZuschriften

9571Angew. Chem. 2016, 128, 9569 –9574 Ó 2016 Die Autoren. Verçffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


zwei Homo- (13 und 16) und vier Heterobisacylhydrazone
(14, 15, 17 und 18) aus den drei Bibliotheken DKB-1, DKB-2
und DKB-3 identifiziert (Abbildung 3).

Um in einem Hemmassay die biochemische Aktivit�t der
amplifizierten Bisacylhydrazone zu bestimmen, haben wir die
zwei Homo-Bisacylhydrazone 13 und 16 ausgehend von den
entsprechenden Hydraziden 5 und 8 und dem Bisaldehyd 3
synthetisiert (siehe Schema S2 und S3, Hintergrundinforma-
tionen). Anschließend haben wir ihre Hemmwirkung mit
einem fluoreszenzbasiertem Assay bestimmt, der in Analogie
zu einem HIV-Proteaseassay entwickelt wurde.[34] Die bio-
chemische Auswertung best�tigte die Resultate unserer
DKC-Experimente, die wir mit LC-MS analysiert hatten.
Bisacylhydrazone 13 und 16 hemmen das Enzym mit IC50-
Werten von 0.054 mm und 2.1 mm (siehe Abbildungen 4 sowie
S4 und S5 in den Hintergrundinformationen). Die Aktivit�t
des besten Hemmstoffs ist im Vergleich zu den Ausgangs-

treffern 240-fach verbessert. Die experimentellen Gibbs-
Bindungsenergien (DG) und LEs, die mithilfe der Cheng-
Prusoff-Gleichung aus den experimentellen IC50-Werten be-
rechnet wurden,[35] liegen bei DG(13) =¢49 kJmol¢1, DG-
(16) =¢34 kJmol¢1 und LE(13) = 0.29, LE(16) = 0.25. Im
Vergleich zu den Ausgangsfragmenten stellt dies eine Ver-
besserung der DG-Werte unter Erhaltung der LEs dar (Ta-
belle 1).

Um den vorhergesagten Bindungsmodus der verknîpften
Fragmente zu validieren, haben wir den st�rksten Hemmstoff
13 in Endothiapepsinkristalle eindiffundieren lassen und die
Kristallstruktur im Komplex mit dem Enzym bei 1.36 è
Auflçsung bestimmt (PDB Code: 5HCT). 13 bindet in den
S1-, S1’- und S2-Taschen und bildet îber seine a-C-Amino-
gruppe ein H-Brîcke mit der katalytischen Diade (Abbil-
dung 5a). Ein Teil dieses Bisacylhydrazons ist in der Elek-
tronendichtekarte nicht sichtbar, was auf eine Unordnung
dieses Substituenten îber mehrere Konfigurationen in der
Bindetasche hinweist und folgendermaßen mit unseren Mo-
dellierungsstudien in Einklang zu bringen w�re. In zwei
plausiblen Bindungsposen kçnnte der kristallographisch nicht
aufgelçste Teil des Bisacylhydrazons 13 in Richtung der S2’-
und S6-Taschen orientiert sein oder er verbliebe exponiert
zum umgebenden Lçsungsmittel (Abbildung 5b).

Abbildung 4. Hemmwirkung des Bisacylhydrazons 13
(IC50 = 54.5�0.5 nm). Die Messpunkte wurde in jeweils zwei Einzel-
messungen ermittelt, Fehler sind als Standardabweichung (SD) ange-
geben.

Tabelle 1: Die IC50-Werte, Ligandeffizienzen (LEs), berechnete und ex-
perimentelle freie Gibbs-Bindungsenergien (DG) der ursprínglichen
Fragmente und Bisacylhydrazon-Hemmstoffe.

Hemmstoff IC50 [mm] Ki [mm] DG[a] [kJmol¢1] LE[a]

1 12.8�0.4 6�0.2 ¢30 0.27
2 14.5�0.5 7�0.2 ¢30 0.29
13 0.054�0.0005 0.0254�0.0002 ¢49 0.29
16 2.1�0.1 0.98�0.05 ¢34 0.25

[a] Die Gibbs-Bindungsenergien (DG) und die Ligandeffizienzen (LEs)
wurden von den experimentell bestimmten IC50-Werten abgeleitet.

Abbildung 5. a) Rçntgenkristallstrukturen des Endothiapepsins im Kokristall mit Bisacylhydrazon 13 (PDB: 5HCT). b) �berlagerung der Kristall-
struktur (violett) mit der berechneten Struktur (gelb und tírkis) von 13.[33]
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Der detaillierte Bindungsmodus des verbleibenden Teils
des Bisacylhydrazons 13 ist in Abbildung 5a dargestellt. Der
sichtbare Teil von 13 beh�lt den Bindungsmodus des ur-
sprînglichen Hits 1 bei und geht mit seiner a-C-Amino-
gruppe vier ladungsunterstîtzte H-Brîcken mit der katalyti-
schen Diade ein. Weiterhin interagiert er mit der Carboxy-
latgruppe von D81 îber die NH-Gruppe des Indolylsubsti-
tuenten, der in der S1-Tasche gebunden ist und eine ver-
schobene p-p- und eine CH-p-Wechselwirkung mit F116 und
L125 eingeht. Der Phenylrest von 13 ist in der S2-Tasche
gebunden und geht hydrophobe Wechselwirkungen mit I300
und I304 ein. Wie die Mesitylgruppe von 1 geht die Phenyl-
gruppe von 13 auch eine Amid-p-Wechselwirkung mit der
Peptidbindung ein, die die Aminos�uren G80 und D81 ver-
knîpft. Der Phenylsubstituent in 13 ist îber zwei Iminfunk-
tionalit�ten verknîpft, was den aromatischen Ring elektro-
nenverarmt und vermutlich die Amid-p-Wechselwirkung im
Vergleich zum elektronenreichen Mesitylring in 1 ver-
st�rkt.[36]

Mit dieser Studie haben wir zum ersten Mal gezeigt, dass
die synergistische Kombination von Fragmentverknîpfung
und DKC eine leistungsf�hige und effiziente Strategie dar-
stellt, um beschleunigt Treffer zu identifizieren und zu opti-
mieren, die zu potenten Hemmstoffen der Aspartylprotease
Endothiapepsin fîhren. Wir haben eine LC-MS-Analyse
verwendet, um die besten Binder direkt aus den DKBs zu
identifizieren. Der st�rkste Hemmstoff besitzt einen IC50-
Wert von 54 nm, was einer 240-fachen Verbesserung der Af-
finit�t im Vergleich zu dem Ausgangstreffer aus dem ersten
Optimierungszyklus entspricht. Anschließend hat die Rçnt-
genkristallographie unsere In-silico-Fragmentverknîpfung
best�tigt. Unsere strategische Kombination aus computerba-
sierten und analytischen Methoden hat das Potenzial, die
Wirkstoffentwicklung fîr die anspruchsvolle Klasse der As-
partylproteasen zu beschleunigen, um so zu neuen Leit-
strukturkandidaten zu kommen. Mçglicherweise l�sst sich
dieses Konzept auf eine große Anzahl anderer Proteintargets
îbertragen.
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