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Kurzfassung  
Seit den 1980er Jahren versucht die Pharmaindustrie, den Wirkstoffentwicklungsprozess durch 

Computer- und Automatisierungstechnologien effizienter zu gestalten. Trotz dieser Bemühun-

gen erweist sich die Medikamentenforschung heute paradoxerweise langwieriger und 

kostspieliger als vor 40 Jahren. Dieses Phänomen wird als Eroom-Gesetz bezeichnet und er-

schwert die Entwicklung neuer Therapeutika erheblich. Angesichts der stetig zunehmenden 

Anzahl neu entdeckter pathologischer Erkrankungsmuster und globaler Gesundheitskrisen, wie 

Pandemien oder die Verbreitung multiresistenter Keime, ist es dringend erforderlich, den Wirk-

stoffentwicklungsprozess schneller und risikofreier zu gestalten. 

Vor dem Hintergrund dieser Herausforderungen wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit in 

zwei Forschungsprojekten voneinander unabhängige Strategien entwickelt, um die Entwick-

lungskaskade der Pharmaforschung zu beschleunigen und das Eroom-Gesetz zu durchbrechen.  

Als ein wesentliches Hindernis in der Pharmaforschung gilt unter anderem der langsame und 

mangelnde Einzug innovativer Synthesetechniken in die Medizinalchemie. Dieser Umstand be-

günstigt neben der limitierten Generierung neuer chemischer Materie auch eine regelrechte 

Verarmung des chemischen und biodiversen Raums innerhalb von Substanzbibliotheken. Mit 

der Etablierung des sogenannten FRAGTORY-Workflows konnte sich im Zuge des ersten For-

schungsprojekts dieser Problematik jedoch angenommen werden. Neben der 

computerchemischen Konzeptionierung des quelloffenen, modular-aufgebauten und somit je-

derzeit erweiterbaren Arbeitsablaufs stand im Fokus der Forschungsbemühungen auch die 

experimentelle Etablierung zweier Synthesemethoden, die zum Zeitpunkt des Verfassens dieser 

Arbeit als tendenziell unterrepräsentiert in der Medizinalchemie angesehen werden konnten. Im 

Gegensatz zu den konventionellen Designstrategien kommerziell-erhältlicher Bibliotheken, fo-

kussiert sich der FRAGTORY-Ansatz auf die Generierung sp3-reicher Fragmente vor dem 

Hintergrund einer rekursiven Pharmakophor-Analyse bereits vorhandener Bibliotheksvertreter. 

Diese Vorgehensweise ermöglicht den dynamischen Abgleich des bereits abgedeckten Pharma-

kophor-Raums und bietet damit Möglichkeit, Synthesekandidaten zu nominieren, die die 

entstehenden Lücken im chemischen Raum effektiv ausfüllen können.  
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In diesem Kontext konnte zudem auch die experimentelle Einbindung einer Eintopfreaktion zur 

Darstellung von 2-(Hydroxymethyl)morpholinen sowie einer oxa-DIELS-ALDER-Reaktion für 

die Generierung von α,β-ungesättigten Pyranonen und Dehydrocineolen Restriktionen bezüg-

lich des zuvor definierten Substratumfangs sowie der Tolerierbarkeit gegenüber der Variation 

von Reaktionsbedingungen aufdecken.  

Dies ermöglichte schließlich auch die Ableitung empirischer Reaktivitätsregeln, welche für die 

spezifische Filterung des zugänglichen synthetischen chemischen Raums genutzt werden konn-

ten. Damit stellt der FRAGTORY-Workf low vor allem für die frühe Phase der 

Wirkstoffentwicklung ein probates Mittel zur Effizienzsteigerung dar und kann aufgrund seiner 

Modularität auch problemlos auf anspruchsvolle industrielle Applikationen angewandt werden. 

Für die Entwicklung von Wirkstoffen zur Behandlung Seltener Krebserkrankungen stellt sich ein 

klassisches Vorgehen im Sinne einer vorwärtsgerichteten Pharmakologie hingegen aufgrund der 

häufig undurchsichtigen Datenlage, auftretenden Resistenzmutationen nach Gabe eines wirk-

samen Inhibitors sowie den geringen Fallzahlen und den damit verbundenen mangelnden 

finanziellen Anreiz für Pharmaunternehmen als unattraktiv dar. Die Behandlung von Patienten 

mit resistenzerworbenen gastrointestinalen Stromatumoren stellt ein Paradebeispiel für eine sol-

che medizinische Notlage dar, da bisher etablierte Behandlungsoptionen sich entweder als 

ineffektiv erweisen oder intolerierbare Nebenwirkungen hervorrufen. Für solche Fälle haben 

sich insbesondere sogenannte strukturbasierte Repositionierungsansätze als attraktive Möglich-

keit bewährt, den Prozess der Wirkstoffentwicklungskaskade zu verkürzen und somit auch im 

akademischen Umfeld zu ermöglichen. 

Im Rahmen des zweiten Forschungsprojekts wurde daher im Zuge eines interdisziplinären 

Forschungszusammenschlusses mit dem WESTDEUTSCHEN TUMORZENTRUM (WTZ), dem 

Max-Planck-Institut Dortmund zugehörigen COMPOUND MANAGEMENT AND SCREENING 

CENTER (COMAS) und dem LEAD DISCOVERY CENTER (LDC) in Dortmund, zunächst ein phä-

notypisches Hochdurchsatz-Screening (HTS) mit Hilfe von patienten-erschlossenen isogenen 

Zelllinienmodellen durchgeführt. Dabei wurden mehrere vielversprechende Treffermoleküle 

identifiziert, von denen eines aufgrund seiner hohen Potenz gegenüber einer Vielzahl von Muta-

tionen der Onkogene c-KIT und PDGFRα einer biochemischen Validierung unterzogen und 

durch strukturbasierte chemische Modifikation weiter optimiert wurde. Dabei dienten 

experimentell bestimmte Kristallstrukturen des Inhibitors im Komplex mit mutiertem PDGFRα 

als Grundlage weiterer rationaler Modifikationen. 
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Die Synthese einer umfangreichen Substanzbibliothek ermöglichte weiterhin die Herleitung 

umfangreicher und rational-erklärbarer Struktur-Aktivitäts-Beziehungen (SAR) und Struktur-

Pharmakokinetik-Beziehungen (SPR). In einem abschließend durchgeführten Hybridisierungs-

ansatz konnte somit schließlich ein Inhibitor erhalten werden, der im Vergleich zum 

Ursprungsmolekül verbesserte Selektivitäs- und PK-Eigenschaften aufweist und somit optimale 

Voraussetzungen für eine Weiterentwicklung zu einem potentiellen klinischen Kandidaten bie-

tet.
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Abstract 
Since the 1980s, the pharmaceutical industry has sought to make the drug development process 

more efficient through the implementation of computer and automation technologies. Despite 

these efforts, drug research has paradoxically become more time-consuming and costly than it 

was 40 years ago. This phenomenon, known as Eroom's Law, is significantly hampering the de-

velopment of new therapeutics. Given the increasing number of newly discovered diseases and 

global health crises such as pandemics and the spread of multi-drug resistant pathogens, it is cru-

cial to make the drug development process faster and less risky. 

Against this background, this dissertation aimed to develop independent strategies for accelerat-

ing the drug development cascade and overcoming Eroom's law as part of two research projects. 

A major obstacle in pharmaceutical research is the slow and insufficient integration of innovative 

synthesis techniques into medicinal chemistry. This situation limits the generation of new chem-

ical entities and leads to an impoverishment of chemical space and biodiversity in compound 

libraries. The FRAGTORY workflow, developed in the first research project, addresses this issue. 

Besides the computational design of the open-source, modular, and thus easily expandable work-

flow, the research efforts also focused on the experimental establishment of two synthesis 

methods that were underrepresented in medicinal chemistry at the time of writing. Unlike con-

ventional design strategies of commercially available libraries, the FRAGTORY approach focuses 

on generating sp3-rich fragments based on a recursive pharmacophore analysis of existing library 

representatives. This approach allows for the dynamic alignment of the already covered pharma-

cophore space, nominating synthesis candidates that can effectively fill the emerging gaps in the 

chemical space. 

In this context, the experimental integration of a one-pot reaction for the production of 2-

(hydroxymethyl)morpholines and an oxa-DIELS-ALDER reaction for the generation of α,β-un-

saturated pyranones and dehydrocineoles revealed restrictions concerning the previously 

defined substrate scope and tolerability to reaction condition variations. This ultimately enabled 

the derivation of empirical reactivity rules, which could be used for the specific filtering of the 

accessible synthetic chemical space. Thus, the FRAGTORY workflow is particularly effective for 

the early phase of drug development and can be easily applied to demanding industrial applica-

tions due to its modularity. 
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In the development of drugs for the treatment of rare types of cancer, a classic forward pharma-

cology approach is unattractive for pharmaceutical companies due to the often unclear data 

situation, resistance mutations after administration of an effective inhibitor, low case numbers 

and the associated lack of financial incentives. Treating patients with resistance-acquired gastro-

intestinal stromal tumors exemplifies such a medical emergency, as established treatment 

options are either ineffective or cause intolerable side effects. In such cases, structure-based drug 

repositioning approaches have proven to be an attractive way to shorten the drug development 

cascade and make it feasible within an academic setting. 

Consequently, in the second research project, a phenotypic high-throughput screening was ini-

tially conducted using patient-derived isogenic cell line models in the course of an 

interdisciplinary collaboration with the WESTDEUTSCHE TUMORZENTRUM (WTZ), the 

COMPOUND MANAGEMENT AND SCREENING CENTER (COMAS), and the LEAD DISCOVERY 

CENTER in Dortmund. Several promising hits were identified, one of which, due to its high po-

tency against a variety of mutations of the oncogenes c-KIT and PDGFRα, underwent 

biochemical validation and further optimization through structure-based chemical modifi-

cation. Experimentally determined crystal structures of the inhibitor in complex with mutated 

PDGFRα served as the basis for further rational modif ications. T he synthesis of an extensive 

compound library further enabled the derivation of comprehensive and rationally explainable 

structure-activity relationships (SAR) and structure-pharmacokinetic relationships (SPR). 

Finally, through a hybridization approach, an inhibitor was obtained that showed improved se-

lectivity and pharmacokinetic properties compared to the original molecule, providing optimal 

conditions for further development into a potential clinical candidate. 
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1 Einleitung 

Die Geschichte der Menschheit ist von einem fortwährenden Streben nach Gesundheit und 

Wohlbefinden geprägt. Seit dem Aufkommen der modernen Zivilisation hat die Medizin eine 

zentrale Rolle bei der Bewältigung von Krankheiten und der Verbesserung der Lebensqualität 

eingenommen.1-3 Von der Antike bis zur Gegenwart haben sich Behandlungsmethoden und me-

dizinisches Wissen kontinuierlich weiterentwickelt, um den ständig wachsenden 

Herausforderungen im Kampf gegen die Geißel der Menschheit zu begegnen. Die Fortschritte 

der vergangenen Jahrhunderte haben diesbezüglich das beträchtliche Potenzial kontinuierlicher 

Forschungsbemühungen offengelegt. Dabei stellen unter anderem die Entwicklung und Implan-

tation künstlicher Herzklappen4, die erfolgreiche Ausrottung der Pocken durch umfassende 

Impfkampagnen in den 1980er Jahren5 sowie die kontinuierliche Verbesserung der Detektion, 

Klassifizierung und zielgerichteten Bekämpfung verschiedener Krebsarten6-8 nur einen kleinen 

Teil der Meilensteine der jüngeren Medizingeschichte dar.  

Trotz oder gerade wegen dieser Errungenschaften sieht sich die Menschheit im 21. Jahrhundert 

aufgrund der erhöhten Lebenserwartung, zunehmender Exposition mit Umweltgiften sowie der 

stetig zunehmenden Überbevölkerung neuen gesundheitlichen Bedrohungen ausgesetzt, die ein 

Umdenken bei der Entwicklung neuartiger Therapeutika erfordern. So führt die seit vielen Jahr-

zehnten anhaltende Globalisierung beispielsweise dazu, dass sich Erreger häufig nicht nur lokal, 

sondern auch auf globaler Ebene ausbreiten und damit in kürzester Zeit hohe Fallzahlen für ei-

nen breiten Teil der Weltbevölkerung bedingen9-11. Die moderne Medizinalchemie sieht sich 

daher zunehmend mit der Herausforderung konfrontiert, den oft langwierigen und kosteninten-

siven Entwicklungsprozess von Wirk- und Arzneistoffen insoweit zu beschleunigen, dass sie auch 

auf dynamische Notsituationen innerhalb von Pandemien reagieren kann.  

So ließ vor allem auch das Aufkommen und die rasche Verbreitung des Coronavirus im Jahr 2019 

die Notwendigkeit erwachsen, Forschungsinitiativen weltweit zu bündeln und somit den Ent-

wicklungsprozess für Inhibitoren der SARS-CoV-2 Hauptprotease deutlich zu beschleunigen.  

Dem COVID MOONSHOT CONSORTIUM beispielsweise gelang es im Zuge eines Open Science-

Ansatzes aus einem fragmentbasierten Screening12 identifizierte Hits in nur 18 Monaten zu dem 

klinischen Kandidaten DNDI-6510 zu entwickeln.13 Die Verbindung zeigte in präklinischen in 
vivo-Testmodellen bereits vielversprechende Wirksamkeit bei insgesamt hoher Bioverfügbar-

keit, einem ausgezeichneten Risiko-Nutzen-Profil und zufriedenstellender antiviraler Aktivität.14 

Diese Erfolgsgeschichte betont dabei vor allem die Relevanz fortwährender Innovation im Be-

reich der Technologisierung und Automatisierung sowie der internationalen Kooperation im 

Bereich der naturwissenschaftlichen Forschung.  
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Die anhaltende Bedrohung durch potentiell neu auftretende virale oder bakterielle Erreger wird 

auch in ferner Zukunft den Einsatz und die Weiterentwicklung strukturbiologischer Hochdurch-

satzplattformen unter Einsatz künstlicher Intelligenz und in silico basierter Vorhersagemodelle 

noch bedeutungsvoller und notwendiger werden lassen.15-17  

Aber auch heutzutage finden sich bereits interessante Konzepte in der industriellen und aka-

demischen Forschung wieder. Eine Auswahl dieser soll in den folgenden Abschnitten genauer 

beleuchtet werden. 

1.1 Entwicklung und Etablierung von Hochdurchsatz-Plattformen als 

Startpunkt automatisierter Wirkstoffforschung 

Zweifelsohne hat die Wirkstoffforschung in den letzten beiden Jahrhunderten eine wahrhafte 

Revolution durchlebt. Von der Entdeckung des Analgetikums Morphins, welches FRIEDRICH 

WILHELM ADAM SERTÜRNER aus dem getrockneten Milchsaft des Schlafmohns isolierte und 

dessen Wirkung er zunächst an Ratten und herumstreunenden Hunden testete18-19, bis hin zu den 

Anfängen der analytischen Chemie, der Entdeckung von Penicillin20 durch ALEXANDER 

FLEMING im Jahr 1928, der daraus folgenden Ära der Antibiotikaforschung und später auch der 

Einzug sich stetig verbessernder computerchemischer Verfahren hat sich die Medizinalchemie 

von einer alchemistischen Nischenwissenschaft zu einem anerkannten und wertvollen Zweig 

moderner Naturwissenschaft entwickelt.21-22  

Während noch bis zur Mitte des 20. Jahrhunderts die meisten Funde bioaktiver Naturstoffe als 

Zufallsentdeckungen bezeichnet werden konnten, wandelte sich mit zunehmender Kenntnis 

über pathophysiologische Ursachen bestimmter Krankheiten sowie technologischen Fortschrit-

ten im Bereich der strukturabbildenden Verfahren (z.B. die Röntgenstrukturanalyse (X-Ray 

Analyse), Kernspinresonanzspektroskopie (NMR),  etc.) die Vorgehensweise bei der Optimie-

rung gefundener Substanzen. Gründe für beobachtbare biologische Aktivitäten konnten so auf 

Grundlage der chemischen Struktur abgeleitet und anschließend rational verbessert werden 

(„Quantitative Struktur-Aktivitäts-Beziehungen“, engl.: Quantitative Structure-Activity 
Relationships, QSAR).  

Die Geburtsstunde des strukturbasierten Wirkstoffdesigns (engl.: Structure-based Drug Design, 

SBDD) in den 1970er und 1980er Jahren führte zur Inklusion angrenzender Teildisziplinen aus 

anderen naturwissenschaftlichen Zweigen. Computerchemische Berechnungen ermöglichten 

nun vorteilhafte Modifizierungen im Vorfeld abschätzen oder stabilisierende Interaktionen von 

destabilisierenden Interaktionen rational unterscheiden zu können.23 Mit diesem Wissen ergab 

sich schlussendlich auch die Notwendigkeit chemisch-diverse Substanzbibliotheken hinsicht-

lich ihrer Eigenschaften als Liganden zu klassifizieren.  
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Mit dem Einzug kombinatorischer Parallelsynthesen war es schließlich möglich, innerhalb we-

niger Monate komplexe und chemisch-diverse Substanzsammlungen im vier- bis fünfstelligen 

Bereich zu synthetisieren.  

Doch die Größe der so erzeugten Bibliotheken erforderte zwangsweise auch einen automatisier-

ten Ablauf bei der Testung der entsprechenden Verbindungen. Die bis zu diesem Zeitpunkt 

gängigen biochemischen und pharmakologischen Testverfahren benötigten in der Regel Reakti-

onsvolumina von etwa 1 mL und erforderten die manuelle Einwaage von trockenen 

Testsubstanzen. Diese Voraussetzungen limitierten den Durchsatz in den meisten Laboratorien 

auf 20 bis 50 Verbindungen pro Tag bzw. ein bis zweijährige Messungen für eine eher kleine Sub-

stanzbibliothek von etwa 3000 Verbindungen.24  

Im Zuge eines Projektes von PFIZER GLOBAL RESEARCH AND DEVELOPMENT gelang es der 

MOLECULAR GENETICS GROUP schließlich durch die Verwendung eines standardisierten Multi-

platten-Formates ein robotisiertes Testsystem zu implementieren, das die Vermessung von 

10000 Klonen einer rDNA-Bibliothek pro Woche ermöglichte.  In den Folgejahren konnte die-

ses Konzept durch die Einbringung biotechnologischer Fortschritte und fluoreszenzbasierter 

Auslesemöglichkeiten in eine vollautomatisierte Infrastruktur ausgebaut werden, in deren Im-

plementierung zahlreiche große Pharmaunternehmen investierten.24 Dennoch dauerte es fast 

zwei Jahrzehnte bis die anfänglichen Kinderkrankheiten vollständig ausgemerzt und das soge-

nannte Hochdurchsatz-Screening (engl.: High-Throughput Screening, HTS) einen breiten 

Anwenderkreis fand.  

Diese Errungenschaft veränderte nachhaltig die Prozesse der Wirkstoffentwicklungskaskade. 

Wie aus Abbildung 1b hervorgeht, ermöglichte die Automatisierung der pharmazeutischen 

Infrastruktur die Erschließung eines größeren chemischen Raums, der aufgrund der hohen 

Amortisierungskosten in der frühen Entwicklungsphase dieser Technologie erst zur Jahr-

tausendwende auch für kleinere Unternehmen interessant wurde. Im Vergleich zu den bis dato 

etablierten fokussierten Ansätzen des klassischen SBDD konnten nun große Mengen an Verbin-

dungen im Hochdurchsatz synthetisiert und im Vorfeld bereits auf problematische 

pharmakodynamische und pharmakokinetische Eigenschaften getestet werden. Infolgedessen 

stiegen in den folgenden Jahren zwar konstant der Zeit- und Kostenaufwand für die Entwicklung 

neuer Wirkstoffe (vgl. Abbildung 1b),25-26 jedoch verringerten sich aufgrund des daraus resultie-

renden erhöhten finanziellen Risikos auch die Raten an Diskontinuitätsentscheidungen für 

gescheiterte Wirkstoffkandidaten (siehe Abbildung 1c).27 Die Etablierung von Hochdurchsatz-

verfahren ermöglichte somit umfangreiche Einsichten darüber, welche molekularen 

Eigenschaften zum Erfolg oder Scheitern einer Verbindung in späteren klinischen Phasen führen 

können und gestaltete damit den Identifizierungs- und Optimierungsprozess im Vergleich zu 

den zufälligen Entdeckungen der vorherigen Jahrhunderte deutlich planbarer und kalkulierbarer. 
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Abbildung 1 | Geschichtlicher Abriss zu den Meilensteinen der Wirkstoffentwicklung. (A) Zeitstrahl zu den historischen 

Meileinsteinen in der Wirkstofforschung. Während in den Anfängen der pharmazeutischen Forschung keine Wissensgrundlage 

über die Zusammenhänge von Struktur und Wirkung chemischer Materie auf den Körper vorhanden war, wandelte sich dieser 

Umstand durch die Bündelung verschiedener naturwissenschaftler Disziplinen und Technologien im 20. Jahrhundert und führte 

zu einem planbaren und kalkulierbaren Prozess. (B) Verlauf der Anzahl an registrierten Verbindungen in der CAS SciFinder-

Datenbank von 1965 bis 2010. Das Diagramm zeigt, wie in Abhängigkeit der einzelnen Ären der Wirkstoffforschung (farbliche 

Codierung) unterschiedlich viele Verbindungen generiert und somit auch für potentielle Zielproteine getestet werden konnten. 

Die Implementierung automatisierter Verfahren ab den 1990er Jahren führte zu einem Paradigmenwechsel, der mit einem 

rasanten exponentiellen Wachstum generierter chemischer Materie einherging (pinker und grüner Bereich) (basierend auf 

WILLIAMS et al.)25. (C) Vergleichende Gegeüberstellung von Arzneimitteln, die für den Markt zugelassen wurden und 

potentiellen Wirkstoffkandidaten, die nicht bis zur Marktreife weiterentwickelt wurden. Der Anteil an nicht-weiterentwickelten 

Arzneimitteln nimmt seit der Jahrtausendwende stetig ab, da Hochdurchsatz-Verfahren eine frühzeitige Einschätzung von 

abträglichen Eigenschaften erlauben (basierend auf ZHONG et al.)27. 

Bis zum heutigen Zeitpunkt stellen Hochdurchsatzplattformen eine zentrale Schlüsseltechnolo-

gie für die industrielle Arzneimittelforschung dar. Aufgrund des hohen Kosten- und 

Zeitaufwandes bei der Unterhaltung der komplexen Infrastruktur gehen zahlreiche Unterneh-

men jedoch mittlerweile dazu über, ihr Portfolio durch ergänzende Technologien zu erweitern. 
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Neben der Anwendung DNA-kodierter Substanzbibliotheken28-30, finden sich auch immer mehr 

Fallstudien zu erfolgreich durchgeführten Fragment-basierten Screenings (engl.: Fragment-
Based Screening, FBS) in der Literatur wieder.31-32  Diese Methoden haben sich nicht nur als 

nützliche Ergänzungstechnologien in der industriellen Forschung bewährt, sondern stellen auch 

aufgrund der niedrigen Laufzeitkosten und der breiten Verfügbarkeit verwendeter Assay-Metho-

den attraktive Primärscreening-Verfahren für die akademische Forschung dar. 

1.2 Fragmentbasierte Wirkstoffforschung im Fokus moderner 

Arzneimittelforschung 

Bis in die späten 1990er Jahre wurde neue chemische Materie vor allem durch konventionelle 

Hochdurchsatzverfahren identifiziert.33 Die Optimierung der jeweiligen Hit-Strukturen zu 

neuen Leitstrukturen war häufig jedoch mit hohen Kosten- und Zeitaufwand verbunden oder 

führte aufgrund von suboptimalen physikochemischen Gegebenheiten nicht selten zum Misser-

folg.34 Erst die Demonstration des Konzepts SAR by NMR, welches durch eine 

Forschungsgruppe um STEPHEN W. FESIK bei ABBOTT LABORATORIES ausgearbeitet wurde, legte 

die Möglichkeit offen, auf Grundlage von NMR-Experimenten kleine, für bestimmte Proteinta-

schen optimierte Molekülfragmente sequentiell zu hochaffinen Liganden auszubauen und 

markierte somit den Startpunkt fragmentbasierter Wirkstoffforschung (engl.: Fragment-Based 
Drug Discovery, FBDD) (siehe Abbildung 2a).35 

In den Folgejahren wurde dieses Konzept durch die Einführung weiterer biophysikalischer 

Messmethoden, wie die Massenspektrometrie, die isothermale Titrationskalorimetrie oder auch 

der Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie, zwar einem breiteren Anwenderkreis zu-

gänglich gemacht, doch erst mit der stärker betonten Implementierung der 

Röntgenkristallographie als primäre bzw. in vielen Fällen auch ergänzende Screeningtechnolo-

gie, steigerte sich merklich das Interesse in der akademischen und industriellen Forschung. So 

zeigten ROMASANTA et al. in einer 3642 Publikationen umfassenden bibliometrischen Schlag-

wortanalyse.36, dass die Verwendung des Begriffes „Röntgenkristallographie“ im Kontext von 

FBDD innerhalb von 20 Jahren mit weniger als 100 Vorkommnissen auf fast 500 Vorkommnisse 

in den Jahren 2011-2016 eine starke Zunahme erfuhr (siehe Abbildung 2b). Seit dem Jahr-

tausendwechsel scheint sich die Zahl dieser Vorkommnisse alle 4 Jahre zudem zu verdoppeln.  

Interessanterweise zeigt Abbildung 2c auf, dass sich in den selben Zeitraum aber auch eine deut-

lich stärkere Zuwendung der industriellen Forschung zum Einsatz fragmentbasierter Verfahren 

abzeichnet.  
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Während von 1996 bis 2000 lediglich ein großes Pharmaunternehmen mehr als 10 

Publikationen zum Thema FBDD veröffentlichte, waren es vier Jahre später bereits sieben Un-

ternehmen.  

 

Abbildung 2 | Geschichtlicher Abriss zur Etablierung von FBDD in der modernen Arzneimittelforschung. (A) Visualisierung 

des bei ABBOTT LABORATORIES entwickelten Konzeptes SAR by NMR. Die dazugehörige, aus dem Jahre 1996 stammende 

Publikation von SHUKER et al. legte erstmalig offen, wie kleine, niederaffine Fragmente über wenige Optimierungschritte hinweg 

in potente Inhibitoren für verschiedene Proteine ausgebaut werden können.35 Als Screening-Technologie fungierte ein 

Kernspinresonanzspektroskopie-Verfahren, das auf der 15N-Markierung von Proteinen basiert. Die initial-identifizierten 

Fragmente wurden per Fragment Growing bzw. im letzten Schritt per Fragment Linking zu hochaffinen Liganden verknüpft. (B) 

Übersicht zum Zitationsaufkommen verschiedener Identifizierungstechnologien im Bereich des FBDD von 1996 bis 2016 

(basierend auf ROMASANTA et al.)36. Das Diagramm zeigt, dass sich ab Mitte der 2000er Jahren die Röntgenstrukturanalyse als 

die meist-zitierte Screening-Technologie etabliert hat. (C) Die Bibliometrische Analyse nach ROMASANTA et al. hebt die starke 

Fokussierung auf FBDD-Ansätze in den letzen Jahren hervor.36  
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Mit zunehmender Zahl an berichteten Vorkommnissen von Röntgenkristallographie wandte 

sich zudem auch das universitäre Umfeld immer stärker diesem Wissenschaftsfeld zu, sodass im 

Jahre 2016 bereits 53 unterschiedliche akademische Institutionen Forschung in diesem Bereich 

vorantrieben (siehe Abbildung 2c). 

Angesichts dieser Zahlen ist es nicht weiter verwunderlich, dass FBS zusammen mit HTS mitt-

lerweile in 40% aller Arzneimittelentwicklungskampagnen als primäre Screening-Methoden 

Anwendung finden.37 Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten daher sieben, aus fragmentbasiertem 

Wirkstoffdesign abgeleitete Wirkstoffe durch die U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION 

(FDA) zugelassen werden. Es ist zudem anzunehmen, dass sich dieser Trend durch zunehmende 

Einbindung automatisierter Verfahren sowie die Einbeziehung künstlicher Intelligenz in den 

nächsten Jahren weiterhin positiv fortsetzen wird.16, 38-39 

1.3 Möglichkeiten zu Synergien? HTS-geleitete Wirkstoffforschung 

und FBDD als komplementäre Werkzeuge in der 

Wirkstoffidentifizierung 

Insbesondere das Spannungsfeld zwischen FBS- und HTS-geleiteter Wirkstoffforschung hat in 

den letzten Jahrzehnten regelrechte Grundsatzdiskussionen innerhalb der naturwissenschaft-

lichen Gemeinschaft ausgelöst. Obgleich sich zahlreiche Beispiele in der Literatur wiederfinden, 

in denen beide Technologien als konkurrierende Ansätze gegenübergestellt werden40-42, so stellt 

sich in den letzten Jahren innerhalb der wissenschaftlichen Gemeinschaft der Konsens ein, dass 

sich je nach Anwendungsbereich beide Strategien sinnvoll ergänzen können.43-45 Professor 

GYÖRGY MIKLÓS KESERŰ äußerte sich diesbezüglich in einem Interview im Jahr 2020 folgender-

maßen: 

“Although fragment screening was often used as a ‘backup’, for targets without HTS hits, nowadays frag-

ment screening and HTS are applied in parallel. FBDD approaches might help to characterize the 

druggability of the target and identify structural moieties that are confirmed by HTS. This would con-

tribute to the prioritization and more effective optimization of HTS hits.”42  

Der nachfolgende Abschnitt zielt darauf ab, die von Prof. KESERŰ angesprochene synergistische 

Beziehung beider Verfahrensweisen durch die detaillierte Darstellung ihrer zugrundeliegenden 

Charakteristika und Differenziatoren in Bezug auf die molekulare Landschaft der jeweilig ge-

screenten Substanzbibliotheken darzustellen.  
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1.3.1 Differenziatoren im Zuge des Designprozesses von HTS- und FBS-

Bibliotheken 

Um die Unterschiede zwischen FBS und HTS genauer zu verstehen, muss zunächst ein Blick auf 

die Designkonzepte der Substanzbibliotheken der 1990er Jahre geworfen werden. Wie in Ab-

schnitt 1.2 bereits erwähnt, wurden diese in den Anfängen größtenteils durch die Anwendung 

kombinatorischer Synthesen generiert. Die Folge dieses Vorgehens war, dass nur ein sehr be-

grenzter chemischer Raum innerhalb dieser Substanzsammlungen abgedeckt wurde und die 

Moleküle aufgrund des hohen Molekulargewichts sowie des hohen Anteils an Kohlenstoff-

atomen eher unvorteilhafte physikochemische Eigenschaften für weiterführende 

Optimierungen boten.45-47  

Die Abwesenheit von allgemeingültigen Kriterien, die eine perorale Bioverfügbarkeit bei ver-

schiedenen Substanzklassen abschätzen konnten, nahmen Wissenschaftler wie LIPINSKI48, 

OPREA49 oder RISHTON50 zum Anlass, empirische Regelwerke zu erstellen, welche molekulare 

Eigenschaften mit dem Auftreten erwünschter bzw. unerwünschter physikochemischer Eigen-

schaften korrelierten. Die allgemeinhin als Rule of Five bekannte Daumenregel wird auch heute 

noch von vielen Medizinalchemikern als oberstes Credo zur Beurteilung der peroralen Biover-

fügbarkeit herangezogen. Allerdings warnen zahlreiche Wissenschaftler auch vor einer 

Überbewertung der ermittelten Kriterien, da diese lediglich einer Analyse der statistischen Ver-

teilung verschiedener Parameter entstammen und somit nur bedingt repräsentativ sind.51-53 

LIPINSKIs Erkenntnisse führten jedoch unter Einbezug von Hochdurchsatz-Toxizitäts- und 

ADME-Profilierungen in der Folge zur Entwicklung prädiktiver in silico-Modelle, die die Vorfil-

terung bestimmter Synthesekandidaten bereits im Zuge des eigentlichen Designprozesses der 

Bibliothek ermöglichten.  

Es lässt sich somit festhalten, dass moderne HTS-Bibliotheken aufgrund der geschichtlichen 

Entwicklung empirischer Richtwerte, vor allem chemische Materie beinhalten, die dem Ideal 

Leitstruktur-ähnlicher Verbindungen folgen.45, 54-55  

Diesem Umstand geschuldet, weisen identifizierte Hits aus solch einer Substanzsammlung zwar 

durchaus zufriedenstellende Affinitäten gegenüber bestimmten Targets auf, stellen jedoch auf-

grund ihres relativ hohen Molekulargewichts eine suboptimale Ausgangslage für weiterführende 

Optimierungsvorhaben dar.34 Zwar mag diese Eigenschaft für sogenannte Repurposing-Ansätze 

als unerheblich erscheinen, jedoch stellt sie sich beispielsweise beim Ausbau eines moderat-af-

finen Hits zu einer hochpotenten Leitstruktur als problematisch dar (siehe Abbildung 3). 

Im Gegensatz dazu weisen Fragmente eine derart kleine räumliche Ausdehnung auf, dass sie 

auch in kleineren Taschen einer Proteinumgebung optimal binden können (vgl. Abbildung 3). 
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Sie sind im Gegensatz zu typischen Leitstruktur-ähnlichen Verbindungen eher durch kleine Mo-

lekulargewichte und damit auch durch moderate bis geringe KI- oder KD-Werte im mikro- bis 

millimolaren Bereich charakterisiert.41, 56-58 Letztere Eigenschaft führt zur Notwendigkeit beson-

ders sensitiver Messmethoden zur Affinitätsbestimmung.  

 

Abbildung 3 | Vergleichende Gegenüberstellung eines idealtypischen Fragment- und HTS-Hits. Die Bindepose des Fragments 

offenbart eine gute Formkomplementarität (siehe die magenta-gefärbte Fläche), begleitet von hochwertigen Interaktionen wie 

Wasserstoffbrückenbindungen (rote Punkte), Salzbrücken (blaue Punkte) oder π-π-Wechselwirkungen (gelber Kreis mit π) mit 

den Aminosäuren des Proteinrückgrats. Da bei dieser Bindesituation nahezu alle Atome des Fragments effektiv zum Bindungs-

ereignis beitragen, entstehen dabei konservierte Interaktionsmuster. Im Gegensatz dazu binden die meisten HTS-typischen 

Moleküle unter Bildung weniger attraktiver Wechselwirkungen, wie zum Beispiel hydrophobe Interaktionen (gelber Kreis), und 

neigen aufgrund ihres deutlich größeren Molekularvolumens zu einer weniger gut ausgeprägten Formkomplementarität (grüne 

Fläche). Als Resultat ergeben sich daraus Regionen innerhalb des Proteins, die nicht optimal adressiert werden (rote Fläche). 

Während beim HTS vorrangig spektrophotometrische oder fluoreszenzbasierte Testsysteme 

zum Einsatz kommen, benötigen FBS deutlich differenziertere biochemische Messmethoden, 

wie beispielsweise den Thermofluor-Assay, NMR oder Röntgenkristallographie.41, 44, 59-62  

Die Gründe für das Auftreten der geringeren Affinitäten bei fragmentbasierten Ansätzen wurden 

in den letzten Jahren zunehmend kritisch diskutiert.32, 41, 56 Zahlreiche Wissenschaftler konsta-

tieren, dass die klassischen Affinitätsparameter, wie KI-, KD- oder IC50-Werte, die Bindesituation 

für Fragmente nur unzureichend charakterisieren können. Anstelle der Akkumulation unter-

schiedlichster Protein-Ligand-Wechselwirkungen über das gesamte Bindetaschenvolumen 

hinweg, steht bei Fragmenten vor allem die Fähigkeit im Vordergrund, wie effizient diese ihre 

Atome zur Bindung in kleineren Arealen des Proteins zur Verfügung stellen können.56 
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Ein Parameter, der diese Eigenschaft deutlich besser widerspiegelt, ist die sogenannte 

Ligandeneffizienz (LE). Diese ist definiert als Quotient zwischen der Bindungsaffinität bzw. 

freien Gibbs-Energie ∆G sowie der Anzahl an Schweratomen nSA  und lässt sich nach Gleichung 

(1) wie folgt berechnen: 

 LE =
∆G
𝑛𝑛SA

 (1) 

Die LE setzt die gemessene Potenz eines Moleküls in Relation zu seiner Größe und liefert des-

halb bessere Informationen darüber, wie effizient ein Ligand auch in kleineren Bereichen eines 

Proteins binden kann. In der Tat weisen die meisten Fragment-Hits im Vergleich zu typischen 

HTS-Hits zwar deutlich geringere Affinitäten zu den jeweiligen Targets auf, ihre berechnete LE 

liegt in der Regel jedoch deutlich höher.56, 63  

Dies liegt unter anderem daran, dass Fragmente vor allem hochwertige Interaktionen eingehen 

und aufgrund ihrer geringeren Größe weniger Schweratome besitzen, die mit der Proteinober-

fläche interagieren können. Diese Eigenschaft ermöglicht zudem die Identifizierung von 

allosterischen Bindetaschen oder Hot Spot-Regionen, die mit konventionellen HTS-Molekülen 

schwer oder gar nicht zugänglich wären.64-66  

In Anbetracht dieser unterschiedlichen Bindesituationen lässt sich als ein wesentlicher Differen-

ziator zwischen beiden Verfahren festhalten, dass beim HTS-basierten Wirkstoffdesign die frühe 

Phase der Wirkstoffentwicklung primär potenzgetrieben ist, während bei der FBDD eine ideale 

Anpassung kleiner Liganden an bestimmte Bindetaschen im Vordergrund steht.41, 45 Erst in spä-

teren Phasen werden bindungsoptimierte Fragmente durch unterschiedliche Verbrückungs- 

oder Weiterentwicklungsstrategien wie beispielsweise Fragment Linking, Fragment Merging 

oder Fragment Growing miteinander verknüpft oder aber auf der Grundlage rationaler De-

signstrategien weiter funktionalisiert, um eine höhere Potenz gegenüber entsprechenden Targets 

zu generieren.67-68 Beim HTS-getriebenen Wirkstoffdesign gleicht die Phase der Leitstruktur-

generierung hingegen einem zirkulären iterativen Prozess. Der initiale Hit wird durch rationale 

Ansätze sukzessive in einen maßgeschneiderten Inhibitor überführt (vgl. Abbildung 4).69 Dieses 

Vorgehen ist mit hohem Zeit- und Kostenaufwand verbunden, da eine optimale Einpassung ei-

nes Liganden über mehrere Zyklen hinweg erschlossen werden muss und aufgrund suboptimaler 

physikochemischer Eigenschaften, unvorteilhafter Toxizitätsprofile oder der mangelnden Trans-

lation von biochemischer und zellulärer Aktivität in klinische Wirksamkeit in mehr als 90% aller 

Fälle von Misserfolg geprägt ist.70-73 

Im Vergleich dazu bietet der eher linear verlaufende Prozess des FBDDs gerade für akademische 

Forschungsgruppen attraktive Möglichkeiten.74 
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So existieren in den meisten Universitäten und Instituten bereits etablierte Infrastrukturen für 

die Durchführung von NMR-spektroskopischen oder röntgenkristallographischen Experimen-

ten und erfordern daher keine weiteren kostspieligen Investitionen in Gerätschaften. Zudem 

konnte der lange Zeit als limitierender Faktor geltende Umstand geringer Durchsatzraten bei 

kristallographischen Untersuchungen in den letzten Jahren durch die Entwicklung innovativer 

Softwarelösungen wie CRIMS und XCHEMEXPLORER im Wesentlichen ausgeräumt werden.40, 75-

76 Im Zusammenhang mit dem mittlerweile auch in kleineren Institutionen voranschreitenden 

Einzug der Laborautomation77-78 durch die Entwicklung kostengünstiger Pipettierroboter und 

Auto Sampler sowie die Möglichkeit der nahtlosen Integration dieser in Automatisierungs-

softwares und Machine Learning-Algorithmen konnten in den letzten Jahren 

hochdurchsatzfähige Röntgenkristallographie-Untersuchungen sowie NMR-Screenings we-

sentlich erleichtert und benutzerfreundlicher gestaltet werden. 

1.3.2 Potential für akademische Wirkstoffforschung: FBS ermöglicht höhere 

Hitraten durch Minimierung des zu durchsuchenden chemischen Raums 

HTS-Bibliotheken enthalten aufgrund ihres Anwendungszwecks vor allem Moleküle mit vielen 

Schweratomen. Eine nicht fokussierte Substanzbibliothek kann bis zu 106 Moleküle unterschied-

lichster Art enthalten, um einen maximal Raum biologischer Aktivität abdecken zu können 

(siehe Abbildung 4). Die Größe der Moleküle korreliert dabei automatisch mit der Anzahl der 

kombinatorischen Möglichkeiten, Atome untereinander anzuordnen und miteinander zu ver-

knüpfen. HTS-Bibliotheken spannen daher einen extrem großen chemischen Raum auf, der nur 

durch den Einsatz automatisierter Messverfahren effizient durchsucht werden kann.79 

Fragmente weisen dagegen mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht zwischen 150-

200 g mol-1 eine geringe Molekülgröße und deutlich weniger atomare Verknüpfungspunkte auf. 

Da ihr aufgespannter chemischer Raum dadurch ebenfalls begrenzt ist, werden Bibliotheken mit 

lediglich 103 Molekülen für eine effiziente Durchsuchung benötigt. Darüber hinaus ist durch die 

geringe räumliche Ausdehnung der einzelnen Moleküle die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten 

sterischer Repulsionen so stark erniedrigt, dass zu einem hohen Maße komplementäre Bin-

dungsereignisse stattfinden können.  

Infolgedessen weisen FBS häufig höhere Trefferquoten als konventionelle HTS auf und stellen 

damit gleichermaßen interessante Voraussetzungen für die akademische wie auch industrielle 

Wirkstoffforschung bereit.80-81 
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Abbildung 4 | Gegenüberstellung von HTS-geleiteten und fragmentbasiertem Wirkstoffdesign. Die Initialphase beim HTS-

getriebenen Wirkstoffdesign ist in der Regel durch ein vollautomatisiertes Screeningverfahren von sehr großen Substanzbiblio-

theken (bis zu 106 Moleküle) geprägt, während beim FBDD kleinere Substanzbibliotheken (bis zu 103 Moleküle) durch semi-

automatisierte Verfahren wie Röntgenkristallographie oder NMR getestet werden. Die erhaltenen Hits werden anschließend 

entweder in einem iterativen oder aber einem linearen Prozess zu entsprechenden Leitstrukturen ausgebaut. 
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1.3.3 Designprinzipien diktieren die Auswahl des chemischen Raums und 

molekulare Eigenschaften in Substanzbibliotheken 

Die grundlegenden Unterschiede in Bezug auf die Detektion von HTS- und FBS-Hits bedingen 

unmittelbar auch die Notwendigkeit, unterschiedliche Anforderungsprofile für die jeweiligen 

Verbindungen zu definieren. So sind für die Durchführung von spektrophotometrischen oder 

fluoreszenzbasierten Assays weniger stark konzentrierte Stammlösungen im mikromolaren Be-

reich ausreichend, während kristallographische oder NMR-basierte Screeningverfahren 

aufgrund der intrinsisch niedrigen Potenz der entsprechenden Fragmente deutlich konzentrier-

tere Stammlösungen im oberen millimolaren Bereich erfordern.82-83  

Diesbezüglich finden sich in der Literatur auch Berichte darüber, dass ein erhöhter Anteil des für 

die meisten biochemischen Assays verwendeten Lösemittels Dimethylsulfoxid (DMSO) zum 

Kollaps von Kristallgittern oder zu einer kompetitiven Bindung mit dem Fragment führen kann. 

Zur Vermeidung solcher Ereignisse wird daher häufig zur Verwendung wässriger Stammlö-

sungen für Fragmente geraten.82 

Neben der hohen Löslichkeit von Fragmenten in solchen polaren Lösemitteln ist unter anderem 

aber auch eine umfassende Funktionalisierbarkeit der identifizierten Hits von zentraler Bedeu-

tung beim FBDD. Die geringe Potenz der meisten Fragmente erfordert deren Weiterentwicklung 

in hochaffine Liganden in der Phase der Leitstrukturgenerierung. Dazu sind ausreichend che-

misch funktionalisierbare Gruppen erforderlich, die als Exit-Vektoren möglichst breit über die 

gesamte Moleküloberfläche verteilt sein sollten.84-86 

Dieses Anforderungsspektrum legt ein idealtypisches Prototypen-Profil fest, das aus medizinal-

chemischer Sicht jedoch nicht gänzlich unproblematisch ist. Die Synthese kleiner, polarer 

Moleküle mit einem hohen Grad an Heteroatomen und modifizierbaren Funktionalitäten ist aus 

synthesetechnischer Sicht nicht trivial. Die meisten veröffentlichten Synthesemethoden sind nur 

für einen sehr begrenzten Substratbereich ausgelegt und tolerieren nur wenige Änderungen in 

Bezug auf das Lösungsmittel, das Temperaturprofil und die Wahl der reaktiven Substrate.87  

Erschwerend kommt hinzu, dass aufgrund des vorherrschenden Publikationsdrucks 

umfängliche Analysen bezüglich der Toleranz funktioneller Gruppen häufig nicht durchgeführt 

und damit häufig nur Möglichkeiten, aber selten Limitationen von Synthesetechniken 

offengelegt werden. Die Auswahl geeigneter Reaktionen ist somit in zahlreichen Fällen auf 

bereits etablierte Methoden beschränkt, weshalb zunehmend ein Verarmungsprozess im Bereich 

der Inklusion neuer innovativer Synthesetechniken feststellbar ist.88-91 

Weiterhin stellt sich auch die Extraktion und Aufreinigung von kleinen und wasserlöslichen Mo-

lekülen als herausfordernd dar. 
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So müssen häufig alternative Techniken zu den klassischen Verfahren der Flüssig-Flüssig-

Extraktion bzw. der klassischen Normalphasen-Chromatographie genutzt werden, die unter 

anderem spezielle Geräte zur Durchführung oder aber besondere Expertise benötigen.88 

Das Design von Fragmentbibliotheken gestaltet sich aufgrund dieser speziellen Anforderungen 

als komplex und profitiert daher auch - wie die meisten HTS-Bibliotheken - von der Einbindung 

computerchemischer Verfahren für eine zielgerichtete Vorfilterung potenzieller Synthesekandi-

daten. Neben der Inklusion der Rule of Three haben sich diesbezüglich auch der ELI LILLY-

Filterkatalog als ein probates Mittel zur Aussortierung unerwünschter molekularer und physiko-

chemischer Eigenschaften erwiesen.57, 92 

1.3.4 Strukturbasiertes Wirkstoffdesign als synergistisches Bindeglied zwischen 

FBDD und HTS-gestützter Wirkstoffforschung 

Trotz zahlreicher Unterschiede im Designkonzept, den Anforderungsprofilen an die molekula-

ren Eigenschaften der jeweiligen Substanzvertreter und den verwendeten biophysikalischen 

Messmethoden zur Affinitätsbestimmung findet sich in der Literatur eine Vielzahl von Fallstu-

dien, die den Einsatz des strukturbasierten Wirkstoffdesigns als synergetisches Bindeglied 

zwischen FBDD und HTS-gestützter Wirkstoffforschung hervorheben.44, 93 Die Implementie-

rung spektroskopischer Strukturaufklärungsmethoden kann dabei den gesamten Prozess der 

Wirkstoffentwicklung zeit- und kosteneffizienter gestalten und wichtige Erkenntnisse für die ge-

zielte Hemmung eines bestimmten Targets liefern. 

Konventionelle Methoden der Wirkstoffidentifizierung basieren auf dem Konzept der klas-

sischen oder vorwärtsgerichteten Pharmakologie. Dabei werden Substanzbibliotheken in 

Organismen oder Modellen intakter Zelllinien getestet, um Verbindungen zu identifizieren, die 

eine Veränderung des Phänotyps begünstigen und damit die gewünschte therapeutische Wir-

kung erzielen. Die Validierung des eigentlichen Targets erfolgt jedoch erst nach der Hit-

Identifizierung, z. B. durch chemoproteomische Experimente (vgl. Abbildung 5).94 

Im Falle der reversen Pharmakologie steht die frühzeitige Identifizierung der krankheitsauslö-

senden Proteine im Mittelpunkt des Entwicklungsprozesses. Mit der Erschließung potenzieller 

Targets können die Folgeschritte innerhalb der Wirkstoffentwicklungskaskade, beispielsweise 

durch die Einbeziehung dreidimensionaler Strukturinformationen, beschleunigt und effizienter 

gestaltet werden.95 

Vorab durchgeführte Bindetaschenanalysen liefern wichtige Informationen über die Topologie, 

Form und Aminosäureumgebung des aktiven Zentrums, aus denen vorteilhafte Interaktions-

muster potenzieller Liganden abgeleitet werden können. 
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Ein solches Modell kann anschließend dazu genutzt werden, große Substanzbibliotheken auf ei-

nen bestimmten pharmakophoren Raum zu fokussieren und damit die Trefferquoten im 

Screeningverfahren zu verbessern (vgl. Abbildung 5).96-97 

 

Abbildung 5 | Vergleichende Übersicht zu der klassischen und reversen Pharmakologie. Bis in die 1950er Jahre folgte der Wirk-

stoffentwicklungsprozess vorrangig dem Ablauf der vorwärtsgerichteten (auch: klassische oder phänotypische) Pharmakologie. 

Dabei wurden Substanzbibliotheken, bestehend aus Naturstoffen aus Pflanzenextrakten oder ähnliches in funktionellen 

Screenings in vivo getestet. Erst nach der Identifizierung bioaktiver Substanzen wurden nähere Untersuchungen zur Targetiden-

tifizierung durchgeführt. Durch das HUMAN GENOME PROJECT konnten in den 1990er Jahren vermehrt Informationen zu 

relevanten Zielproteinen gesammelt werden. Diese beeinflussten den Ablauf der Wirkstoffentwicklungskaskade, indem nun ver-

mehrt das Konzept der reversen Pharmakologie angewandt wurde. Bei der reversen (auch: Target-basierte) Pharmakologie steht 

die Targetidentifizierung am Anfang des Entwicklungsprozesses. Erst nach Identifizierung bioaktiver Liganden erfolgt auch eine 

in vivo-Profilierung (basierend auf ZIMMERMANN et al.98 und ATANASOV et al.99).  

Auch wenn die reverse Pharmakologie in vielen Bereichen des FBDDs und der hochdurchsatz-

gesteuerten Wirkstoffforschung die klassische Pharmakologie abgelöst hat,97 ist es für bestimmte 

Fragestellungen sinnvoll, eine kombinierte Strategie aus beiden Ansätzen zu verfolgen. Steht eine 

Erkrankung beispielsweise in Verbindung mit dem Auftreten zahlreicher Mutationsereignisse 

(z.B. bei verschiedenen Arten von Krebs oder Viruserkrankungen), die eine umfängliche Hem-

mung der entsprechenden Mutanten („Pan-Inhibitoren“) erfordern,100-102 kann sich das 

Screening einer solchen Vielzahl unterschiedlicher Targets als unpraktikabel erweisen.103-105  

Mit phänotypischen Screenings lassen sich in solchen Fällen Substanzbibliotheken auf Patien-

ten-erschlossenen Zelllinien testen.  
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Die daraus erhaltenen Hits können anschließend rational für zuvor bereits identifizierte 

Zielproteine weiterentwickelt werden.103-104 Es besteht somit nicht die Notwendigkeit, große 

Mengen an Protein der jeweiligen Mutanten für das eigentliche Screening-Verfahren zu 

generieren. Zudem können in dem Schritt der nachfolgenden Leitstrukturgenerierung auch in 
silico-Verfahren, wie die Homologiemodellierung oder neuronale Netzwerke zur 

Strukturvorhersage, genutzt werden, um dreidimensionale Strukturinformationen zu den ein-

zelnen Mutantenformen auch ohne Vorhandensein der Proteine abzuleiten und somit 

zielgerichtetes Wirkstoffdesign zu ermöglichen.106 

1.4 Drug Repurposing beschleunigt den konventionellen 

Medikamentenentwicklungsprozesses 

Neben der Integration von SBDD in der frühen Phase der Wirkstoffidentifizierung besteht auch 

die Möglichkeit, durch sogenannte Repositionierungsansätze (engl. Drug Repurposing) erheb-

liche Kosten- und Zeiteinsparungen im Vergleich zu den traditionellen Prozessen der 

Wirkstoffforschung zu erzielen (siehe Abbildung 6). Drug Repurposing bezeichnet ein Konzept, 

bei dem ein bereits zugelassener Wirkstoff oder ein Wirkstoffkandidat aufgrund seiner polyphar-

makologischen Eigenschaften in der Lage ist, mehrere Proteine gleichzeitig zu hemmen oder 

aber aufgrund seiner Wechselwirkung mit dem primären Target neue assoziierte Indikationen 

hervorzurufen. Dieser Umstand bedingt, dass gewisse Wirkstoffe multitherapeutischen Nutzen 

besitzen und somit für verschiedene Erkrankungen zum Einsatz kommen können.107-110 

Grundlegend lässt sich die Repositionierung von Wirkstoffen in drei systematische Ansätze un-

terteilen (siehe Abbildung 7). Den ersten Ansatz bildet der krankheitszentrierte Ansatz, der sich 

mit pathologischen Anomalien befasst, für die nur begrenzte oder keine Therapiemöglichkeiten 

vorhanden sind. Diese werden anschließend mit physiologischen Störzuständen korreliert, die 

eine ähnliche oder identische Pathogenese aufweisen, jedoch durch bekannte biologisch-aktive 

Verbindungen bereits Behandlungsoptionen vorweisen.111 Ein bekanntes Beispiel für diesen An-

wendungsfall stellt das Virostatikum REMDESIVIR dar. Es wurde ursprünglich zur Behandlung 

von Ebola- und Marburgfieber entwickelt, erhielt jedoch im Zuge der Corona-Pandemie von der 

FDA die Zulassung zur Behandlung von COVID-19.112 

Der Target-zentrierte Ansatz stellt eine komplementäre Strategie zum krankheitszentrierten An-

satz dar, indem er das Auftreten einer neuen medizinischen Indikation mit einem bereits 

bekannten Zielprotein in Beziehung setzt. Ein Beispiel hierfür ist die konstitutiv aktive Tyrosin-

kinase ABELSON MURINE LEUKEMIA VIRAL ONCOGENE HOMOLOG 1 (ABL1).  
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Obwohl lange Zeit nur aus dem Bereich der Krebsforschung bekannt, zeigen aktuelle Unter-

suchungen, dass diese Kinase nicht nur eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der 

chronisch-myeloischen Leukämie (CML) spielt, sondern auch als potenziell pathogenes Protein 

bei MORBUS PARKINSON fungiert.  

 

Abbildung 6 | Vergleich zwischen dem konventionellen Ablauf der De novo-Wirkstoffforschung und und dem verkürzten Ent-

wicklungsprozess beim Drug Repurposing. Der herkömmliche Ablauf sieht für die Entwicklung eines marktreifen Medikaments 

einen fünfstufigen Prozess, bestehend aus der initialen Phase der Wirkstoffentwicklung, der Leitstrukturentwicklung einer 

präklinischen Phase zur Bestimmung von ADMET-Parametern (Absorption, Distribution, Metabolismus, Exkretion und 

Toxizität), den anschließenden klinischen Phasen und zuletzt der Registrierung des Wirkstoffs, vor. Die Wirkstoffrepositionie-

rung greift hingegen auf bereits zugelassene Wirkstoffe oder gescheiterte Wirkstoffkandidaten zurück, die normalerweise die 

ersten drei Phasen der konventionellen Entwicklungskaskade bereits durchlaufen haben. Dadurch können die ersten Stadien 

verkürzt oder ausgelassen werden. Das untere Diagramm zeigt den Zusammenhang zwischen Erfolgswahrscheinlichkeit und 

Kostenaufwand am Beispiel der Entwicklung von Therapeutika gegen Erkrankungen des zentralen Nervensystems („ZNS-

Therapeutika“). Während die allgemeinen Entwicklungskosten für andere Wirkstoffe stark variieren können, ist deren Trendver-

lauf analog zu dem hier Dargestellten (basierend auf ASHBURN et al.114, SPELLICY et al.115 und KO116).  
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Daraus folgt, dass ABL1-Inhibitoren wie NILOTINIB oder IMATINIB wahrscheinlich auch eine 

Wirksamkeit in Bezug auf neurodegenerative Erkrankungen aufweisen könnten und damit Mög-

lichkeiten zur Repositionierung bieten.111 

Im Gegensatz dazu beruht der wirkstoffzentrierte Ansatz auf der Tatsache, dass zahlreiche Wirk-

stoffe promiskuitiv verschiedene Proteine hemmen können. Vorhersagemodelle deuten darauf 

hin, dass bis zu 90% aller zugelassenen Medikamente, die nicht als Krebstherapeutika eingesetzt 

werden, auch für andere Indikationen positive therapeutische Effekte zeigen und damit auch an-

dere Zielproteine adressieren könnten.107 Die Abschätzung dieser sogenannten potentiellen Off-
Targets ist somit von höchster Relevanz für die Identifizierung polypharmakologischer chemi-

scher Materie und stellt damit einen zentralen Fokus bei der Etablierung computerchemischer 

Vorhersagemodelle dar.113 

Da die meisten dieser Ansätze jedoch große Datenmengen generieren, die häufig nur von spezi-

alisierten Chemoinformatikern analysiert und interpretiert werden können, existieren 

zahlreiche Initiativen zur Konsolidierung solcher Informationen in Datenbanken wie 

PROMISCIOUS2.0 oder REPURPOSEDB.117-118 Die grafisch intuitiv bedienbare Oberfläche bietet 

dabei auch unerfahrenen Wissenschaftlern die Möglichkeit, Informationen zu Bindetaschenver-

gleichen oder Sequenzidentitäten schnell und systematisch abzurufen und somit einen 

Überblick über potenziell repositionierbare Wirkstoffe zu erhalten. 

Allen Drug Repurposing-Ansätzen liegt stets ein Abwägen zwischen synergistischen Effekten 

("vorteilhafte Pharmakologie") und dem Auftreten unerwünschter Nebenwirkungsprofile 

("schädliche Pharmakologie") zugrunde.119 Insbesondere bei der Entwicklung von Krebsmedi-

kamenten hat sich der Fokus in den letzten Jahrzehnten jedoch auf die Entwicklung 

präzisionsmedizinischer Ansätze verschoben, die das Design maßgeschneiderter und selektiver 

Inhibitoren erfordern.120-123 Diese Notwendigkeit wird auch durch die inzwischen standardi-

sierte Durchführung von Kinomprofilierungen zur Bewertung des Selektivitätsprofils von 

Kinaseinhibitoren in den meisten akademischen Wirkstoffprojekten zur Geltung gebracht.124-126 

Eine Methodik, die für diesen speziellen Anwendungsbereich attraktive Möglichkeiten bereit 

hält, ist die strukturbasierte Repositionierung von Wirkstoffen (engl.: Structure-Based Drug 
Repurposing, SBDR). Unter Einbezug der Röntgenkristallographie können im Rahmen des 

SBDRs rationale Optimierungsstrategien für Wirkstoffe entwickelt werden, die entweder zu ei-

ner Erhöhung der Potenz gegenüber dem gewünschten Zielprotein führen oder aber eine 

Abschwächung der Potenz gegenüber unerwünschten Off-Targets begünstigen.  
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Abbildung 7 | Darstellung der Strategiekonzepte bei der Entwicklung von repositionierten Wirkstoffen. Die Behandlung patho-

logischer Störungszustände lässt sich im Wesentlichen auf ein einfaches Triaden-Modell zurückführen, in dessen Fokus die 

Interaktion zwischen einem Wirkstoffmolekül mit einem entsprechenden Zielprotein steht, welches durch eine Überfunktion 

oder Fehlregulation für die Entstehung verschiedener Krankheiten verantwortlich ist. Die Repositionierung von Wirkstoffen 

kann daher auf jeder dieser drei Ebenen erfolgen und lässt sich somit in wirkstoffzentrierte, Target-zentrierte und krank-

heitszentrierte Ansätze unterteilen (basierend auf PARISI et al.111). 
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Im Gegensatz zum herkömmlichen zirkulären und iterativen Prozess der Leitstrukturgenerie-

rung beim SBDD steht beim SBDR jedoch nicht die Generierung einer hochpotenten 

Verbindung durch die Synthese zahlreicher chemisch-diverser Derivate des initialen Hits im Vor-

dergrund, sondern vielmehr das Vorhaben, durch Modifizierung vereinzelter Interaktionsmuster 

grundlegende Eigenschaften wie beispielsweise unerwünschte Off-Target-Selektivitäten modu-

lieren zu können.  

Der chemische Raum wird dabei durch die repositionierbare Leitstruktur ("repositionierbarer 

chemischer Raum") vorgegeben und somit deutlich stärker limitiert als bei traditionellen An-

sätzen der Wirkstoffidentifizierung.127-129  

Aufgrund dieses Umstandes benötigt die Entwicklung einer optimierten SBDR-Leitstruktur in 

der Regel nur 1-2 Jahre und ist damit fast doppelt so schnell wie bei der klassischen, HTS-

getriebenen Wirkstoffforschung.130 

1.5 Analyse der pharmakokinetischen Eigenschaften bildet eine 

essentielle Grundlage für die Leitstrukturoptimierung bei SBDR 

Statistiken implizieren, dass die Repositionierung von Wirkstoffen von deutlich weniger Ausfall-

raten bei klinischen Studien geprägt ist. Während Wirkstoffe aus klassischen 

Identifizierungsverfahren lediglich eine Erfolgsquote von 10% für eine erfolgreiche Marktent-

wicklung aufweisen, liegt diese Quote bei Drug Repurposing-Kampagnen fast dreimal so 

hoch.131-132 Der Grund hierfür lässt sich unter anderem an der Verfügbarkeit klinischer Daten und 

den bereits optimierten pharmakokinetischen Eigenschaften ableiten, wodurch zahlreiche Risi-

kofaktoren für ein mögliches Scheitern bereits im Vorfeld ausgeschlossen werden können (vgl. 

Abbildung 6). 

Dennoch ergeben sich je nach Art der repositionierbaren Verbindungen verschiedene Schwie-

rigkeiten, die die Effizienz dieser Methodik erheblich limitieren können.133-134 Grundsätzlich 

sollte deshalb zunächst einmal zwischen der Repositionierung eines zugelassenen Wirkstoffs 

und eines in der klinischen Phase gescheiterten Wirkstoffkandidaten unterschieden werden. Je 

nach Ausgangslage ergeben sich diesbezüglich andere Strategien in der Phase der Leitstruktur-

optimierung. Zugelassene Wirkstoffe besitzen in der Regel bereits ideale Eigenschaften 

bezüglich ihres Pharmakokinetik-Profils bei gleichzeitig optimalem Risiko-Nutzen-Verhältnis 

für den Patienten, während gescheiterte Kandidaten in den meisten Fällen der unternehmensin-

ternen Entscheidungspolitik zum Opfer gefallen sind oder ein suboptimales Sicherheitsprofil 

aufweisen (vgl. Abbildung 8).70, 135 Vor allem letzterer Faktor lässt sich häufig auf die Anwesenheit 

problematischer chemischer Strukturelemente zurückführen und erfordern damit häufig einen 

Austausch durch beispielsweise bioisostere Gruppen.136-137  
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In solchen Fällen nimmt die Erschließung umfangreicher Struktur-Aktivitäts-Beziehungen 

(engl.: Structure-Activity Relationship, SAR) und Struktur-Toxizitäts-Beziehungen (engl.: 

Structure-Toxicity Relationship, STR) einen besonderen Stellenwert bei der Optimierung der 

entsprechenden Leitstruktur ein.  

Von besonderem Interesse ist dabei auch die Abschätzung des Einflusses einzelner Strukturvari-

ationen auf das Pharmakokinetik (PK)- und Pharmakodynamik (PD)-Profil. 

 

Abbildung 8 | Gründe für das Scheitern von Wirkstoffkandidaten in den klinischen Phasen II und III. Der äußere Kreisring 

illustriert die relative Häufigkeit der verschiedenen Gründe für das Scheitern von Wirkstoffkandidaten während der klinischen 

Phase II, während der innere Ring die Verteilung der Gründe für das Scheitern während der Phase III zeigt. In beiden Phasen 

dominiert mangelnde Effizienz der Verbindungen als Hauptursache für vorzeitige Studienabbrüche. Sicherheitsbedenken sowie 

strategische oder kommerzielle Umstrukturierungen von Firmen tragen jedoch in der Hälfte aller Fälle ebenfalls zum Scheitern 

der Marktzulassung bei (basierend auf HARRISON71). 

Waren solche Analysen bis in die 1990er Jahre noch durch Notwendigkeit zur manuellen Durch-

führung der einzelnen Testmessungen sehr zeitaufwändig, so können in der heutigen Zeit durch 

die Entwicklung automatisierbarer Testsysteme wie beispielsweise der SOLRANK-Assay zur Be-

stimmung der kinetischen Löslichkeit, der PAMPA-Assay zur Beurteilung passiver 

Transporteigenschaften bei unterschiedlichen pH-Werten oder flüssigchromatographiebasierte 

Messverfahren zur Bestimmung der chemischen Stabilität und Plasmastabilität eine Vielzahl an 

Parameterbestimmungen auch im Hochdurchsatzverfahren erfolgen.138-139 

Während auf diese Weise problematische physikochemische Eigenschaften (z.B. geringe Lös-

lichkeit in wässrigen Medien, chemische Instabilitäten, schlechte Transporteigenschaften, etc.) 

zwar relativ verlässlich aufgedeckt werden können, ist die Vorhersage anderer Risikofaktoren je-

doch nicht gänzlich unproblematisch.  
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Insbesondere das Auftreten kardiotoxischer Ereignisse stellt aus Sicht medizinalchemischer Be-

strebungen ein großes Risiko dar, da solche Nebenwirkungen im Sinne der Nutzen-Risiko-

Analyse häufig zur sofortigen Terminierung einer klinischen Studie führen können.140 Es kommt 

erschwerend hinzu, dass die genauen Mechanismen zur Entstehung von Wirkstoff-induzierter 

Kardiotoxizität noch nicht ausreichend verstanden sind, und daher häufig auf eine Vielzahl un-

terschiedlicher Faktoren, wie beispielsweise eine zu hohe Dosierung des verabreichten 

Wirkstoffs oder die unerwünschte Hemmung bestimmter Gene in Herzmuskelzellen, zurückge-

führt wird.141-142  

Unter den bekanntesten dieser Gene befindet sich auch das Transmembranprotein HUMAN 

ETHER-À-GO-GO RELATED GENE oder kurz hERG. hERG kodiert die porenbildende Unterein-

heit des auswärtsgleichrichtenden Kaliumkanals, der aufgrund einer teilweisen Repolarisation 

durch einen schnellen Kaliumausstrom, das Aktionspotentials des Herzens reguliert und steuert. 

Bestimmte Pharmaka können jedoch den Ionenstrom durch Bindung an den Kanal blockieren 

und somit den orchestrierten und koordinierten Ablauf der Hyperpolarisation behindern. 

Dadurch verlängern sich die QT-Intervalle im Elektrokardiogramm, was lebensbedrohliche Ar-

rhythmien oder sogar den plötzlichen Herzstillstand zur Folge haben kann.143-144 Die FDA 

reagierte bereits im Jahre 2005 auf diese Erkenntnis mit der Erlassung einer regulatorischen 

Richtlinie, die die Empfehlung aussprach neue Wirkstoffe auf ihre Inhibitionsfähigkeit bezüglich 

des hERG-Kanals zu testen. SCHUSTER et al. unterstrichen diese Notwendigkeit zudem, indem 

sie in einer ausführlichen Analyse, das Scheitern klinischer Studien in 90% aller Fälle auf das Auf-

treten von Hepato- oder Kardiotoxizität zurückführten.145  

Für eine erfolgversprechende Wirkstoffentwicklung ist es daher von zentralem Interesse, bereits 

in frühen Phasen Testsysteme zur Bestimmung der hERG-Aktivität zu implementieren. Obwohl 

aufgrund ihres deutlich geringeren Kosten- und Zeitaufwands vorrangig die automatisierbaren 

fluoreszenzbasierten Polarisationsassays in der Frühphase der Wirkstoffentwicklung Anwen-

dung finden, sind diese als rein prädiktive Testverfahren zu verstehen. Für eine zuverlässige 

Quantifizierung der hERG-Aktivität ist die Verwendung kostspieliger und aufwändiger Patch-
Clamp-Technik unerlässlich, da diese die direkte Messung des elektrischen Stromsignals durch 

den Ionenkanal ermöglicht.146 

Es lässt sich somit zusammenfassen, dass im Falle einer Repositionierung eines zuvor geschei-

terten Wirkstoffkandidaten ein synergistisches Verhältnis zwischen Potenz und Selektivität bei 

einem insgesamt verbesserten Sicherheitsprofil erzielt werden muss. Damit dieser Kompromiss 

geschaffen werden kann, müssen durch den Einsatz verschiedener in vitro-PK-Verfahren zentrale 

ADME-Parameter erschlossen und anschließend mit den strukturellen Eigenschaften des Inhi-

bitors korreliert werden. 
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Abbildung 9 | Schematische Darstellung der physiologischen Funktion des hERG-Kanals und Auswirkungen durch eine poten-

tielle Inhibition. Der hERG-Kanal ermöglicht einen orchestrierten Kaliumausstrom, indem er den Überschuss an positiv-

geladenen Kaliumionen in der Zelle über einen Konzentrationsgradienten in die extrazelluläre Ebene überführt somit für eine 

Repolarisation (auch Hyperpolarisation genannt) sorgt. Der hERG-Kanal muss für diesen Transport drei unterschiedliche Kon-

formationsänderungen (geschlossen, offen, inaktiviert) eingehen, welche jeweils durch Differenzen bei der auftretenden 

Transmembranspannung koordiniert werden. Die Depolarisation sorgt für eine Anreicherung positiver Ladungsträger außerhalb 

der Zelle. Ein potentieller hERG-Inhibitor greift während der Repolarisationsphase ein, indem er den Kanal blockiert und den 

Kaliumeinstrom verlangsamt. Dies kann dazu führen, dass das QT-Intervall verlängert wird und eine Torsade-Tachykardie auf-

tritt (übernommen aus PARKER et al.147 und angepasst nach SANGUINETTI et al.148). 

1.6 SBDR als attraktive Möglichkeit für die Identifizierung von 

chemischer Materie zur Behandlung von Seltenen Erkrankungen 

Seltene Erkrankungen (engl.: Rare Diseases oder auch Orphan Disease), repräsentieren eine 

Vielfalt heterogener pathologischer Anomalien, die nur eine geringe Anzahl der Gesamtbevöl-

kerung betrifft. Obwohl jede dieser Störungen individuell betrachtet nur selten vorkommt, 

leiden weltweit fast 10% der Bevölkerung an mindestens einer der nahezu 8000 seltenen Erkran-

kungen.110, 149 Über zwei Drittel dieser Krankheiten verlaufen chronisch und sind auf genetische 

Läsionen zurückzuführen. Ihre Verläufe sind daher sehr häufig mit erheblichem Leidensdruck 

für die Patienten oder einer stark verkürzten Lebenserwartung verbunden.110 

Die begrenzte Patientenpopulation und der daraus resultierende Mangel an pathophysiologi-

schen Befunden bedingen gleichzeitig ein hohes finanzielles Risiko bei der Entwicklung 

wirksamer Therapeutika über die klassischen Methoden der Wirkstoffforschung.  
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So ist es wenig verwunderlich, dass gerade einmal für 5% aller seltenen Erkrankungen geeignete 

Wirkstoffe zur Verfügung stehen.149  

In dieser Hinsicht hat sich das SBDR in den letzten Jahren auch für diesen Anwendungsbereich 

als kosteneffiziente und probate Methode zur Wirkstoffidentifizierung bewährt. Ein herausra-

gendes Beispiel dafür stellt die Repositionierung des Arzneistoffs THALIDOMID dar. 

Ursprünglich als Schmerz- und Beruhigungsmittel eingeführt, fand THALIDOMID später unter 

dem Handelsnamen CONTERGAN Anwendung bei der Behandlung von Schwangerschaftsübel-

keit – allerdings mit verheerenden Folgen. Aufgrund seiner zunächst unbekannten teratogenen 

Wirkung führte die Gabe des Medikaments zu schweren Missbildungen und Beeinträchtigungen 

in der Wachstumsentwicklung von Föten. Das Bekanntwerden dieses Zusammenhangs führte 

im November 1961 schließlich zur sofortigen Marktrücknahme und einem langwierigen Prozess 

gegen das vertreibende deutsche Pharmaunternehmen GRÜNENTHAL.150 

Obwohl dieses Vorkommnis als einer der wahrscheinlich tragischsten Skandale in die jüngere 

Medizingeschichte einging, wurde der Wirkstoff aufgrund seiner beobachteten antiinflammato-

rischen, antineoplastischen und antiangiogenetischen Wirksamkeit in den 2000er Jahren als 

„Arzneimittel für seltene Leiden“ ausgewiesen.151 

Im Jahr 2009 erfolgte daraufhin in Deutschland eine Zulassung zur Behandlung des multiplen 

Myeloms. Neun Jahre später, im Jahr 2018, postulierten SIEVERS et al. auf Grundlage eines com-

putergestützten Bindetaschenvergleichs ebenso weitere potenzielle Targets von Thalidomid und 

seinen Derivaten.152 Unter diesen Zielproteinen befanden sich auch Zinkfinger-Transkriptions-

faktoren, die eine zentrale Rolle bei der Entstehung von Krebs einnehmen und bis zu diesem 

Zeitpunkt als medikamentös unangreifbar (engl. undruggable) galten.  

Das Beispiel von Thalidomid legt eindrucksvoll offen, wie polypharmakologische Verbindungen 

trotz ihres ursprünglich desaströsen Sicherheitsprofils durch kleinere chemische Modifizierun-

gen und Derivatisierung in potentiell sichere Wirkstoffe überführt werden können, die komplett 

andere Indikationen behandeln. SBDR übernimmt dabei die Aufgabe, gleichermaßen Potenz, 

Selektivität und PK-Eigenschaften in ein synergistisches Gleichgewicht zu überführen, sodass 

unerwünschte Nebenwirkungen entweder minimiert oder gänzlich ausgemerzt werden. 

1.7 Gastrointestinale Stromatumore: Ein Paradebeispiel Seltener 

Erkrankungen 

Wie kaum eine andere Krankheit stellt Krebs Forschende und Kliniker seit Jahrzehnten vor zent-

ralen Problemen in Bezug auf dessen frühzeitige Erkennung, der Identifizierung seiner 

molekularen Ursachen sowie die Entwicklung zielgerichteter Therapieansätze für eine weitge-

hend nebenwirkungsfreie und minimal-invasive Behandlung.  
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Zwar konnten sich durch die medizinischen Fortschritte der letzten Jahrzehnte insbesondere die 

Tumorchirurgie in Kombination mit Strahlen- oder Chemotherapie als probate Behand-

lungsoptionen etablieren,153-154 diese erweisen sich jedoch für die Behandlung hochrezessiver 

und invasiver Krebsarten häufig als ineffektiv.155-156 

Gastrointestinale Stromatumore (GIST) stellen eine Gruppe von Weichgewebssarkomen dar, 

die nur geringe Ansprechraten auf konventionelle Behandlungsstrategien zeigen und aufgrund 

ihrer Seltenheit und Vielfalt höchst individualisierte Therapiekonzepte erfordern. Mit einer ge-

schätzten Prävalenz von ungefähr 10-15 Fällen pro 106 Einwohner weltweit157 und einem 

jährlichen Aufkommen von 5000-6000 neuen Fällen in den USA158 zählen diese Tumoren zu den 

seltenen Erkrankungen.  

Die geringe Dichte und Heterogenität der Patienten erschweren dabei die Erforschung patho-

physiologischer Ursachen und erfordern daher die Konsolidierung von Daten, beispielsweise 

durch internationale Kooperationen von Forschungsinstitutionen.159 

Genomanalysen der letzten Jahre haben gezeigt, dass GIST, unabhängig vom Tumorstadium, 

eine hohe onkogene Abhängigkeit (engl. oncogene addiction) zum Stammzellfaktor-Rezeptor 

(c-KIT) und dem Rezeptor des PLATELET-DERIVED GROWTH FACTOR A (PDGFRα) aufweisen 

und dass die Inhibition dieser Tyrosinkinasen mit einem signifikant verlangsamten oder gar un-

terbundenen Tumorwachstum einhergeht.160-161 Aus diesem Grund haben sich insbesondere 

präzisionsmedizinische Ansätze als effektive Therapieansätze erwiesen, da sie die Möglichkeit 

bieten, die Behandlung auf die spezifischen genetischen Veränderungen des Tumors auszurich-

ten und somit ein Behandlungssetup möglich machen, das individuell auf die Bedürfnisse des 

Patienten zugeschnitten ist.162 

Die derzeitigen Therapieschemata sehen daher den Einsatz des Tyrosinkinase-Inhibitors (TKI) 

IMATINIB als Erstlinien-Therapeutikum vor. Dennoch entwickelt jeder zehnte Patient innerhalb 

von 3-6 Monaten nach der Erstgabe Resistenzmutationen, die auf struktureller Ebene zu einer 

Konformationsänderung der Rezeptoren führen, was die Bindung des ursprünglichen Liganden 

erschwert.163 Da die Patienten aufgrund dieses Mechanismus eine Insensitivität gegenüber 

IMATINIB entwickeln, müssen für eine fortlaufende Therapie andere wirksame TKIs verabreicht 

werden, die dazu in der Lage sind, die aus den Mutationen hervorgehenden strukturellen Än-

derungen zu umgehen oder sich diesen anzupassen. Da die Entwicklung und Identifizierung 

solcher Inhibitoren ebenfalls dem Schema der klassischen Wirkstoffentwicklungsprozesse folgt 

und daher mit einem hohen Kosten- und Zeitaufwand verbunden ist, stehen derzeit nur wenige 

Zweit- und Drittlinientherapeutika zur Verfügung. Es besteht daher ein regelrechter medizini-

scher Bedarf, den Entwicklungsprozess für neue TKIs durch innovative Strategien weiter 

voranzutreiben. 
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1.8 Präzisionsmedizinische Ansätze zur Behandlung von GIST: c-KIT 

und PDGFRα als attraktive Targets für SBDR-Bemühungen 

Nahezu jeder Aspekt der zellulären Aktivität kann auf die Beteiligung von Proteinkinasen als 

molekulare Schaltzentren zurückgeführt werden. Als Vertreter der Klasse der Transferasen kata-

lysieren Kinasen den Transfer von Phosphatgruppen von Adenosintriphosphat (ATP) auf 

Hydroxylseitenketten bestimmter Proteinsubstrate. Dieser biochemische Prozess kann die Akti-

vität von Enzymen verstärken oder abschwächen und somit maßgeblich zur Aufrechterhaltung 

grundlegender zellulärer Funktionen beitragen. In ihrer fein abgestimmten Wechselwirkung mit 

den physiologischen Gegenpartnern, den Phosphatasen, sind Kinasen auch an Prozessen wie 

Zellerhaltung, Zellteilung und programmiertem Zelltod (Apoptose) beteiligt. Störungen dieses 

durch sie vermittelten, präzise regulierten physiologischen Gleichgewichts können schwerwie-

gende pathologische Zustände wie Krebs, Diabetes oder kardiovaskuläre Erkrankungen zur 

Folge haben.164-166 

Kinasen stellen aufgrund ihrer zentralen biologischen Funktion daher ein sehr beliebtes Target 

für medizinalchemische Forschung und Präzisionsmedizin dar. Doch bis in die 1990er Jahre galt 

in der wissenschaftlichen Gemeinschaft das allgegenwärtige Dogma, dass eine medikamentöse 

Adressierung dieser Zielproteine unmöglich sei.167 Bemühungen visionärer Wissenschaftler wie 

JOHN C. LEE und Kollegen bei SMITHKLINE BEECHAM PHARMACEUTICALS168 oder SACHIYO 

KAWAMOTO und HIROYOSHI HIDAKA am Universitätsklinikum MIE in Japan169 offenbarten je-

doch die Möglichkeit, chemische Materie auch für die damals hochinteressanten Zielproteine 

p38-mitogenaktivierte Proteinkinase (p38 MAPK) und Isoformen der Proteinkinase C (PKC) 

zu identifizieren und zu affinen Liganden weiterzuentwickeln. Obwohl diese Arbeiten als bahn-

brechende Erkenntnisse in die Geschichte eingingen, schafften es die vorgestellten chemischen 

Verbindungen nie über den Status von Testsubstanzen (engl. Tool compounds) für chemisch-

biologische Forschungszwecke hinaus. Erst die eher zufällige synthetische Integration einer ein-

fachen Methylgruppe in ein Diaminopyrimidin-Grundgerüst eines bekannten PKC-Inhibitors 

verhalf dem Biochemiker NICHOLAS LYNDON zur Entwicklung des relativ spezifischen BCR-

ABL-Inhibitors IMATINIB (Handelsname: GLEEVEC) im Jahr 2001. Durch die Bemühungen von 

BRIAN DRUKER konnte IMATINIB schließlich erfolgreich für die Behandlung von CML eingesetzt 

werden und verbesserte damit drastisch die Aussicht von Patienten auf ein progressionsfreies 

Überleben.170 

Diese Erfolgsgeschichte begründete zugleich einen regelrechten Wettlauf in der Geschichte der 

Medizinalchemie und leitete die Ära der Entwicklung von Kinaseinhibitoren ein. Seitdem konn-

ten zahlreiche strukturbiologische Erkenntnisse das Verständnis zur Funktionsweise dieser 

Proteinklasse aufklären und wichtige Grundlagen für die Entwicklung strukturbasierter De-

signkonzepte für entsprechende Hemmstoffe bereitstellen. 
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Die erste Kristallstruktur einer Kinase wurde bereits vor mehr als 30 Jahren von KNIGHTON et 
al. publiziert.171 Durch die strukturelle Analyse der Proteinkinase A (PKA) konnte ein konser-

vierter struktureller Kernbereich, bestehend aus einer N-Terminus-Domäne mit fünf β-

Faltblättern und der sogenannten αC-Helix, einer zentralen Kinase-Domäne sowie einer vorwie-

gend regulatorischen α-helicalen C-Terminus-Domäne, für alle Arten von Kinasen offengelegt 

werden (vgl. Abbildung 10).  

Weiterhin konnte abgeleitet werden, dass die ATP-Bindungsstelle, zusammen mit der soge-

nannten Aktivierungsschleife, an der Schnittstelle zwischen beiden Termini lokalisiert ist und 

von deren jeweiligen β-Faltblättern flankiert wird. Dieser Bereich wird allgemein auch als aktives 

Zentrum bezeichnet. Die Phosphatreste von ATP reichen in eine Subtasche hinein, welche sich 

unmittelbar unter der Glycin-reichen Schleife befindet und durch die Wechselwirkung mit ei-

nem konservierten Lysin des β3-Faltblatts und einer koordinativen Bindung des C-Terminus mit 

einem zweiwertigen Magnesiumion charakterisiert ist.172 Dieser als Ribose-Tasche bezeichnete 

Bereich bietet insbesondere für die Entwicklung ATP-kompetitiver Kinaseinhibitoren interes-

sante Interaktionsmöglichkeiten, da auf diese Weise beispielsweise Phosphat-mimetische 

Gruppen in das Inhibitordesign einbezogen werden können.173-175 

Neben der Adressierung der Ribose-Tasche ist allerdings auch noch die Wechselwirkung mit der 

sogenannten Scharnierregion (engl. hinge region) von essentieller Bedeutung für die Spezifität 

eines Kinaseinhibitors.176 Die Scharnierregion verbindet über eine geordnete, kurze Linkerse-

quenz den N- mit dem C-Terminus und ist für die Erkennung der Adenin-Base des ATPs durch 

zwei Wasserstoffbrücken verantwortlich. Da sich die glycinreiche Schleife in der Nähe der ATP-

Bindungsstelle befindet und damit für die Bindung und Einpassung des Substrats verantwortlich 

ist, muss sie durch ein hohes Maß an Flexibilität und Anpassungsfähigkeit verschiedene Konfor-

mationen einnehmen können.172 

Durch diese Eigenschaft stellt sie die Adressierung dieses Strukturelements in Form eines geeig-

neten Inhibitordesigns als ein herausforderndes Unterfangen dar, wenngleich auch vereinzelte 

Ansätze in der Literatur wiederzufinden sind.181 Die aus der Kristallisation von PKA gewonne-

nen Informationen zur Architektur der Kinasen sowie daraus abgeleitete strukturbiologische 

Funktionen einzelner Tertiärstrukturelemente führten in den Folgejahren zur Etablierung allge-

mein anerkannter Designprinzipien für Kinaseinhibitoren (siehe Abbildung 11).182  

Diese legten zusammen mit der Durchführung von Genomsequenzierungen den Grundstein für 

die Entwicklung molekular gesteuerter Präzisionsonkologie.  
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Abbildung 10 | Gegenüberstellung der inaktiven (grau, PDB-ID: 1G3N) und aktiven (grün, PDB-ID: 1FIN) Konformation am 

Beispiel der CDK-Tyrosinkinase-Familie. Proteinkinasen sind aus einer N-terminalen (oben) und C-terminalen (unten) Unter-

domäne aufgebaut, zwischen deren Kontaktfläche das aktive Zentrum lokalisiert ist. Im inaktiven Zustand ist das aktive Zentrum 

aufgrund der topologischen Anordnung der Aktivierungsschleife für das natürliche Substrat ATP unzugänglich. Durch die Bin-

dung eines Liganden in der extrazellulären Domäne (z.B. ein Wachstumsfaktor, Stammzellfaktor etc.) wird das physiologische 

Gleichgewicht über einen extrazellulären Dimerisierungsmechanismus (z.B. durch die Bindung zweier Monomere durch den 

Liganden oder eine induzierte konformelle Änderung der extrazellulären Domäne durch Bindung eines Stammzellfaktors) auf 

die Seite der aktiven Konformation verschoben. Im Zuge dessen nähern sich auch die intrazellulären Domänen an und begüns-

tigen damit eine Transphosphorylierung nucleophiler Aminosäureseitenketten in der Aktivierungsschleife. In Folge dessen 

orientiert sich das DFG-Motiv von der sogenannten DFG-out-Konformation zur DFG-in-Konformation um und induziert so-

mit eine 180°-Drehung der Aktivierungsschleife. Gleichzeitig nähert sich die αC-Helix dem katalytischen Lysin des β⁠3-Faltblatts 

an (αC-Helix-in) und spannt zusammen mit der Aktivierungsschleife die Substratbindestelle für das ATP auf (basierend auf 

UMEZAWA et al.177, BAYLISS et al.178, HUSE et al.179 und NOLEN et al.180). 

Neben der erfolgreichen Behandlung weit verbreiteter Krebsformen wie beispielsweise dem 

nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (engl. Non-Small-Cell Lung Cancer, NSCLC) durch die 

zielgerichtete Hemmung des Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (engl. Epidermal 
Growth Factor Receptor, EGFR) durch Inhibitoren wie AFATINIB, GEFITINIB oder ERLOTINIB, 

revolutionierte die personalisierte Medizin auch die Behandlung seltener Erkrankungen maß-

geblich.183-184 Zahlreiche Studien zeigen, dass der Einsatz von TKIs bei der Behandlung von GIST 

entscheidende Vorteile gegenüber den klassischen Methoden der Krebstherapie bietet.  

Aufgrund der oft unvorteilhaften Lokalisation und des metastasierenden Charakters dieser 

Tumore ist die Durchführung einer Bestrahlung in den meisten Fällen nicht möglich, während 

eine vollständige chirurgische Dissektion nach 5 Jahren bei etwa 30% aller Patienten zur 

Rezidivierung oder der Bildung neuer Metastasen führt.185  
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Abbildung 11 | Übersicht zu allgemeinen Designprinzipien bei der Entwicklung von Proteinkinase-Inhibitoren. Während 

Kinaseinhibitoren des Typs I und II ATP-kompetitiv binden und daher die chemische Natur des Adenin-Grundgerüsts 

nachahmen müssen, stellen die Typen III und IV Hemmstoffe dar, die nicht mit dem natürlichen Substrat konkurrieren, sondern 

allosterische Taschen adressieren (basierend auf PALMIERI et al.204 und ROSKOSKI205) 
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Chemotherapeutische Ansätze zeigen zudem nahezu keine Ansprechrate und bereits nach 

dreimonatiger Behandlungsdauer erneute Tumorprogression.186 

Die Zulassung von IMATINIB als Erstlinientherapeutikum führte nach der Jahrtausendwende 

schließlich zu einem Paradigmenwechsel bei der Behandlung von GIST. Patienten konnten nun 

durch die Gabe des Wirkstoffs in Form einer Tablette (400 mg oder 800 mg pro Tag) behandelt 

werden und wiesen eine durchschnittliche progressionsfreie Überlebensrate zwischen 1.7 und 2 

Jahren auf.187 Dennoch treten bei 85-90% aller Patienten Sekundärmutationen nach Verabrei-

chung des Erstlinientherapeutikums auf, die zu konformationellen Änderungen der Bindetasche 

führen und somit eine verminderte Affinität von IMATINIB begünstigen.188 Damit solche Resis-

tenzmutationen auch weiterhin effektiv behandelt werden können, ist die stetige Entwicklung 

neuer Therapeutika ein zentraler Forschungsschwerpunkt der Präzisionsonkologie. 

1.9 Resistenzmutationen erfordern konstante Entwicklung neuer 

Therapiekonzepte 

Das Auftreten von Sekundärmutationen nach Gabe von IMATINIB und die damit einhergehen-

den verringerten Ansprechraten führte unweigerlich zur Notwendigkeit, neue Therapiekonzepte 

für die Behandlung von mutierten GIST zu erschließen. Repositionierungsstudien ergaben da-

bei, dass die Gabe der beiden Multikinasehemmer SUNITINIB und REGORAFENIB als Zweit- und 

Drittlinientherapeutikum zwar kurzfristig die progressionsfreie Überlebensrate verbesserte, die 

Wirksamkeit jedoch durch das Auftreten von Sekundärmutationen erneut limitiert wurde. Ins-

besondere zeigten Patienten mit einer D842V-Mutation im PDGFRα-Gen keine 

Ansprechbarkeit auf alle bis dato etablierten Behandlungsstrategien.206-207 

Die Durchführung der NAVIGATOR-Studierte offenbarte, dass bezüglich dieses medizinischen 

Notstands der ursprünglich für die KIT D816H-Mutation rational designte Wirkstoff 

AVAPRITINIB bei über 90% der betroffenen Patienten Wirksamkeit zeigte.208 In klinischen An-

wendungen stellte sich jedoch später heraus, dass der Inhibitor aufgrund seiner Eigenschaft, die 

Blut-Hirn-Schranke überwinden zu können, schwerwiegende neuro-kognitive Nebenwirkun-

gen in kleineren Patientengruppen hervorruft, die den therapeutischen Nutzen damit 

maßgeblich limitieren.209-210 

Der aus dieser geschichtlichen Entwicklung hervorgehende konstante und nach wie vor unge-

deckte Bedarf an neuen und wirksamen TKIs in Kombination mit dem frequentierten Auftreten 

von Resistenzmutationen zeigt eindeutig, wie notwendig die Entwicklung innovativer Metho-

den für die Entwicklung maßgeschneiderter Wirkstoffmoleküle ist.  
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Das bisherige methodische Vorgehen legt jedoch auch offen, dass die Identifizierung und Ver-

wendung von Multikinaseinhibitoren zur Behandlung resistenzerworbener GIST zwar durchaus 

kurzfristige therapeutische Wirkung ermöglicht, diese jedoch mit einem rasanten Auftreten neu-

artiger Mutationen einhergeht. Eine selektive Inhibition einer einzigen, spezifischen Mutante 

scheint angesichts dieser Ausgangslage daher nur bedingt sinnvoll zu sein. 

 

Abbildung 12 | Übersicht zur relativen Häufigkeit auftretender Primär- und Sekundärmutationen bei c-KIT-mutierten und 

PDGFRα-mutierten GIST und deren topologische Verteilung in der intrazellulären Kinasedomäne. In den meisten Patienten 

treten mit einer Häufigkeit von 75-80% hauptsächlich Aktivierungs- und Resistenzmutationen in den Exons 13, 14, 17 und 18 

des c-KIT-Gens auf. In 10% der Fälle sind jedoch Primärmutationen in PDGFRα zu beobachten, insbesondere in der Aktivie-

rungsschleife (Exon 18). Strukturbiologisch betrachtet führen auftretende Punktmutationen in diesem Bereich hauptsächlich 

zu Konformationsänderungen der Kinase, da sich die chemischen und elektrostatischen Eigenschaften der mutierten Aminosäu-

ren grundlegend ändern können, was eine Umorientierung des DFG-Motivs begünstigt. Im Vergleich dazu können Mutationen 

auf topologischer Höhe mit der Türsteher Aminosäure (V654 und T670) vor allem zu einer sterischen Repulsion mit einem 

Inhibitor des Typs I oder II führen (vgl. räumliche Nähe des ATPs zu den entsprechenden Aminosäuren) (basierend auf 

SERRANO et al.207). 

Abbildung 12 zeigt die häufigsten auftretenden Sekundärmutationen bei IMATINIB-resistenten 

GIST-Patienten in Abhängigkeit ihrer Lokalisation in der intrazellulären Kinasedomäne. Es ist 

ersichtlich, dass sich wesentliche Mutations-Hot spots vor allem in der ATP-

Bindungsschnittstelle, den sogenannten Exons 13 und 14, sowie im Bereich der Aktivierungs-

schleife, also den Exons 17 und 18, befinden.207 Bei c-KIT verorten sich die häufigsten 

Punktmutationen im Bereich der αC-Helix (K642-Mutationen), auf topologischer Höhe der 

"Türsteher"-Aminosäure (engl. gatekeeper) (T670- und V654-Mutationen) und auf Höhe der 

Aktivierungsschleife (D816-, D820- und N822-Mutationen).  

Mutationsereignisse in diesen spezifischen Positionen können entweder sterische Repulsionen 

mit bindenden Liganden forcieren oder im Falle von Mutationen in der Aktivierungsschleife zu 

Konformationsänderungen der Kinase führen, die eine Bindung eines Liganden erschweren.209 

Jonas Warmuth
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10467260/
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Angesichts dieser strukturbiologischen Aspekte ergeben sich spezielle Anforderungen an poten-

zielle Wirkstoffe, die im Sinne einer Pan-Inhibition ein möglichst breites Spektrum von 

Mutationen hemmen sollen.  

Diese erfordern das Design von Molekülen, die aufgrund ihrer chemischen Strukturmerkmale 

oder einer besonderen geometrischen Ausrichtung trotz auftretender Konformationsänderun-

gen des Proteins dazu in der Lage sind, hochaffin zu binden. Methoden des SBDDs können 

diesbezüglich wertvolle Instrumente zur Identifizierung potenzieller Leitstrukturen bereitstellen 

und die anschließende Optimierung unterstützen. 
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2 Motivation und Zielstellung 

Trotz der bahnbrechenden medizinischen Errungenschaften der letzten Jahrhunderte und dem 

zunehmenden Einzug innovativer Technologien in die medizinische Forschung steht die wirk-

stoffentwickelnde Industrie heute vor der zentralen Herausforderung, Kosten- und 

Zeitökonomie bei der Entwicklung von Wirkstoffen und Arzneimitteln mit den immer strenge-

ren regulatorischen Vorgaben der Arzneimittelbehörden in Einklang zu bringen. Durch die 

nahezu lawinenartige Anhäufung multiomischer Analysedaten seit der Jahrtausendwende erwei-

tert sich zudem nahezu täglich das Verständnis über die molekularen Ursachen verschiedenster 

pathologischer Störungszustände. Weiterhin treten durch die anhaltende Globalisierung auch 

neue Krankheiten in Erscheinung, die sich in rasender Geschwindigkeit über den gesamten Glo-

bus verbreiten und eine Vielzahl von Menschen gleichzeitig betreffen.211-212  

Der sich daraus abbildende gesteigerte Bedarf an neuen Therapeutika steht jedoch in starken 

Kontrast zu den derzeitigen Bedingungen, unter denen die Wirkstoffforschung agiert. So führen 

die seit mehreren Jahrzehnten stetig anwachsenden Entwicklungskosten, gepaart mit dem Wis-

sen um die hohen Ausfallwahrscheinlichkeiten innerhalb der klinischen Phasen zur 

Notwendigkeit, dass viele Pharmaunternehmen ausschließlich kommerziell-vielversprechende 

Wirkstoffkandidaten, mit einem möglichst geringen Risiko zum Scheitern in ihr Portfolio auf-

nehmen und somit einen regelrechten Innovationsstau begünstigen (siehe Verlauf der nicht-

weiterentwickelten Wirkstoffkandidaten in Abbildung 1c).213  

SCANNELL et al. erkannten diesen Sachverhalt bereits im Jahre 2012 und konstatierten, dass sich 

trotz des Einzuges moderner Automatisierungstechnologien und bahnbrechenden Innovatio-

nen seit den 1980er Jahren die Kosten für die Entwicklung neuer Wirkstoffe alle neun Jahre in 

etwa verdoppeln.214 Dieser paradox-erscheinende Zusammenhang wird allgemeinhin als 

Eroom’sches Gesetz (Anagramm zu Moore‘sches-Gesetz) bezeichnet und stellt für den Prozess 

der Wirkstoffentwicklung aus Sicht der Pharmaunternehmen ein zentrales Problem für die Ent-

wicklung von effizienzsteigernden Strategien dar (siehe Abbildung 13).  

Als einer der Hauptursachen für das Auftreten der Eroom’schen Gesetzmäßigkeit wird heutzu-

tage vor allem das sogenannte „Besser als die Beatles“-Problem angesehen. Dieses beschreibt den 

Umstand, dass sich neu-entwickelte Therapeutika stets an dem aktuellen Stand der Technologie 

orientieren und daher mit bereits etablierten Therapieoptionen konkurrieren und diese übertref-

fen müssen. Da dieser Konkurrenzkampf jedoch zu einem immer stärker forcierten 

Innovationsdruck innerhalb der Pharmaindustrie führen würde, müssen sich die Unternehmen 

verstärkt auf die Entwicklung von Wirkstoffen für Krankheiten fokussieren, deren Behandlung 

sich aufgrund der häufig komplett andersartigen Pathogenese als herausfordernder und kom-

plexer darstellt und somit auch mit erhöhten Zeit- und Kostenaufwand einhergeht.214-215  
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Abbildung 13 | Schematische Darstellung zur Gesetzmäßigkeit des Eroom’schen Zusammenhangs und des sich daraus entwi-

ckelnden Innovationsstaus bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe. (A) Verlauf des ökonomischen Effizienz bei der Entwicklung 

neuer Wirkstoffe von 1950 bis 2020. Es zeigt sich, dass sich trotz steigenden Kosteneinsatzes die Zahl der neu-entwickelten 

Wirkstoffe nicht deutlich vergrößert. Als Resultat stellt sich die Entwicklung von Wirkstoffen als immer risikoreicher und finan-

ziell herausfordernder dar. Seit den 2010er Jahren scheint sich der Einfluss des Eroom’schen Gesetzes jedoch abzuschwächen, 

weshalb die Effizienzkurve langsam in einem Zustand der Stabilisation einfindet. Die Farben deuten jeweils unterschiedlichen 

Ären in der Wirkstoffforschung an, die sich mit den Historischen Ereignissen aus Abbildung 1 grundlegend decken (PW:= Ära 

der Phänotypischen Wirkstoffforschung, PT := Post-Thalidomid-Ära, AuB := Ära der Automatisierung und Biotechnologie, 

FuR := Ära des Fragment-basierten Wirkstoffdesigns und der Repositionierung). (B) Vergleich zwischen der Registrierung 

neuer chemischer Materie in der CAS-Datenbank und den FDA-zugelassenen Neuen Molekularen Entitäten. Während sich seit 

den 2000er Jahren die Zahl der neuen chemischen Materie durch die Entwicklung neuer und innovativer Synthesetechniken 

exponentiell vergrößert, übersetzt sich dieser Trend nahezu gar nicht bei der Zulassung von NMEs. Rückführbar ist dies unter 

anderem auf Translationshindernissen bei der Implementierung neuer Reaktionen in medizinalchemische Forschungsbereiche. 

Um diesen wissenschaftlichen Engpass entgegenwirken zu können, finden sich in den letzten 

Jahren vermehrt Bemühungen zur Verkürzung der Abläufe der klassischen Wirkstoffentwick-

lungskaskade wieder. Als einer der erfolgreichsten Methoden hat sich dabei vor allem die 

Repositionierung von Wirkstoffen hervorgetan. Da diese jedoch nicht in allen Fällen eine valide 

Entwicklungsstrategie darstellt, steht auch heutzutage noch vor allem die Identifizierung und an-

schließende Optimierung neuartiger Chemotypen zur Entwicklung neuer selektiver Inhibitoren 

im Fokus der Forschungsbemühungen.  

Die Ursachen für dieses Problem liegen daher nicht im Bereich der Grundlagenforschung, son-

dern sind viel eher in der Identifizierungsphase neuer chemischer Materie, speziell in der 

problematischen Gestaltung der meisten HTS- und Fragmentbibliotheken, verortet. 
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2.1 Analysen zur Eignung und Implementierung moderner 

Synthesetechniken im Kontext des Aufbaus sp3-reicher 

Fragmentbibliotheken 

Trotz zahlreicher innovativer Designansätze bleibt die Landschaft der Substanzbibliotheken, 

auch 15 Jahre nach dem wissenschaftlichen Appell "Escape from Flatland" von LOVERING et 
al.216, weiterhin durch einen unverhältnismäßigen Mangel an sp3-reichen Molekülstrukturen ge-

prägt.89, 217 Rückführbar ist dies unter anderem auf vorherrschende Bedenken hinsichtlich 

niedriger potentieller Trefferraten beim Screening solcher Bibliotheken, aber auch auf die zu-

rückhaltende Verwendung moderner Synthesemethoden im Bereich der Medizinalchemie. 

Während die Verringerung der Hit-Raten aufgrund des deutlich vergrößerten chemischen 

Raums sp3-reicher Strukturen ein inhärentes Problem darstellt, das nur durch den Einsatz kos-

tenintensiver Automatisierungstechnologie gelöst werden kann218-220, ist die mangelnde 

Translation neuer Synthesetechniken in industrielle Applikationen eher auf ein strukturelles 

Problem innerhalb der fortschrittsorientierten Forschungs- und Entwicklungskultur (FuE) zu-

rückzuführen.  

BOSTRÖM et al. hoben in ihrer perspektivischen Analyse "Expanding the medicinal chemistry 
synthetic toolbox" aus dem Jahr 2018 diesbezüglich eine Vielzahl von Faktoren hervor, die sich 

von anthropogenen Gründen wie einer Bevorzugung gegenüber arbeitsfreundlicheren Reakti-

onsbedingungen (z. B. kurze Reaktionszeiten, Atmosphären-druck, Temperaturen zwischen -80 

°C und +200 °C, Vermeidung von chiralen Aufreinigungsmethoden etc.) bis hin zur mangelnden 

Verfügbarkeit komplexer Startmaterialien sowie einem häufig sehr limitierten und spezifischen 

Substratumfang erstreckten. Die Autoren formulierten diesen Notstand in den folgenden 

Worten88: 

“Unfortunately, synthetic chemistry is now often considered a bottleneck in DMTA cycles, which can put 

considerable pressure on medicinal chemists to deliver molecules in a specific time frame for the planned 

screening cascades. Reward systems and pressure on delivery have pushed medicinal chemists to meet 

metric-based goals within a progression-seeking R&D culture. In these circumstances, a numbers-game 

attitude and a focus on easy-to-make compounds can often divert medicinal chemists from design prin-

ciples, and the potential impact of more complex and/or challenging synthetic strategies is likely to be 

lost.”  

Doch neben der von den Autoren beschriebenen einseitigen Verwendung von Synthesetechni-

ken begünstigen auch die Auswahl an Designkriterien für die meisten Substanzbibliotheken die 

Verarmung des chemischen Raums.  Im Regelfall folgt der Aufbau einer Substanzsammlung 

einem linear verlaufenden Prozess, an dessen Anfang das Design potenzieller 

Synthesekandidaten (z. B. mithilfe virtueller Reaktionen) steht. 
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Der Umfang dieser generierten Verbindungen wird in Folgeschritten durch die Anwendung ver-

schiedenster Filterkriterien (z. B. durch Diversitätsfilter, Molekulargewichtsfilter oder der 

Filterung unerwünschter chemischer Eigenschaften) fokussiert, um somit die attraktivsten Kan-

didaten für nachgeschaltete Synthesen zu identifizieren. Dieses Vorgehen mag zunächst zwar 

plausibel erscheinen, stellt sich jedoch aus zweierlei Sicht als nicht gänzlich unproblematisch 

heraus: 

1) Der chemische Raum wird automatisch durch die Auswahl der vorausgesagten Synthe-

sekandidaten diktiert. Die Größe und der Umfang dieses Raums richten sich 

entsprechend nach den zuvor definierten Filterkriterien sowie der verwendeten Reak-

tion zum Aufbau der jeweiligen Verbindung. Da es sich um einen iterativen Prozess 

handelt, lässt sich der chemische Raum durch die Implementierung verschiedener Syn-

thesetechniken nur schrittweise vergrößern und bedingt damit die Entstehung von 

Lücken innerhalb der abgedeckten chemischen Landschaft (siehe Abbildung 14).221 

2) Für das Design von HTS- und Fragment-Bibliotheken haben sich verschiedene moleku-

lare Deskriptoren, wie zum Beispiel zweidimensionale Fingerprints (ECFP4, MACCS 

keys etc.) bzw. dreidimensionale Form- (ROCS, PMI etc.) bzw. Topologie-basierte 

(GpiDAPH3, TGD etc.) Deskriptoren als probates Mittel zur Institution spezifischer 

Diversitätsfilter bewährt. Analysen der letzten Jahre zeigen jedoch, dass insbesondere 

Form-basierte Deskriptoren wie PMI oder ROCS bei direktem Vergleich eine geringe 

Korrelation aufweisen und daher den bioaktiven Raum nur unzureichend beschreiben 

können.222 Um hohe Trefferquoten auch bei biologisch vielfältigen Zielproteinen zu ge-

währleisten, muss der Designprozess neben maximaler Formvielfalt auch maximale 

funktionelle Komplementarität der einzelnen Substanzvertreter sicherstellen. Dies kann 

beispielsweise mithilfe dreidimensionaler pharmakophor-basierter Deskriptoren erfol-

gen.223 

Angesichts dieser beiden zentralen Probleme sollten im Rahmen dieser Doktorarbeit Möglich-

keiten erschlossen werden, den linearen und starren Designprozess von Substanzbibliotheken 

effizienter und dynamischer zu gestalten (siehe Abbildung 14).  

Unter Einsatz der textbasierten Software KONSTANZ INFORMATION MINER (KNIME) konnte 

diesbezüglich in Vorarbeiten zunächst ein automatisierter modularer Arbeitsablauf namens 

"FRAGTORY" entwickelt werden.224 Dieser ermöglicht die virtuelle Durchführung verschiedener 

Reaktionssequenzen und klassifiziert die generierten Verbindungen gemäß Filterkriterien und 

Fingerprint-Berechnungen. Mithilfe einer vergleichenden Hauptkomponentenanalyse (engl.: 

Principal Component Analysis, PCA) werden Produkte ausgewählt, die den am wenigsten ähn-

lichen Pharmakophoren bereits implementierter Fragmente ähneln.  
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Abbildung 14 | Gegenüberstellung des konventionellen Vorgehens beim Aufbau einer Substanzbibliothek im Vergleich zu dem 

rekursiven pharmakophorgetriebenen Ansatz der FRAGTORY. Da bei der konventionellen Vorgehensweise eine subsequentielle 

Einbindung verschiedener Synthesetechniken erfolgt, besteht die Gefahr, dass sich Lücken im chemischen Raum ausbilden. Die 

FRAGTORY analysiert hingegen den Referenzraum hinsichtlich der Pharmakophor-Diversität und ermöglicht somit zielgerichtet 

durch einen rekursive Abfrage, Synthesekandidaten zu bestimmen, die einerseits eine maximale Pharmakophordiversität aufwei-

sen, andererseits auch auftretenden Lücken innerhalb des chemischen Raums schließen. Im Zuge dieser Doktorarbeit sollte die 

experimentelle Etablierung einer Reaktion zum Aufbau diverser niedermolekularer Verbindungen erfolgen. Weiterhin sollte auf 

Grundlage synthesewissenschaftlicher Erkenntnisse zu perizyklischen Reaktionen auch Filterkriterien erschlossen werden, die 

im Vorfeld bereits eine sinnvolle Abschätzung des real-zugänglichen chemischen Raums von Hetero-DIELS-ALDER-Reaktionen 

ermöglichen. 

Dies ermöglicht die Auswahl potenzieller Synthesekandidaten zur Ergänzung der Bibliothek und 

die iterative Erweiterung der Abdeckung des pharmakophoren Raums. Durch die Implementie-

rung moderner und derzeit in der Medizinalchemie eher marginal vertretener 

Synthesemethoden sollten nun niedermolekulare Fragment-Verbindungen generiert werden.   
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Diese sollten aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften, ihres Reichtums an sp3-hybridi-

sierten Kohlenstoffatomen sowie der Verteilung an pharmakophoren Eigenschaften einen 

Bereich des chemischen Raums abdecken, der in den meisten kommerziellen Substanzbiblio-

theken noch unterrepräsentiert ist. 

Spezieller sollte dabei im Fokus der Bemühungen die experimentelle Etablierung einer chemi-

schen Transformation stehen, die kommerziell gut verfügbare Startmaterialien in einem Schritt 

in mehrere chemisch-konstitutionell isomere Produkte (Konstitutionsisomere) überführt und 

somit bereits den Zugang zu chemisch diversen Derivaten bietet. Diesbezüglich sollten auch die 

Eignung dieser Reaktion für eine semi-automatisierbare Reaktionsführung (Parallelisierbar-

keit), der Substratumfang sowie die Tolerierbarkeit gegenüber der Änderung bestimmter 

Reaktionsparameter erschlossen werden, damit anschließend auf computerchemischer Ebene 

Leit- und Richtlinien bezüglich der Möglichkeiten und Grenzen definiert werden können.  

In einem weiteren Versuch sollten ergänzend dazu auch verschiedene Varianten der Diels-Alder-

Reaktion genauer untersucht werden, da sie aufgrund ihrer Klassifizierung als Vertreter perizyk-

lischer Reaktionen bereits eine fundierte Grundlage bieten, Vorhersagemodelle bezüglich des 

Substratumfangs und der Regioselektivität abzuleiten. Diese sollten dazu genutzt werden, die 

virtuelle Enumeration und damit auch den potentiell zugänglichen chemischen Produktraum im 

Vorfeld zu limitieren und somit Rechenaufwand einzusparen. 

2.2 Identifizierung und Modifizierung eines neuen Chemotyps zur 

Behandlung resistenzerworbener GIST 

Neben dem Einzug des fragmentbasierten Wirkstoffdesigns hat sich auch die Repositionierung 

von Wirkstoffen als attraktive Möglichkeit aufgetan, Therapien für eine Vielzahl verschiedener 

Erkrankungen in einem deutlich verkürzten Zeitfenster zu entwickeln. Mehr als ein Drittel aller 

FDA-Zulassungen lassen sich mittlerweile auf im Vorfeld durchgeführte Drug-Repurposing-Stu-

dien zurückführen und stellen damit eine Paradedisziplin der modernen Wirkstoffforschung 

dar.132  

Insbesondere die Behandlung seltener Erkrankungen erfuhr in den letzten Jahrzehnten durch die 

stärker forcierte Repositionierung von Wirkstoffen einen wahren Paradigmenwechsel. So finden 

sich mittlerweile, trotz anhaltender Ressentiments von Pharmaunternehmen aufgrund des ge-

steigerten finanziellen Risikos und der Inhomogenität der Patientenschaft, jedoch immer mehr 

Beispiele akademischer Forschungsbemühungen in der Literatur wieder.  
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Im November 2020 betonte die Europäische Kommission in ihrer Reform des EU-

Arzneimittelrechts zudem die einzigartige Bedeutung der akademischen Forschung sowie ge-

meinnütziger Akteure für die Förderung und Entwicklung bei der Wiederverwertung von 

Wirkstoffen für neue therapeutische Zwecke.225-226 Translationale Forschung in interdisziplinä-

ren Forschungsverbünden rückt daher immer stärker in den Fokus wirkstoffforschender 

Arbeitsgruppen.  

Trotz herausragender präzisionsmedizinischer Errungenschaften der letzten Jahre weisen GISTs 

als Vertreter seltener Erkrankungen derzeit nur begrenzte Behandlungsoptionen auf. So stellte 

die Zulassung von IMATINIB zur adjuvanten Behandlung von Patienten mit c-KIT- positiven in-

operablen und/oder metastasierten malignen GIST aufgrund des deutlich gesteigerten 

progressionsfreien Überlebens zwar durchaus eine kleine medizinische Revolution dar, das ver-

mehrte Auftreten einer Vielzahl resistenzvermittelnder Sekundärmutationen nach Gabe von 

Erstlinien-, Zweitlinien- und Drittlinientherapeutika führt jedoch nach wie vor zur Insensitivität 

gegenüber bisher etablierten TKIs. Für diese Patientengruppen gibt es bisher keinerlei palliative 

Behandlungsmaßnahmen, weshalb das Auftreten dieser Resistenzmutationen einem Todesurteil 

gleichkommt. 

In Anbetracht dieses fortwährenden medizinischen Notstands stand die Identifizierung und Op-

timierung eines neuartigen Chemotypen zur Behandlung eines breiten Spektrums klinisch 

relevanter Resistenzmutationen der treibenden Onkogene c-KIT und PDGFRα im Fokus dieser 

Doktorarbeit. Zu diesem Zweck sollte im Sinne eines reversen translationalen „from bed-to-
bench“-Ansatzes zunächst durch ein phänotypisches HTS chemische Materie erschlossen wer-

den, die für eine Vielzahl isogener Zelllinienmodelle eine phänotypische Veränderung 

begünstigt. Um den gesamten Prozess der Wirkstoffentwicklung dabei möglichst kosteneffizient 

und zeitlich effektiv zu gestalten, sollte neben dem Screening fokussierter Substanzbibliotheken 

auch Bibliotheken zugelassener oder in der Klinik gescheiterter Wirkstoffmoleküle berücksich-

tigt werden, um die Möglichkeit der Repositionierung bekannter Wirkstoffmoleküle zu 

ermöglichen.  

Neben der Identifizierung neuer bioaktiver chemischer Materie sollte jedoch auch die Erschlie-

ßung spezifischer Struktur-Aktivitäts- und Struktur-Toxizitäts-Beziehungen nach dem 

klassischen Konzept des SBDDs erfolgen. Dies sollte Gründe für ein vorheriges Scheitern eines 

Wirkstoffkandidaten aufklären und diese gegebenenfalls ausmerzen oder abschwächen können.  

Diesbezüglich sollten weiterhin auch nicht-konservierte Regionen innerhalb der Bindungs-

tasche der beiden treibenden Onkogene c-KIT und PDGFRα erschlossen werden, um mögliche 

unerwünschte Off-Target-Toxizität zu vermeiden und den Inhibitor auf die gewünschten Ziel-

proteine maßzuschneidern. 
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Abbildung 15 | Übersicht zum geplanten reversen translationalen from-bed-to-bench-Ansatz zur Identifizierung und Entwick-

lung neuer chemischer Materie zur Behandlung eines breiten Spektrums klinisch-relevanter Resistenzmutationen der 

treibenden Onkogene c-KIT und PDGFRα. Ausgehend von einem am WTZ gesammelten Pool an klinisch-relevanten Zelllinien 

soll mit Hilfe eines phänotypischen HTS ein Chemotyp identifiziert werden, der eine Veränderung auf möglichst vielen Zellli-

nien bei gleichzeitig geringer Toxizität gegenüber der KIT-negativen Kontrollzelllinie GIST48B bewirkt (Counter Screen). Als 

Screening-Bibliotheken sollen dabei unter anderem auch Sammlungen von bereits zugelassenen Inhibitoren herangezogen wer-

den, um den nachfolgenden Optimierungsprozess möglichst zeit- und kosteneffizient zu gestalten 

.
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3 Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Analysen zur Eignung und Implementierung moderner 

Synthesetechniken im Kontext des Aufbaus sp3-reicher 

Fragmentbibliotheken 

3.1.1 Design und Konstruktion des FRAGTORY-Workflows mittels KNIME 

Trotz Einzug rasanter Fortschritte im Technologie- und Automatisierungssektor wird die Effi-

zienz bei der Entwicklung neuer Pharmaka nach wie vor maßgeblich durch die Eroom’sche 

Gesetzmäßigkeit bestimmt. Obgleich HTS und FBS in der Vergangenheit zahlreiche Erfolge bei 

der Entwicklung neuer Arzneistoffe verzeichnen konnten, erweisen sich diese Methoden häufig 

als zu träge und innovationsarm, wenn man sie mit der immer größer werdenden Bedrohung 

durch globale Pandemieerscheinungen und den nach wie vor anhaltenden Entdeckungen neuer 

pathologischer Störungszustände konfrontiert.  

Als eine Hauptursache für diese Problematik wird unter anderem die Verarmung des chemischen 

Raums in den meisten verwendeten Substanzbibliotheken diskutiert. Zwar finden sich durchaus 

vereinzelte Bemühungen auch komplexe, dreidimensionale Moleküle in Bibliotheken zu in-

tegrieren, doch stellen derartige Beispiele eher exotische Randerscheinungen in einer primär von 

sp2-hybridisierten Kohlenstoffatomen geprägten Forschungslandschaft dar. Diese Tatsache ist 

wenig verwunderlich, da sp3-reiche Bibliotheken allgemein mit verringerten Trefferraten und 

insbesondere einem höheren Maß an Unsicherheit bei der Synthese, Charakterisierung und Rei-

nigung der entsprechenden Vertretermoleküle assoziiert sind.  

Diese Gegebenheit erweist sich jedoch als hinderlich für die Entwicklung neuer Medikamente, 

da die meisten Bibliotheken somit auch durch eine limitierte Pharmakophorvielfalt charakteri-

siert sind und damit nur einen begrenzten bioaktiven Raum abdecken. Im Rahmen dieser 

Doktorarbeit sollte daher zunächst ein modularer Workflow konzipiert werden, der durch die 

fortwährende Analyse des bereits abgedeckten pharmakophoren Raums, die Möglichkeit bot, 

Vertreter zu nominieren, die entstehende Lücken im chemischen Raum effektiv ausfüllen kön-

nen (engl. gap filling approach).  

Im Rahmen des im Jahr 2018 initiierten DRUG DISCOVERY HUB DORTMUND (DDHD) wurde 

zunächst ein Konsortium gebildet, welches sich aus den in Dortmund ansässigen Unternehmen 

TAROS CHEMICALS GMBH & CO. KG und dem LEAD DISCOVERY CENTER (LDC) sowie der zu 

der Zeit an der Technischen Universität Dortmund tätigen Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 

ANDREAS BRUNSCHWEIGER zusammensetzte.  
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Im Rahmen dieses Konsortiums wurde der Design- und Schaffungsprozess der entsprechenden 

Substanzbibliothek eingehend diskutiert und zunächst wünschenswerte Eigenschaften idealty-

pischer Fragmente definiert. Dabei wurde insbesondere das Hauptaugenmerk auf Eigenschaften 

bereits bestehender Substanzbibliotheken eingegangen und auf Grundlage Unterscheidungs-

kriterien definiert. 

Somit ergaben sich als wünschenswerte Parameter eine hohe Löslichkeit in wässrigen Medien, 

chemische Stabilität unter Normalbedingungen, die Möglichkeit zur chemoselektiven Adressie-

rung von Exit-Vektoren, eine möglichst ausgewogene Verteilung pharmakophorer Eigenschaften 

über die gesamte Oberfläche des Fragments, ein hoher Anteil an sp3-hybridisierten Kohlenstoff-

atomen sowie der einfache synthetische Zugang zu einem entsprechenden Fragment über eine 

ein- bis maximal drei-Stufensynthese mit kommerziell-verfügbaren Startmaterialien.  

Gemäß diesem idealtypischen Anforderungsprofil ergab sich schließlich auch die Notwendig-

keit neuartige Synthesemethoden zur Generierung entsprechender Moleküle in Betracht zu 

ziehen, da konventionell-verbreitete Reaktionen in der Medizinalchemie, wie z.B. Pd-kataly-

sierte Kreuzkupplungen oder nukleophile aromatische Substitutionen, vor allem zum Aufbau 

planarer, sp2-reicher Grundstrukturen herangezogen werden. In einem ersten Schritt wurde da-

her zunächst eine umfängliche Literaturrecherche zu potentiellen Synthesetechniken in den 

Datenbanken REAXYS und SCIFINDER durchgeführt. Die vielversprechendsten Methodiken 

wurden daraufhin zusammengetragen und durch die Konsortium-Mitglieder einer subjektiven 

Bewertung unterzogen. Aus diesem Set wurden schließlich drei repräsentative Reaktionen als 

Grundlage für die Generierung einer virtuellen Bibliothek mit Hilfe der Software KONSTANZ 

INFORMATION MINER (KNIME) ausgewählt und diese durch die Sprache Reaction SMILES 
Arbitrary Target Specification reaction (Reaction SMARTS) in ein computerlesbares Format 

überführt. 

Die Durchführung der in silico-Reaktionen erforderte neben der Definition der Transforma-

tionsvorschrift jedoch auch noch die Einspeisung einer Datenbank mit entsprechenden 

Ausgangsmaterialien. Diese wurde zuvor durch die Konkatenation des Chemikalienkatasters der 

AG RAUH und der frei zugänglichen Datenbank ALDRICH MARKET SELECT1 der Firma MERCK 

(ehemals SIGMA ALDRICH) generiert. Zum Zwecke dieses Vorhabens musste ein Workflow ent-

wickelt werden, der die Chemical Abstracts Service (CAS)-Registrierungsnummern der 

jeweiligen Verbindungen aus der entsprechenden Excel-Datei extrahierte und unter Verwen-

dung dieser, strukturelle Informationen mit Hilfe des Chemical Identifier Resolver (CIR)-

Knoten in KNIME abrief.  

 
1 https://www.aldrichmarketselect.com/ 
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Abbildung 16 | Übersicht zu den notwendigen Schritten zur Implementierung von Reaktionsvorschriften in den FRAGTORY-

Workflow. (A) Schematischer Aufbau des FRAGTORY-Workflows zur Generierung sp3-reicher Fragmente. In der Anfangsphase 

des Projekts stand die Literaturrecherche moderner, jedoch in der Medizinalchemie unterrepräsentierter, Reaktionen im Vor-

dergrund. In einer Bewertungseinheit durch die Mitglieder des Konsortiums wurden verschiedene Synthesemethoden 

nominiert, die anschließend zunächst virtuell durch die Definition einer entsprechenden Transformationsvorschrift in den 

Workflow eingespeist werden sollten. Eine nachgeschaltete Pharmakophor-Analyse ermöglichte schließlich eine Clusterung der 

virtuellen Produktbibliothek, sodass aus dem erhaltenen PMI-Plot möglichst biodiverse Vertreter zur Synthese nominiert wer-

den konnten. (B) Exemplarischer Ablauf zur Definition einer Transformationsvorschrift über Markush-Strukturen oder der 

SMIRKS-Notation am Beispiel der Iminbildung. Die Durchführung einer in silico-Reaktion erfordert eine möglichst spezifische 

Definition möglicher Reaktionspartner. Diese kann entweder mit Hilfe von MARVINSKETCH durch die Verwendung von 

Markush-Strukturen oder aber durch den Einsatz von SMIRKS-Codes erfolgen. Zur Minimierung der Arbeitsspeicherauslas-

tung wurden die einzelnen Edukte in Chunk-Schleifen übergeben, sodass die Daten zu den generierten Produkten auf die 

Festplatte geschrieben wurden und sich somit nicht in der virtuellen Speicherverwaltung akkumulieren konnten.  
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Eine nachgeschaltete Kanonisierung der erhaltenen SMILES sowie die Entfernung von Salz-Io-

nen mittels dem Salt Stripper aus dem RDKit resultierte schließlich in einer Zusammenstellung 

von einsetzbaren Edukten, deren kommerzielle Verfügbarkeit aufgrund der verwendeten Daten-

bank-Quellen zu jeder Zeit gewährleistet war. 

Die erstellte Edukt-Datenbank wurde anschließend für die Durchführung einer ersten virtuellen 

Testreaktion genutzt. Im Rahmen einer anvisierten Iminbildung sollten testweise 1000 reprä-

sentative Aldehyde mit 1000 repräsentativen Aminen reagieren. Im Zuge dessen fiel auf, dass die 

Durchführung der in silico-Reaktion mehrere Schwachstellen im erstellten Workflow aufdeckte. 

Neben der Bildung von zahlreichen Produkten, die aus chemischer Sicht als nicht sinnvoll (z.B. 

da sie durch bestimmte Verknüpfungsmuster eine chemische Instabilität begünstigten etc.) er-

achtet werden konnten, stellte sich die lange Laufzeit und die massive Arbeitsspeicherauslastung 

bei Durchführung der Reaktion als limitierender Faktor heraus. Vor allem letztere Problematik 

führte in einigen Fällen zu einer Betriebsunfähigkeit von KNIME und damit zum Programmstill-

stand.  

In einem nächsten Schritt sollte die Anzahl der reagierenden Edukte weiter erhöht werden, was 

einen weiteren exponentiellen Anstieg des Rechenaufwands erwarten ließ. Daher war es erfor-

derlich, die Speicherauslastung im Prozess der Produktgenerierung zu minimieren. Zu diesem 

Zweck wurde eine sogenannte Chunk-Schleife eingeführt, bei der die Edukte schrittweise an die 

Transformationsvorschrift übermittelt werden. Der Vorteil dieser Methode bestand darin, dass 

nur eine begrenzte Anzahl an Reaktionen gleichzeitig durchgeführt wurde und die entstehenden 

Datenmengen nicht kumulativ im Arbeitsspeicher gesichert, sondern direkt auf die Festplatte 

ausgelagert wurden. Zudem ermöglichte die Anwendung von Filterkriterien (z.B. Molekularge-

wichtsfilter, PAINS etc.) bereits im Vorfeld die Aussortierung unerwünschter 

Produktstrukturen, wodurch eine Kompromittierung der Produktdatenbank verhindert werden 

konnte. 

Mit Hilfe dieser Methode war es schließlich möglich Produktbibliotheken in einer Größen-

ordnung bis zu 108 Molekülen zu generieren und diese tiefergehenden Analysen bezüglich der 

Verteilung ihrer pharmakophoren Eigenschaften sowie einer Vorhersage von physikochemi-

schen Parametern zu unterziehen. Anschließend erfolgte das Clustering dieser Verbindungen auf 

Basis der unter Zuhilfenahme eines externen Python-Scripts berechneten 3D-Pharmakophor-

Fingerprints sowie der sogenannten „Nächster-Nachbar-Heuristik“ (engl. k-nearest neighbor 
algorithm). Eine Hauptkomponentenanalyse ermöglichte schließlich die Visualisierung dieser 

Ergebnisse in einem Diagramm und bot somit die Möglichkeit, repräsentative Synthesekandida-

ten aus divergierenden Arealen des chemischen Raums zu nominieren.  
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Es sei an dieser Stelle darauf verwiesen, dass ein beträchtlicher Anteil der generierten Produkte 

zwar theoretisch durch Anwendung der definierten Transformationsvorschrift zugänglich gewe-

sen wäre, ihre synthetische Darstellung jedoch durch bestimmte Gegebenheiten erschwert oder 

gar unmöglich war. Beispiele hierfür bildeten Reaktionen von Startmaterialien mit multiplen, 

unmaskierten funktionellen Gruppen, die beispielsweise zu Konkurrenzreaktionen führen 

könnten (z. B. nukleofuge Gruppen, primäre Alkohole etc.) oder auch die Anwesenheit mehre-

rer funktioneller Gruppen mit den gleichen chemischen Eigenschaften. (z.B. mehrere 

Aldehydfunktionalitäten, mehrere Amin-Gruppen etc.). Aus der dargestellten Problematik re-

sultierte die Notwendigkeit, spezifische Reaktivitätsregeln für die jeweiligen Reaktionen zu 

definieren, um diese als Filterkriterien zur Selektion spezifischer Edukte konsultieren zu können. 

Somit rückte neben der computerchemischen Definition der Synthesemethoden auch die expe-

rimentelle Validierung der Möglichkeiten und Grenzen verschiedener Synthesetechniken in den 

Fokus des FRAGTORY-Workflows und bildete die Grundlage der nachfolgenden Forschungsbe-

mühungen. 

3.1.2 2-(Hydroxymethyl)morpholine als molekulare Vertreter idealtypischer 

Fragmente 

Im Rahmen des im Konsortium durchgeführten Bewertungsprozesses der aus der Literatur her-

ausgesuchten Synthesemethoden rückte vor allem die von BREUNING et al. und HENEGAR 

beschriebene Eintopfreaktion zur Darstellung von 2-(Hydroxymethyl)morpholinen in den 

Blickpunkt.227-228 Dieser Umstand ließ sich auf eine Vielzahl von unterschiedlichen Faktoren zu-

rückführen.  

Hinsichtlich der Eigenschaften der durch die Reaktion gebildeten molekularen Klasse der 2-

(Hydroxymethyl)morpholine ergab sich ein ideales Wunschprofil für niedermolekulare sp3-rei-

che Fragmente. So baut sich das Grundgerüst des vollständig gesättigten Heterozyklen-System 

aus zwei Sauerstoff- und einem Stickstoffatom im Vergleich zu fünf Kohlenstoff-Grungerüstato-

men auf. Dies entspricht einem relativen Anteil von 38% Heteroatomen bei einem insgesamt 

niedrigen Molekulargewicht von 117.15 g/mol. Aufgrund dieser Parameter bot diese Klasse von 

Verbindungen einerseits genügend Spielraum zur Einbringung zusätzlicher Modifikationen, an-

dererseits aber auch einen ausreichend hohen polaren Charakter. Die in der Literatur 

angegebene Retentionszeit von 11.9 min unterstrich zudem den ausreichend hohen wasserlös-

lichen Charakter der Verbindungsklasse.  

Die Verteilung pharmakophorer Eigenschaften ließ erkennen, dass sowohl der Donator als auch 

die Akzeptoren nahezu über die gesamte Oberfläche des Grundgerüsts verteilt sind. Durch die 

Funktionalisierung des sekundären Amins könnten zudem weitere Pharmakophore wie bei-

spielsweise hydrophobe Schutzgruppen eingeführt werden, wodurch sich der Bioaktivitätsraum 

entsprechend vergrößern ließe. 
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Abbildung 17 | Übersicht zu den wichtigsten Eigenschaften von 2-(Hydroxymethyl)morpholinen und deren Eignungsmerkmale 

als idealtypische sp3-reiche Fragmente. Die molekulare Klasse der 2-(Hydroxymethyl)morpholine ist charakterisiert durch ihr 

geringes Molekulargewicht bei einem gleichzeitig hohen Anteil an sp3-reichen Kohlenstoffatomen und der Präsenz von drei He-

teroatomen. Diese günstige Konstellation führt zu einer guten Wasserlöslichkeit bei einer insgesamt vorteilhaften Verteilung der 

pharmakophoren Eigenschaften über die gesamte Moleküloberfläche. Die literaturbeschriebene synthetische Darstellung dieser 

Verbindungen bietet ebenfalls interessante Möglichkeiten für die Implementierung im Kontext des Aufbaus einer Fragment-

Bibliothek. Diese umfassen unter anderem die Kontrolle der Stereoselektivität (sowohl Dia- als auch Enantioselektivität) durch 

die Wahl der Edukte, der hohe Grad an vermittelter Funktionalisierbarkeit sowie die Möglichkeit der Automation bzw. Paral-

lelisierung der Reaktion. 

Neben den optimalen molekularen Eigenschaften der 2-(Hydroxymethyl)morpholine, bot je-

doch auch deren synthetische Darstellungsweise attraktive Möglichkeiten im Kontext des 

Aufbaus von Fragment-Bibliotheken. So legten die Arbeiten von BREUNING et al. und HENEGAR 

bereits einen Teil des möglichen Substratspektrums offen.227-228 Dabei demonstrierten die Auto-

ren, dass sich ausgehend von der Reaktion von kommerziell erhältlichen β-Aminoalkoholen und 

Epichlorhydrin eine Reihe von 2-(Hydroxymethyl)morpholinen in moderaten bis guten Aus-

beuten synthetisieren ließen.  
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Weiterhin konnte die säulchenchromatographische Aufreinigung der erhaltenen Produkte durch 

einen Destillationsschritt substituiert werden, wodurch sich der Anwendungsbereich für 

parallelisierte und automatisierte Hochdurchsatzverfahren ergab. 

Interessanterweise zeigten die Autoren jedoch auch, dass sich im Zuge der Reaktion ein sieben-

gliedriger 6-Hydroxyoxazepan-Ring als Mindermengenprodukt in einem Verhältnis von 1:9 zum 

Hauptmengenprodukt bildete. Da sich dieses Positionsisomer in hoher Reinheit von dem Pro-

duktgemisch abtrennen ließ, stellte sich dieser Umstand als ideale Grundlage dar, weitere 

konstitutiv-diverse Moleküle im Zuge der Reaktion isolieren zu können. In diesem Zusammen-

hang sei darauf verwiesen, dass die Reaktion durch den Einsatz von enantiomerenreinen 

Epichlorhydrin und β-Aminoalkoholen ebenfalls enantio- und diastereoselektiv geführt werden 

konnte. Da durch die beabsichtigte Kristallisation entsprechender Fragment-Hits eine Unter-

scheidung von Enantiomeren durch die Analyse der Elektronendichte möglich war, stellte es sich 

somit als ausreichend dar, lediglich eine diastereoselektive Reaktionsführung anzustreben und 

somit racemische Produkte zu erhalten. 

Ferner erwies sich auch die in der Literatur dargestellte synthetische Modularität der Methodik 

als vorteilhafte Gegebenheit. So war es möglich vier von sieben funktionalisierbaren Positionen 

innerhalb des 2-(Hydroxymethyl)morpholin-Grundgerüsts nur durch die Variation der jeweili-

gen β-Aminoalkohole zu modifizieren. Dies bot einerseits Vorteile bei der Generierung 

chemisch-diverser Vertreter im Rahmen des Aufbaus einer Substanzbibliothek, andererseits 

konnte auf diese Weise die Funktionalisierbarkeit der Moleküle im Falle einer möglichen Leit-

strukturoptimierungsphase gewährleistet werden. Diesbezüglich konnte aufgrund der 

unterschiedlichen chemischen Natur der im Grundgerüst befindlichen funktionellen Gruppen 

ebenfalls davon ausgegangen werden, dass eine Adressierung der Exit-Vektoren chemoselektiv 

erfolgen konnte. Die geschilderten Vorteile zeigten deutlich die Relevanz dieser 

Synthesemethodik zum Aufbau sp3-reicher Fragmentbibliotheken auf und begründeten daher 

auch die Entscheidung diese in das Repertoire des FRAGTORY-Workflows aufzunehmen.  

3.1.3 Etablierung einer literaturbeschriebenen Eintopfreaktion zur Generierung 

chemisch-diverser 2-(Hydroxymethyl)morpholin-Fragmente 

Hinsichtlich der in Abschnitt 3.1.2 dargelegten optimalen Grundvoraussetzungen sollte im Fort-

lauf des Projekts die beschriebene Eintopfreaktion zur Darstellung von 2-

(Hydroxymethyl)morpholinen in den Workflow der FRAGTORY eingebunden werden. Im Rah-

men dessen definierte Frau Dr. CHRISTIANE EHRT in Anlehnung zu den beschriebenen 

Testversuchen des Abschnitts 3.1.1 zunächst eine Transformationsvorschrift, mit Hilfe derer 

eine 23.536 Moleküle umfassende Produktbibliothek generiert werden konnte. Diese wurde an-

schließend geclustert und die sechs repräsentativen Moleküle (±)-3a, (±)- 4a, (±)-3b, trans-(±)-

3c, trans-(±)-3d und cis-(±)-3e  zur Synthese nominiert.  
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Zwecks der intentionierten Darstellung der entsprechenden Synthesekandidaten wurde in ei-

nem ersten Schritt auf Grundlage der bereits in der Literatur beschriebenen Synthese von (±)-

N-Benzyl-2-(hydroxymethyl)morpholin ((±)-3a) zunächst die Durchführung des veröffent-

lichten Prozessprotokolls erprobt. Dazu wurde eine Lösung von N-Benzylethanolamin (1a) in 

zuvor absolutierten Toluol hergestellt und diese anschließend mit racemischen Epichlorhydrin 

((±)-2), der im Hochvakuum getrockneten Lewis-Säure (LS) Lithiumperchlorat und der anor-

ganischen Base Natriummethanolat zur Reaktion gebracht. Nach insgesamt 48 Stunden Laufzeit 

und anschließender Aufarbeitung konnte durch säulenchromatogaphische Reinigung sowohl 

das 2-(Hydroxymethyl)morpholin (±)-3a wie auch das 6-Hydroxy-1,4-oxazepan (±)-4a im lite-

raturbeschriebenen Verhältnis von 9:1 und moderaten Ausbeuten erhalten werden.  

Angesichts dieser positiven Ergebnisse wurden die Synthesen der weiteren vier Derivate zwecks 

Reproduzierbarkeit unter den gleichen erprobten Bedingungen durchgeführt. Dabei konnten 

die beiden 2-(Hydroxymethyl)morpohline trans-(±)-3c und trans-(±)-3d in schlechten bis mo-

deraten Ausbeuten von 19% und 36% erhalten werden. Die Reaktion zu den beiden 

Verbindungen (±)-3b und cis-(±)-3e führte hingegen in beiden Fällen unter den literaturbe-

schriebenen Konditionen zur Entstehung eines komplexen Produktgemischs, welches sich auch 

nach mehrmaligen säulenchromatographischen Reinigungsversuchen nicht auftrennen ließ.  

Mögliche Gründe für das Scheitern dieser Reaktionen ließen sich jedoch anhand einer detail-

lierten mechanistischen Betrachtung ableiten. Bezugnehmend auf die Parametrisierungsstudien 

von BREUNING et al. konnte dazu zunächst die zentrale Bedeutung einer N-Benzyl- bzw. N-

Methylgruppe für den erfolgreichen Ablauf der Reaktion antizipiert werden.227 Rückführbar war 

dies unter anderem auf die notwendige Anwesenheit eines stark nukleophilen, sekundären 

Amins, da dieses in Gegenwart des konkurrierenden primären Alkohols den Angriff auf das C3-

Atom des Epichlorhydrins initiieren muss (siehe Abbildung 20). Nach erfolgter Ringöffnung bil-

det sich über einen intramolekularen Kaskadenprozess, erneut ein Oxiran-Ring, der nachfolgend 

durch den Angriff der Hydroxygruppe des Aminoalkohols entweder in einer 6-exo-tet- oder ei-

ner 7-endo-tet-Sequenz geöffnet werden kann. 

An dieser Stelle sei darauf verwiesen, dass die verwendete Lewis-Säure im Rahmen dieses Sze-

narios die Rolle eines Elektrophilie-steigernden Koordinationspartners einnimmt. Dieser 

gewährleistet die regioselektive Epoxidöffnung gegenüber der nukleophilen Substitution der 

Chlorgruppe und steuert somit die Dia- und Enantioselektivität der Reaktion. Bei Einsatz von 

racemischem Epichlorhydrin ((±)-2) in Gegenwart von enantiomerenreinen β-Aminoalkoho-

len kann die Verwendung von Lithiumperchlorat prinzipiell als optional angesehen werden, da 

beide mechanistischen Pfade zu den gleichen Diastereomeren führen würden, die Produkte je-

doch als Enantiomerengemisch erhalten werden.  
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Abbildung 18 | Übersicht zur etablierten Eintopfreaktion für die Darstellung von 2-(Hydroxymethyl)morpholinen und 6-

Hydroxyoxazepanen. Die Untersuchung des Substratspektrums offenbarte ein limitiertes Reaktivitätsfenster bezüglich des Ein-

satzes von bestimmten Aminoalkoholen Diese Einschränkungen wurden auf das komplexe mechanistische Szenario 

zurückgeführt, welches eine spezifische Abstimmung einzelner Reaktionsbedingungen erforderte. 

Da jedoch eine präferentielle Bildung der 2-(Hydroxymethyl)morpholine über eine 6-exo-tet-

Zyklisierung angestrebt wurde, sollte durch die Zugabe der Lewis-Säure der mechanistische Sei-

tenpfad der konkurrierenden 7-endo-tet-Zyklisierung weitestgehend unterdrückt werden. 

BREUNING et al. erwähnten weiterhin, dass aufgrund des komplexen mechanistischen Ablaufs, 

die Abstimmung der entsprechenden Reaktionsbedingungen von zentraler Bedeutung sei.  

So demonstrierten die Autoren, dass die Reaktion empfindlich auf die Änderung verschiedenster 

Parameter, wie Lösemittel, Base, Temperatur und Reaktionszeit reagierte.227  
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Auch HENEGAR beobachtete einen ähnlichen Trendverlauf und identifizierte lediglich protische 

Lösungsmittel, wie Methanol und iso-Propanol sowie die organische Base Tetraethyl-

ammoniumhydroxid als potentielle Substitute für die herkömmlich verwendeten Reagenzien.228 

Interessanterweise zeigte keine der beiden Publikationen tiefergehende Parametrisierungsstu-

dien zu tolerierten Gruppen am Stickstoffatom des β-Aminoalkohols auf, wenngleich die 

Anwesenheit einer N-Methyl- oder N-Benzylgruppe als Grundvoraussetzung postuliert wurde. 

 

Abbildung 19 | Erklärungsansatz für die limitierte Auswahl geeigneter Funktionalitäten zur Substitution des Stickstoffatoms des 

β-Aminoalkohols. In den konsultierten Literaturquellen fanden lediglich die Verwendung von N-Benzyl- und N-Methylgruppen 

als geeignete Schutzstrategie wieder, jedoch wurden dabei nicht die Gründe für diese Beschränkungen genannt. Hinsichtlich der 

beobachteten Limitation bei der Synthese der Verbindung (±)-3b kann jedoch davon ausgegangen werden, dass sterisch an-

spruchsvolle Gruppen mit Heteroatomen in α, β⁠ oder γ-Stellung zum Stickstoffatom abträglich für die Reaktivität der 

Alkoholfunktionalität sind. Dieser Erklärungsansatz steht in Einklang mit dem ausgeführten empirischen Regelwerk von 

MORGENTHALER et al.229 

Dieser Umstand ließ die Hypothese zu, dass eine Feinregulierung des pKS-Wert des Alkohols für 

einen erfolgreichen Ablauf der Reaktion essentiell war. Da die Hydroxylgruppe über stereo-

elektronische Effekte in direkter negativer Hyperkonjugation zu der Amingruppe steht, wird die 

Basizität der Heteroatome maßgeblich durch die chemische Natur des Substituenten am Stick-

stoffatom beeinflusst (siehe auch Abschnitt 3.2.6). Im Falle einer N-Methyl oder N-

Benzylgruppe würden lediglich positiv induktive Effekte auf das System einwirken, die nur einen 

marginalen Einfluss auf den pKS-Wert des Sauerstoffatoms ausüben. Befinden sich jedoch auch 

andere heteroatomare Gruppen, wie beispielsweise Sulfone oder Nitrogruppen, in Nachbar-

schaft zum Stickstoffatom kann über eine σ-Transduktionskaskade Elektronendichte aus dem 

Sauerstoffatom delokalisiert und somit die Basizität bzw. Nukleophilie herabgesetzt werden. Be-

zieht man diese Ausführung auf den Aminoalkohol 1b, so ist ersichtlich, dass aufgrund des 

herabgesetzten pKS-Werts der Hydroxylgruppe (siehe Abbildung 19) die zweite intramolekulare 

Ringöffnung nicht stattfinden kann und somit Konkurrenzreaktionen in den Vordergrund treten 

(siehe Abbildung 20). 

Darüber hinaus stellt die Präsenz unmaskierter nukleophiler Gruppen innerhalb der β-Aminoal-

kohole eine ebenfalls problematische Ausgangslage für einen störungsfreien Ablauf des 

mechanistischen Kontinuums dar.  
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Abbildung 20 | Übersicht zum hypothetischen Katalysezyklus der Eintopfreaktion und daraus abgeleitete mögliche Nebenreak-

tionen. (A) Der postulierte hypothetische Katalysezyklus der Eintopfreaktion wird durch die experimentelle Daten von 

BREUNING et al. gestützt.227 (B) Mögliche Nebenreaktionen bei Einsatz eines ungeschützten nukleophilen β-Aminoalkohols. 

Durch die kompetitive Reaktivität der eingebrachten Gruppe könnte eine Vielzahl ungewollter Substitutionsreaktionen eintre-

ten. 
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Wie Abbildung 20b zeigt, könnte aufgrund vorherrschender kompetitiver Reaktivitäten ein 

Konglomerat an unterschiedlichsten Nebenreaktionen auftreten, wie beispielsweise bei der 

intentionierten Synthese der Verbindung cis-(±)-3e zu sehen. Daher wäre eine Maskierung der 

Startmaterialien vor der Generierung solcher Produkte dringend erforderlich. 

Angesichts dieser Ergebnisse konnten die Möglichkeiten und Grenzen der Eintopfreaktion zur 

Erschließung von 2-(Hydroxymethyl)morpholinen im Kontext des Aufbaus einer sp3-reichen 

Fragmentbibliothek erfolgreich erschlossen werden. Es konnte festgestellt werden, dass die an-

gewendete Synthesemethode gewisse Einschränkungen hinsichtlich des Austauschs von 

Lösemittel und Reagenzien aufwies und sich daher nur bedingt für den Aufbau eines breiten 

chemischen Raums eignete. Dennoch ermöglichten diese Einsichten die Definition von spezi-

fischeren Filterkriterien, um den synthetisch-zugänglichen Raum im Vorfeld besser eingrenzen 

zu können.  

3.1.4 Perizyklische Reaktionen als idealtypische Musterreaktionen zur 

Voraussage des synthetisch-zugänglichen Raums 

Die exemplarische Etablierung der Eintopfreaktion zur Generierung von 2-

(Hydroxymethyl)morpholinen offenbarte potenzielle Problemstellen bezüglich der Einpfle-

gung von Synthesesequenzen im FRAGTORY-Workflow. Die Strategie, potenzielle 

Synthesekandidaten nach der Generierung einer Produktbibliothek durch eine im Vorfeld 

durchgeführte in silico-Reaktion zu nominieren, erwies sich hinsichtlich der anschließenden Be-

urteilung ihrer Synthetisierbarkeit als unvorteilhaft.  

In einem nächsten Schritt sollte daher eine Reaktion etabliert werden, die es ermöglichte, basie-

rend auf theoretischen und empirischen Vorhersagemodellen den tatsächlich synthetisch 

zugänglichen chemischen Raum im Vorfeld vorherzusagen. Im Rahmen dieser Bemühungen 

sollten zudem die Möglichkeit zur stereospezifischen Reaktionsführung bei gleichzeitig guter 

Atomeffizienz, ein großer einsetzbarer Substratumfang sowie die Gewährleistung eines außeror-

dentlich hohen Maßes an Chemoselektivität im Vordergrund stehen. Ein Reaktionstypus, der 

diese Bedingungen erfüllen konnte, fand sich in der Klasse der perizyklischen Reaktionen, da 

diese aufgrund ihres konzertierten und Grenzorbital-kontrollierten Verlaufs keine ionische oder 

radikalische Zwischenstufe durchlaufen. Diese Eigenschaft machte sie hinsichtlich der in der 

Vergangenheit bereits exzessiv durchgeführten Grundlagenforschung zu einem besonders at-

traktiven Forschungsobjekt für die Entwicklung von computerchemischen Vorhersagemodellen 

des synthetisch zugänglichen Raums. Des Weiteren ließ der zugrunde liegende Mechanismus 

eine hohe Toleranz bezüglich weiterer chemischer Funktionalitäten erwarten, da die Generie-

rung der Produkte lediglich über eine Reorganisation von π-Elektronen realisiert wird. 
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Im Rahmen der Bachelorarbeit von Herrn ALEXANDER SCHNEIDER sollte angesichts dieser ideal 

erscheinenden Voraussetzungen die Eignung verschiedener Heterovarianten der DIELS-ALDER-

Reaktion mit normalen Elektronenbedarf bezüglich des Aufbaus sp3-reicher Fragmentbiblio-

theken genauer untersucht werden. Die daraus resultierenden Ergebnisse werden in den 

folgenden Abschnitten lediglich in Auszügen präsentiert, da sie bereits Bestandteil der Ausarbei-

tung der schriftlichen Arbeit von Herrn SCHNEIDER waren. 

3.1.5 Experimentelle Analysen zu potentiellen Limitationen der oxa-DIELS-ALDER-

Reaktion mit normalen Elektronenbedarf 

Als Grundlage zur Etablierung verschiedener Variationen der oxa-DIELS-ALDER-Reaktion diente 

eine Publikation von BURLAND et al. aus dem Jahre 2010. In dieser beschrieben die Autoren den 

profitablen Einsatz von Mikrowellenstrahlung zur Beschleunigung und Erhöhung der Effizienz 

der Reaktion und untermauerten ihre Ergebnisse durch die Synthese diverser Pyranon- und 

Pyridinon-Derivate in sehr guten Ausbeuten.230 Bemerkenswerterweise wurde im Gegensatz zu 

den in Druckgefäßen durchgeführten Reaktionen, ein vollständiger Umsatz der Edukte nicht 

nach 24 Stunden sondern bereits nach 90 Sekunden Laufzeit beobachtet. Der nachfolgende 

Quenchvorgang mittels Trifluroessigsäure, die Entfernung des Lösemittels unter verminderten 

Druck sowie die Möglichkeit zur Durchführung einer säulenchromatographischen Trennung of-

ferierte zudem ein Aufreinungsprotokoll, das das Potential zur Automatisierung und 

Parallelisierung bot. 

Auf Grundlage dieser Ausführungen erfolgte in einem ersten Schritt die experimentelle Etablie-

rung der mikrowellen-induzierten oxa-DIELS-ALDER-Reaktion zwischen dem schwach 

aktivierten, elektronenarmen Dienophil 3-Brombenzaldehyd (10a) und dem elektronenreichen 

DANISHEFSKY-Dien (9) unter den literaturbekannten Bedingungen. Dabei konnte das erwartete 

Pyranon (±)-11a in einer moderaten Ausbeute von 39% erhalten und somit die Plausibilität der 

erschlossenen Konditionen verifiziert werden.  

Aufbauend auf diesem Resultat sollten in einem Folgeschritt zwecks der intentionierten Defini-

tion spezifischer Reaktivitätsregeln für den FRAGTORY-Workflow schließlich die Grenzen der 

Kombinationsmöglichkeiten verschiedener Diene und Hetero-Dienophile genauer erschlossen 

werden. Im Zuge dessen wurde das elektronenreiche DANISHEFSKY-Dien (9) mit dem stark ak-

tivierten, elektronenarmen Dienophil Ethylglyoxylat (10b) zur Reaktion gebracht. Letzteres 

wurde zudem auch mit dem nicht-aktivierten Dien 1,3-Cylcohexadien (12) unter den zuvor er-

probten Reaktionsbedingungen umgesetzt.  

Massenspektrometrische Untersuchungen mittels DC-MS legten dabei offen, dass insbesondere 

1,3-Cyclohexadien (12) einer starken Polymerisationsreaktion unterlag und daher kein nen-

nenswerter Umsatz zum gewünschten Produkt (±)-13 verzeichnet wurde. 
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Abbildung 21 | Gegenüberstellung der erfolgreich und nicht-erfolgreich durchgeführten oxa-DIELS-ALDER-Reaktionen unter 

Lewis-Säure-Katalyse (A) oxa-DIELS-ALDER-Reaktionen zwischen dem elektronenreichen Danishefsky-Dien (9) und einem 

schwach aktivierten, elektronenarmen Dienophil. Die experimentelle Durchführung offenbarte dass unter Einsatz von Zink-

chlorid und Mikrowelleneinstrahlung nur die Reaktion zwischen dem Danishefsky-Dien (9) und 3-Brombenzaldehyd (10a) 

erfolgreich war. Der Austausch des Dienophils gegen Ethylglyoxalat (10b) führte trotz idealer Voraussetzungen bezüglich der 

chemischen Natur beider Reaktionspartner zur unspezifischen Bildung einer Vielzahl von Nebenprodukten. (B) oxa-DIELS-

ALDER-Reaktion zwischen dem neutralen 1,3-Cyclohexadien (12) und Ethylglyoxalat (10b) unter Lewis-Säure-Katalyse. Auch 

die Reaktion zwischen einem unaktivierten Dien und einem elektronenreichen Dienophil führte zur ausschließlichen Neben-

produktbildung. Massenspektrometrische Untersuchungen legten einen konkurrierenden Polymerisationsmechanismus nahe.   
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Entgegen den Erwartungen führte jedoch auch die Reaktion des elektronenreichen 

DANISHEFSKY-Diens (9) mit dem stark-aktivierten elektronenarmen Hetero-Dienophil Ethyl-

glyoxalat (10b) nicht zur Bildung des erhofften Produkts (±)-11b. Da dieses Ergebnis jedoch 

den grundlegenden Reaktivitätsregeln der oxa-DIELS-ALDER-Reaktion mit normalen Elektro-

nenbedarf widersprach, sollten durch die Variation der Reaktionsbedingungen möglicherweise 

unvorteilhafte Störfaktoren identifiziert und behoben werden (siehe Tabelle 4 und Tabelle 5). 

In der Tat zeigte sich dabei, dass sowohl eine Verlängerung der Reaktionszeit sowie der Aus-

tausch des Lösemittels keinen positiven Einfluss auf die gewünschte Produktbildung ausübte. 

Allerdings führte die Variation der Lewis-Säure sowohl für die Reaktion des 1,3-Cyclohexadiens 

(12) als auch die des DANISHEFSKY-Diens (9) zum erfolgreichen Umsatz zu den beiden antizi-

pierten Produkten (±)-11b und (±)-13. Erwähnenswert ist dabei die Tatsache, dass das Pyranon 

(±)-11b ausschließlich bei Verwendung von Aluminiumtrichlorid erfolgreich synthetisiert wer-

den konnte. Die Generierung des Dehydrocineols (±)-13 gelang hingegen nur unter Einsatz der 

weniger lewis-aciden Säure Bismuttrichlorid.  

Dieser beobachtbare Trend legte die Vermutung nahe, dass es einen Zusammenhang zwischen 

der chemischen Natur des eingesetzten Katalysators und den elektronischen Eigenschaften des 

Dienophils geben musste. Dieser Annahme folgend wurde ein Erklärungsmodell auf Molekülor-

bital-Basis konzipiert, welches den energetischen Einfluss des dativen 

Komplexierungsereignisses mit der Härte bzw. Weichheit der jeweiligen Lewis-Säuren korre-

lierte (siehe Abbildung 22a).  

Auf Grundlage dieses Konzeptes wurde zunächst das Kation Al3+ aufgrund der vergleichsweise 

geringen atomaren Größe und der hohen Ladungsdichte nach dem Konzept der Harten und 

Weichen Säuren und Basen (engl.: Hard and Soft Acids and Bases, HSAB) von PEARSON als harte 

Säure klassifiziert. Per Definition weisen diese Art von Teilchen schlechte Polarisationseigen-

schaften auf und können daher kaum zusätzliche Ladungsdichte, beispielsweise durch die 

Koordination an ein Heteroatom, delokalisieren. Bezogen auf die Lewis-Säure-Katalyse im Falle 

der oxa-DIELS-ALDER-Reaktion ließ sich somit schlussfolgern, dass durch Einsatz von Alu-

miniumtrichlorid nur eine marginale energetische Absenkung des höchstbesetzten (engl.: 

Highest Occupied Molecular Orbital, HOMO)- und des niedrigst unbesetzten (engl.: Lowest 
Unoccupied Molecular Orbital, LUMO)-Grenzorbital des LS-Dienophil-Komplexes erfolgen 

konnte.  

Weichere Kationen wie Bi3+ oder Zn2+ sind hingegen durch einen größeren atomaren Radius und 

damit auch durch eine verbesserte Fähigkeit zur Polarisation ihrer Elektronenhülle charakteri-

siert. Koordiniert eine solche Lewis-Säure an ein Dienophil, kann diese mehr Ladungsdichte 

aufnehmen und somit die Elektronenarmut des entstehenden LS-Dienophil-Komplexes deut-

lich steigern.  
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Abbildung 22 | Übersicht zu den Erklärungsmodellen der empirisch-erschlossenen Reaktivitäts-regeln für die oxa-DIELS-

ALDER-Reaktion. (A) Energieniveauschema zur Veranschaulichung der energetischen Wirkung von weichen und harten Lewis-

Säuren. AlCl3 bewirkt aufgrund der Eigenschaft als harte Säure nur eine schwache Absenkung der Grenzorbitalenergie, während 

die Koordination durch weichere Säuren wie ZnCl2 und BiCl3 stärkere Absenkungen zur Folge haben. (B) Einfluss der Lewis-

Acidität auf die Grenzorbital-Koeffizienten. Die chemische Natur der Lewis-Säuren bewirken unterschiedliche Größenänderun-

gen bei den Orbitalkoeffizienten. Eine Reaktion kann immer nur dann erfolgen, wenn eine kompatible Wechselwirkung 

zwischen Orbitalkoeffizienten gleicher Größenordnung stattfindet (X = elektronenziehende Gruppe, Y = konjugierte 

Gruppe).231 Anmerkung: Die dargestellten Partialladungen sowie die Größe der einzelnen Orbitalkoeffizienten sind als qualitativ 
und nicht quantitativ zu betrachten und dienen lediglich als Erklärungsgrundlage für die beobachteten Reaktivitäten.  
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In Konsequenz dessen sinkt die Energie der beiden Grenzorbitale in Abhängigkeit der Weichheit 

der Teilchen ab und ermöglicht somit auch die Reaktion zwischen nicht-aktivierten Dienen und 

elektronenarmen Dienophilen. Unter Berücksichtigung der Grenzorbital-Theorie konnten diese 

Überlegungen zudem auch durch eine schematische Visualisierung von Orbitalkoeffizienten 

modellhaft komplettiert werden.  

Dazu wurde angenommen, dass es aufgrund der positiven Partialladung am Carbonyl-Kohlen-

stoffatom, welche durch das dative Bindungsereignis der Lewis-Säure an das Sauerstoffatom des 

Aldehyds induziert wird (siehe mesomere Grenzformeln in sb), zu einer Vergrößerung des 

Grenzorbitalkoeffizienten an dieser Position bei gleichzeitiger Verkleinerung des 

Orbitalkoeffizienten am Sauerstoffatom kommt. Die Größenordnung dieser Änderung wird 

dabei maßgeblich durch die Natur der eingesetzten Lewis-Säure bestimmt.  

Als weiterer Einflussfaktor muss jedoch auch die Art des jeweiligen Substituenten am Dienophil 

berücksichtigt werden, da die dirigierenden Eigenschaften verschiedener funktioneller Gruppen 

bereits wesentlich die Größenverhältnisse der Orbitalkoeffizienten modulieren. Durch die Aus-

bildung von Lewis-Säure-Komplexen werden diese somit auf unterschiedlichste Weise 

beeinflusst und bilden damit ein breites Spektrum an differentiellen energetischen Voraus-

setzungen (siehe Abbildung 22b). Basierend auf der schematischen Visualisierung der 

entsprechenden Koeffizienten kann schließlich jedoch durch einen Abgleich mit den Koeffizien-

ten des HOMOs der jeweils eingesetzten Diene energetisch kompatible Reaktionspartner 

identifiziert werden und somit die Wahl einer geeigneten Lewis-Säure im Vorfeld erfolgen.  

Basierend auf diesen Modellvorstellungen wurden in einem nächsten Schritt empirische Reakti-

vitätsregeln abgeleitet und in den FRAGTORY-Workflow eingebunden. 

3.1.6 Ableitung von empirischen Reaktivitätsregeln und Implementierung in den 

FRAGTORY-Workflow 

Das entwickelte Erklärungsmodell verdeutlichte deutlich die Notwendigkeit zur Entwicklung 

eines verständlichen Klassifizierungs- und Einordnungssystems kombinierbarer Diene und Di-

enophile, um den erfolgreichen Ablauf der Lewis-Säure-katalysierten oxa-DIELS-ALDER-

Reaktion gewährleisten zu können. Aus experimenteller Sicht rückte dabei auch die Vorhersage 

einer kompatiblen Lewis-Säure in den Interessensfokus. Aus diesem Grunde wurden auf Grund-

lage der in den vorausgegangenen Parameterisierungsversuchen erschlossenen Limitationen 

zwei wesentliche empirische Reaktivitätsregeln formuliert:  

1) Die erfolgreiche Durchführung der oxa-DIELS-ALDER-Reaktion mit normalem Elektro-

nenbedarf zwischen einem elektronenreichen Dien und einem stark aktivierten, 

elektronenarmen Hetero-Dienophil erfordert die Katalyse durch eine harte bzw. beson-

ders Lewis-acide Lewis-Säure (z.B. Aluminumtrichlorid)  
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2) Die erfolgreiche Durchführung der oxa-DIELS-ALDER-Reaktion zwischen einem 

elektronenreichen Dien und einem schwach aktivierten elektronenarmen Hetero-

Dienophil sowie die Reaktion eines nicht-aktivierten Diens und einem stark-aktivierten, 

elektronenreichen Hetero-Dienophil erfordert hingegen Lewis-Säuren aus dem Grenz-

bereich (Bismuttrichlorid, Zinkchlorid etc.) oder tendenziell weichere Lewis-Säuren als 

Aluminiumtrichlorid.  

Die Ausformulierung dieser Zusammenhänge stellte dabei nicht nur nützliche Richtlinien für 

die experimentelle Arbeit im Labor auf, sondern begründete auch noch das wesentliche Funda-

ment für die Definition von Filterkriterien auf computerchemischer Ebene. So bestand nun die 

Möglichkeit durch die zielgerichtete Kombination spezifisch-selektionierter Diene und Dieno-

phile, eine virtuelle Produktbibliothek generieren zu lassen, deren Vertreter mit hoher 

Wahrscheinlichkeit auch problemlos synthetisiert werden konnten.  

Zu Beginn dieses visionierten Vorhabens musste sich jedoch zunächst der Herausforderung an-

genommen werden, einen Workflow für die Durchführung der in silico-oxa-DIELS-ALDER-

Reaktion aufzusetzen. Ausgehend von der bereits vorhandenen Edukt-Datenbank wurde zu die-

sem Zwecke zunächst durch die Definition von Substruktur-Filtern über eine SMARTS-

Notation sowohl potentielle Diene als auch Dienophile selektioniert. Diese wurden anschlie-

ßend hinsichtlich ihrer elektronischen Eigenschaften in die Unterbibliotheken „elektronenreiche 

Diene“, „nicht-aktivierte Diene“, „schwach-aktivierte elektronenarme Hetero-Dienophile“ und 

„stark-aktivierte elektronenarme Hetero-Dienophile“ einsortiert. Diese Klassifizierung sollte zu 

einem späteren Zeitpunkt die zielgerichtete Kombination von passenden Reaktionspartnern im 

Sinne der zuvor definierten empirischen Reaktivitätsregeln ermöglichen. 

In einem nächsten Schritt konnte schließlich durch die Definition einer allgemeingültigen Trans-

formationsvorschrift die virtuelle Generierung verschiedener oxa-DIELS-ALDER-Produkte 

initiiert werden. Dabei wurden in Abhängigkeit der plausiblen Kombinationsmöglichkeiten von 

Dienen und Hetero-Dienophilen (elektronenreiches Dien reagiert mit schwach oder stark akti-

viertem elektronenarmem Hetero-Dienophil; nicht-aktiviertes Dien reagiert mit stark 

aktiviertem, elektronenarmem Hetero-Dienophil) zwei Produktbibliotheken erhalten. An dieser 

Stelle sei darauf verwiesen, dass auch die Durchführung einer zusätzlichen in silico-oxa-DIELS-

ALDER-Reaktion mit inversem Elektronenbedarf möglich gewesen wäre. Aufgrund von Zeitman-

gel konnten im Rahmen der experimentellen Arbeiten jedoch keine entsprechenden 

Vorversuche durchgeführt werden, sodass sich die Generierung der virtuellen Produkte auf die 

Möglichkeit einer oxa-DIELS-ALDER-Reaktion mit normalem Elektronenbedarf beschränkte. 

Nach Ausführung der Filterschritte des FRAGTORY-Workflows wurde eine 23224 Moleküle um-

fassende Bibliothek erhalten, die in zukünftigen Versuchen zur zielgerichteten Nominierung von 

lückenfüllenden Synthesekandidaten verwendet werden könnte. 
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Abbildung 23 | Übersicht zu dem konzipierten Workflow zur Durchführung der in silico-oxa-DIELS-ALDER-Reaktion mit nor-

malen Elektronenbedarf. Nach Kombination kompatibler Reaktanden wurde durch die Einbindung in den FRAGTORY-Workflow 

eine Produktbibliothek von 23224 Molekülen erhalten. Diese könnte in zukünftigen Versuchen dazu verwendet werden, entstan-

dene Lücken im chemischen Raum aufzuspüren und diese durch Nominierung potentieller Synthesekandidaten zu schließen. 
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3.2 Identifizierung und Modifizierung eines neuen Chemotyps zur 

Behandlung resistenzerworbener GIST 

Die nachfolgend diskutierten Ergebnisse sind Bestandteil eines laufenden Patentierungsverfah-

rens, welches sich derzeit noch in der Anmeldungsphase befindet. Zudem stehen diese 

Ergebnisse im Kontext einer unmittelbar bevorstehenden, jedoch noch nicht öffentlich-zugäng-

lichen wissenschaftlichen Publikation in einem hochrangigen Wissenschaftsjournal.  

3.2.1 Phänotypisches HTS und Counter Screening 

In den letzten Jahrzehnten haben sich phänotypische HTS als ein effektives Werkzeug zur Ent-

deckung neuer chemischer Verbindungen in der Medizinalchemie etabliert. Während in den 

Anfangsjahren noch primär große Unternehmen die notwendigen finanziellen Ressourcen zur 

Schaffung und Aufrechterhaltung solcher Infrastrukturen besaßen, sind seit den 2000er Jahren 

auch zahlreiche erfolgreiche Implementierungen im akademischen Bereich zu beobachten.232-233 

Dies ist besonders für die Erforschung seltener Krankheiten von essentieller Bedeutung, da so-

mit auch die Durchführung der frühen Wirkstoffentwicklungsprozesse nach dem Prinzip der 

reversen Pharmakologie bereits im universitären Umfeld erfolgen kann. 

Auch am Forschungsstandort Dortmund konnte seit der Gründung des DRUG DISCOVERY HUBS 

DORTMUND (DDHD) ein interdisziplinäres Kompetenznetzwerk in Zusammenarbeit mit dem 

WTZ und dem COMAS erschlossen werden, wodurch sich optimale Bedingungen für die Durch-

führung phänotypischer HTS ergaben. Aufbauend auf der bahnbrechenden Arbeit von 

BOICHUK et al. aus dem Jahr 2014234, die durch ein unvoreingenommenes Screening offenlegte, 

dass GIST entgegen der historisch-etablierten Auffassung unerwartet sensitiv auf bestimmte 

Chemotherapeutika reagiert, wurde sich im Rahmen dieser Doktorarbeit der weiterführenden 

Aufgabe gewidmet, chemische Verbindungen zu identifizieren, die einem komplett neuen 

Chemotypen entsprechen. Diese sollen als Grundlage für die Entwicklung selektiver und neben-

wirkungsarmer TKIs dienen, die auf klinisch relevante Mutationen der Onkogene PDGFRα und 

c-KIT abzielen. 

Für dieses Vorhaben konnte auf einen Pool neuer isogener Zelllininenmodelle von TKI-

resistenten GIST zurückgegriffen werden, welcher am Sarkomzentrum des WTZ durch die Ent-

nahme von tumorösen Gewebeproben und nachgeschalteten Zelllinien-Engineering mittels 

CRISPR/Cas9 erschlossen und über mehrere Jahre hinweg stetig vergrößert worden war (siehe 

Abbildung 24).  
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Aus dieser umfangreichen Sammlung wurden die klinisch-bedeutsamen Zelllinien PDGFRα-

D842V, PDGFRα-T1-674, PDGFRα-T1-680, PDGFRα-T1-5258 als „Phänotypen-von-In-

teresse“ selektioniert, da Patienten, die unter entsprechenden Läsionen leiden, durch derzeit 

etablierte Behandlungsoptionen entweder nicht-tolerierbare Nebenwirkungen aufweisen oder 

aber unter einen nahezu unverändert-voranschreitenden Krankheitsverlauf leiden. Weiterhin 

wurde auch die KIT-negative GIST48B-Zelllinie als Kontrollzelllinie berücksichtigt, da die Ver-

wendung dieser die Möglichkeit eröffnete, Filterkriterien für Spezifität gegenüber den 

gewünschten Zielproteinen zu definieren und damit die Grundlage für die Durchführung eines 

Counter Screens bildete.  

Vor dem Hintergrund dieser Auswahl erfolgte in Vorarbeiten das HTS ausgewählter Substanz-

bibliotheken (TOOL COMPOUND LIBRARY der Firma VICHEM,2 LDC KINASE LIBRAY 3, EDELRIS 

KEYMICAL COLLECTION4 und COMAS SCREENING LIBRARY5), in einer sechstägigen Versuchsein-

heit durch Frau Dr. SONJA SIEVERS am COMAS. Diese umfasste zunächst die vollautomatisierte 

Zellaussaat in 96-well-Platten am Tag 0, gefolgt von der Behandlung der Zellen mit jeweils 2 µM 

und 10 µM Stammlösungen der jeweiligen Inhibitoren am ersten Tag und dem Auslesen (engl. 

Read Out) der zellulären Aktivität durch einen automatisierten Zellviabilitätsassay (engl.: 

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay, PROMEGA CORPORATION, Madison, Wis-

consin, USA, CTG) am sechsten Tag.  

Die daraus erhaltenen Aktivitätsdaten wurden anschließend einer hierarchischen Clusteranalyse 

unterzogen, indem die gemessenen Zellviabilitätsdaten zunächst ihrer Größe nach geordnet, ka-

tegorisiert und für die einzelnen Zelllinien gegeneinander aufgetragen wurden (siehe 

schematisch in Abbildung 24). Da die KIT-negative Kontrollzelllinie GIST48B ebenfalls ver-

messen wurde, konnte in einem weiteren Schritt durch die Berechnung von Relativitäsfaktoren 

zudem eine Unterscheidung von Hits und toxischen Hits ermöglicht werden (Counter Screen). 

Im Zuge dessen konnten insgesamt 183 Treffermoleküle identifiziert werden, die auf der 

PDGFRα-D842V-Zelllinie mehr als 20% Inhibition und auf der Kontrollzellinie GIST48B we-

niger als 20% Inhibition zeigten. 155 Moleküle zeigten hingegen auf PDGFRα-T1-680 ein 

analoges Verhalten, weshalb durch ein Abgleich beider Hit-Sets 87 Inhibitoren identifiziert wer-

den konnten, die aufgrund des herausgefilterten Aktivitätsprofils bereits vorteilhafte 

Eigenschaften für eine mögliche Weiterentwicklung bereit stellten.  

Diese herausgefilterten Treffer wurden in einer nachgeschalteten Dosistitration (engl.: Dose-
Response titration, DRT) validiert und zelluläre GR50-Werte für relevante Zelllinien ermittelt. 

 
2 http://vichemchemie.com/tool-compound-library-tcl/ 
3 https://www.lead-discovery.de/de/about-us/expertise/#Screening 
4 https://www.edelris.com/solutions-services/compound-collections 
5 https://www.mpi-dortmund.mpg.de/forschung/services/comas/compound-collection 
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Abbildung 24 | Übersicht zu den durchgeführten und etablierten Arbeitsschritten bei der Identifizierung eines neuen Chemo-

typen für die Entwicklung eines neuen GIST-Therapeutikum durch einen reversen translationalen from-bed-to-bench-Ansatzes. 

Ausgehend von einem am WTZ gesammelten Pool klinisch relevanter Zelllinien wurden am COMAS ausgewählte Substanzbib-

liotheken mit Hilfe eines automatisierten phänotypischen HTS-Protokolls an klinisch relevanten Zelllinienmodellen vermessen. 

Mit Hilfe eines Counter Screens konnten anschließend zytotoxische Treffermoleküle herausgefiltert und die übrigen Moleküle 

einer Dosistitration zur Bestimmung eines zellulären GR50-Wertes unterzogen werden. Durch eine anschließende Hitland-

schaftsanalyse wurde die Verbindung NDI als Entwicklungskandidat für eine strukturbasierte Wirkstoffrepositionierung 

ausgewählt und anschließend einer breiten Profilierung an verschiedenen Mutantenzelllinien unterzogen. 

3.2.2 Treffernominierung durch Treffer-Landschaftsanalyse und 

Röntgenkristallographie 

Die DRT offenbarte ein stark divergierendes Spektrum chemisch-diverser Verbindungen, das 

unter anderem auch durch eine breite Verteilung von Größe und Molekulargewicht gekenn-

zeichnet war. Es fiel insbesondere auf, dass eine größere Zahl an identifizierten Treffermolekülen 

bereits in Zulassungsverfahren für andere Krankheiten involviert waren und sich somit ideal für 

Drug Repurposing Ansätze eigneten. Aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse war es zunächst 

erforderlich, ein Ordnungssystem zu konzipieren, um die umfangreiche Trefferlandschaft, hin-

sichtlich der Ligandeneigenschaften und der Möglichkeit zum Einsatz als GIST-Therapeutikum, 

einer detaillierten Analyse unterziehen zu können.  
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Dies schaffte zugleich eine rationale Grundlage, einen geeigneten Weiterentwicklungskandida-

ten zu nominieren und diesen mit bereits zugelassenen Behandlungsstandards zu vergleichen.  

Als Bewertungsreferenz wurde diesbezüglich der TKI AVAPRITINIB herangezogen, da dieser ei-

nen selektiven und wirksamen Inhibitor der PDGFRα-D842V Mutation darstellt, jedoch 

aufgrund seiner kognitiven Nebenwirkungen210, 235 und des Aufkommens neuer Resistenzmuta-

tionen nach Verabreichung, Schwächen in Bezug auf ein progressionsfreies Überleben der 

Patienten bietet.236 Ziel war deshalb die Identifizierung eines neuen Chemotypen mit ähnlichen 

Eigenschaften hinsichtlich Selektivität und Potenz gegenüber einer Vielzahl unterschiedlichster 

Mutationen (Pan-Inhibition) bei einem insgesamt vorteilhaften Risiko-Nutzen-Profil. Weiterhin 

sollte das Grundgerüst (engl. scaffold) des Hit-Moleküls auch hinreichend Freiraum zur chemi-

schen Funktionalisierbarkeit bieten, um detaillierte SAR- bzw. STR-Studien durchführen zu 

können. Im Rahmen dieser Überlegungen wurde ersichtlich, dass ein potenzieller Entwicklungs-

kandidat eine hohe intrinsische Potenz gegenüber den beiden Onkogenen PDGFRα und c-KIT 

bei einem insgesamt eher geringen bis moderaten Molekulargewicht aufweisen müsste. 

Als ein sinnvoller Bewertungsparameter wurde daher die LE erachtet, da diese sowohl die Potenz 

als auch das Molekulargewicht der einzelnen Verbindungen in Bezug zueinander setzt. Wird 

diese Größe gegen die „Selektivität über Avapritinib“ aufgetragen, kann damit ein Graph erhalten 

werden, der die einzelnen Hits in vier Quadranten um das zentral positionierte AVAPRITINIB 

(roter Punkt) orientiert (siehe Abbildung 25a).  

 

Abbildung 25 | Übersicht zur schematisch-dargestellten Treffer-Landschaftsanalyse, der Nominierung von NDI als Weiterent-

wicklungskandidat und der anschließenden Kristallisation in der T674I-Mutation des Onkogens PDGFRα. (A) Schematische 

Treffer-Landschaftsanalyse des durchgeführten phänotypischen HTS. Die entsprechenden Treffermoleküle wurden hinsichtlich 

des ermittelten LEs sowie der Selektivität über Avapritinib geplottet und anschließend den beiden Arealen der Repositionie-

rungskandidaten und den strukturbasierten Repositionierungskandidaten zugeordnet. Aus dieser Auswahl wurde das NDI ((S)-

15aa) aufgrund der bekannten Literaturdaten, dem geringen Molekulargewicht  und der intrinisch-hohen Potenz als attraktiver 

Entwicklungskandidat ausgewählt. (B) Elektronendichte von NDI ((S)-15aa) in PDGFRα-T674I und Bindungsmodus-Ana-

lyse. Die durch Soaking erhaltene Kristallstruktur von NDI ((S)-15aa) in PDGFRα-T674 diente als Grundlage für eine 

durchgeführte Bindemodusanalyse. Anhand dieser wurden die zentralen pharmakophoren Eigenschaften des Liganden erschlos-

sen und verschiedene Fragestellungen für das Projekt formuliert. 
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Dabei befinden sich sowohl im oberen, wie auch im unteren linken Quadrant Treffer, die weniger 

selektiv oder aber eine geringere LE als die Bewertungsreferenz selbst aufweisen. Oberhalb und 

rechts neben AVAPRITINIB befinden sich zwei Flächen, die als Repositionierungsfläche (RF) bzw. 

strukturbasierte Repositionierungsfläche (SBRF) verstanden werden können. Während sich in 

der RF vor allem größere Moleküle finden, die eine mit AVAPRITINIB vergleichbare Potenz für 

die PDGFRα-D842V-Mutation aufweisen, jedoch selektiver sind, befinden sich in der SBRF 

auch Verbindungen, die zwar ein marginal schlechteres Selektivitätsprofil aufweisen, jedoch auf-

grund der höheren LE noch genügend Spielraum für weitere Optimierungen bieten.  

Die Tatsache, dass die meisten Treffermoleküle in der SBRF bereits zufriedenstellende on-target 

Potenzen, teilweise im nano- oder sogar subnanomolaren Bereich, aufwiesen, stellte sich als ide-

ale Grundlage für die Durchführung von kristallographischen Experimenten heraus. In 

vorausgegangenen Arbeiten konnten in der Arbeitsgruppe RAUH bereits Komplexstrukturen 

von PDGFRα mit AVAPRITINIB erfolgreich kristallisiert werden. Diese stellten die Grundlage für 

nachfolgende Soaking-Experimente mit den aus dem HTS identifizierten hochaffinen Liganden 

dar, welche durch Frau Dr. ALINA TEUBER durchgeführt wurden. Im Rahmen dieser Bemühun-

gen konnte schließlich auch die Kristallstruktur des Hit-Moleküls NDI ((S)-15aa) in PDGFRα-

T674I gelöst und erfolgreich aufgeklärt werden (siehe Abbildung 25).  

Diese Begebenheit eröffnete bereits in einem frühen Stadium des Projekts die Möglichkeit, die 

Bindungssituation des Treffermoleküls genauer zu analysieren und damit auch die Entwicklung 

vielfältiger Strategien für weiterführende Derivatisierungsvorhaben zu konzipieren. NDI ((S)-

15aa) wies diesbezüglich aufgrund seines moderaten Molekulargewichtes von ungefähr 

300 g/mol, sowie der Anwesenheit von lediglich vier Wasserstoffbrücken-Akzeptoren bzw. -Do-

noren ein interessantes und vielversprechendes Profil auf, welches am ehesten als eine Art 

Grenzverbindung zwischen einem Fragment (Rule-of-three) bzw. einen klassischen HTS-Hit 
(Rule-of-five) verstanden werden konnte.  

Hinsichtlich des beabsichtigten Vorhabens einer strukturbasierten Wirkstoffrepositionierung 

stellte sich dieser Umstand als günstige Ausgangslage dar, da das geringe Molekulargewicht des 

Inhibitors noch ausreichend Freiraum für Substitutionen verschiedener Strukturelemente ge-

währleistete. Ebenso konnte durch eine tiefergehende Literaturrecherche offengelegt werden, 

dass das NDI ((S)-15aa) bereits in der Vergangenheit einen Evaluationsprozess für eine andere 

Art von Krankheit durchlaufen hatte.  

Trotz der in diesem Zuge beschriebenen vorteilhaften in vitro und in vivo-Eigenschaften sowie 

der hohen Löslichkeit entschloss sich das Unternehmen jedoch nach einer vollumfänglichen 

Risko-Nutzen-Bilanzierung dazu, die klinische Phase I aufgrund beobachteter toxischer Ereig-

nisse bei höherer Dosisgabe zu terminieren.  
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Die genauen molekularen Ursachen blieben allerdings unklar und betonen daher die Notwen-

digkeit weiterer detaillierter Forschungen im Rahmen dieser Doktorarbeit. 

3.2.3 Leitende Fragestellungen für die strukturbasierte Wirkstoffreposition-

ierung von NDI  

In Anbetracht des in der Literatur dargelegten und bereits optimierten PK-Profils sowie der noch 

ungeklärten Frage nach den molekularen Ursachen der beobachteten Karditoxizität, erwies sich 

das NDI als ein idealer Kandidat für einen strukturbasierten Repurposing-Ansatz. Die einherge-

hende Analyse des Bindungsmodus (vgl. Abbildung 25) legte dabei offen, dass das Molekül 

primär drei Regionen bzw. Taschen in PDGFRα bzw. c-KIT besetzt. In einem vorausgegangenen 

Dekonstruierungsansatz konnte in Vorarbeiten offengelegt werden, dass die Anwesenheit eines 

flexiblen Scharnierbindungselementes essentiell für die Affinität der Verbindung (S)-15aa ge-

genüber einer Vielzahl von Mutationen der Onkogene PDGFRα und c-KIT ist (vgl. Tabelle 6). 

Es ließ sich daraus ableiten, dass die Anwesenheit einer Aminosäure mit Akzeptoreigenschaften 

auf topologischer Höhe der Aminosäure Thr674 in PDGFRα zu der Ausbildung von drei kon-

struktiven, polaren Interaktionen mit der Scharnierregion führt. Im Falle eines Austauschs einer 

solchen Aminosäure, beispielsweise durch die Mutation der Türsteher-Aminosäure, können 

nach wie vor die zwei weiteren polaren Interaktionen mit den Aminosäuren Glu675 und Cys677 

zur Affinität des NDIs ((S)-15aa) gegenüber den Zielproteinen beitragen und somit die intrin-

sisch-hohe Potenz dieser Verbindung erklären.  

Weiterführende Studien im Rahmen dieser Doktorarbeit sollten daher nicht mehr die Bedeu-

tung der Scharnierregion-adressierenden Gruppe beleuchten, sondern vor allem die Funktion 

des Piperidin-Rings im Bereich der Ribosetasche sowie der 3-Fluorbenzol-Gruppe im Bereich 

der Lösemittel-exponierten Vordertasche (engl. solvent-exposed front pocket) erschließen. 

Da die Ribosetasche normalerweise als natürliche Substratbindestelle fungiert und somit für die 

Bindung von ATP verantwortlich ist, sollte durch eine Alternierung des heterozyklischen Sys-

tems in diesem Bereich, den Fragen nachgegangen werden, welchen Einfluss die Größe des 

Ringsystems bzw. welchen Einfluss die Positionierung des basischen Zentrums sowie die abso-

lute Konfiguration des Chiralitätszentrums auf die polare Interaktion mit den drei Aminosäuren 

Asp386, Asn823, Arg822 ausübt. 

Die Analyse der Kristallstruktur von NDI ((S)-15aa) in PDGFRα suggerierte dabei, dass im Be-

reich der Front pocket vor allem hydrophobe Wechselwirkungen von zentraler Bedeutung sein 

könnten. Es schien daher sinnvoll, verschiedene Gruppen in diesem Bereich zu permutieren, um 

Aufschluss über die Toleranz anderer pharmakophorer Eigenschaften zu erhalten.  
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Zudem sollte eruiert werden, ob tatsächlich π-π-Wechselwirkungen die Schlüsselinteraktionen 

in diesem Bereich darstellen und ob durch Variation des Substitutionsgrads Eigenschaften wie 

Selektivität und/oder Potenz moduliert werden können. Weiterhin stellte die Anwesenheit eines 

Halogenids in para-Positition des Benzolrings eine interessante Möglichkeit dar, diesen als syn-

thetischen Vektor zu nutzen, um weiter entfernte Teile dieser Tasche zu erkunden. 

Zur Beantwortung all dieser Fragen sollte schließlich, im Sinne der angestrebten strukturbasier-

ten Wirkstoffrepositionierung, eine Substanzbibliothek synthetisiert und auf Grundlage dieser 

umfängliche Struktur-Aktivitäts-Beziehungen hergeleitet werden. 

3.2.4 Etablierung einer modularen, konvergenten Syntheseroute zur schnellen 

und semi-automatisierten Synthese von NDI-Derivaten 

Das Vorhaben der Generierung einer umfangreichen Substanzbibliothek machte das Vorhan-

densein einer robusten und effizienten Syntheseroute, über die ein möglich großes Spektrum 

chemisch-diverser Analoga erzeugt werden konnte, unabdingbar. Im Zentrum der Vorplanungen 

stand daher die Erschließung einer modularen und konvergenten Strategie, die die Umsetzung 

von zwei separat-hergestellten Synthesebausteinen A und B zu den finalen Produkten in lediglich 

drei Schritten ermöglichte (siehe Abbildung 26). 

 

Abbildung 26 | Übersicht zur etablierten, modularen und konvergenten Syntheseroute für die Generierung verschiedener NDI-

Derivate. Zur Durchführung der Synthesesequenz mussten zunächst die nukleophilen Acetamide (Synthesebaustein A, gelb) 

sowie die β-Chlorzimtsäurenitrile (Synthesebautein B, dunkelgrün) separat hergestellt werden. Anschließend konnten diese in 

einer Eintopfreaktion, gefolgt von der Generierung der Scharnierregion-adressierenden funktionellen Gruppe und einer optio-

nalen Carbamatspaltung in die entsprechenden finalen Produkte (hellgrün) umgesetzt werden. Die Reaktionsbedingungen 

lauten wie folgt: (i) ClCH2COCl, Pyridin, THF, 0 °C, 1.5 h, dann NuH, H2O, RT, 24 h (ii) POCl3, HCON(CH3)2, 40 °C, 18 h, 

dann NH2OH HCl, HCON(CH3)2, 45 °C, 0.5 h, 8-71% (iii) NaOCH3, THF, RT, 1.5 h (iv) NukE, THF, RT, 3 h, dann NH3 in 

CH3OH, 0 °C, 30 min (v) HCl in Dioxan (c = 5 mol/L), CH3OH, 0 °C, 1 h, 1-58% (über 3 Schrit te) bzw. 26-61% (über 2 

Schritte). 



72 3 Ergebnisse und Diskussion 
 

 

Zwecks experimenteller Etablierung wurde die Route zunächst für das (S)- und (R)-Enantiomer 

des NDIs erprobt und später auch für weitere Derivate erfolgreich angewandt. Im Durchschnitt 

konnten dabei für nahezu alle Derivate moderate Ausbeuten zwischen 20-60% über drei Schritte 

erhalten werden. Lediglich die Synthese von besonders polaren Analoga, wie z.B. (S)-15am, ging 

in mehreren Fällen mit geringen Ausbeuten zwischen 3-12% einher.  

 

Abbildung 27 | Schematischer 2D-Interaktionsplot von NDI in den beiden Onkogenen c-KIT und PDGFRα sowie die daraus 

abgeleiteten möglichen Parametervariationen zur Generierung einer fokussierten Substanzbibliothek für eine SAR-Analyse. Auf 

der linken Seite finden sich die molekularen Ansätze zur Erschließung optimaler und suboptimaler Interaktionsmuster innerhalb 

der Vordertasche. Auf der rechten Seite hingegen finden sich Designkonzepte für die Ribosetasche. Basierend auf den gewonne-

nen Erkenntnissen der SAR wurden in einer abschließenden Versuchseinheit die optimalsten Strukturelemente beider 

Parameterseiten zu einer Hybridstruktur verknüpft, um somit möglichst vorteilhafte PK- bei einem gleichbleibend attraktiven 

Potenz- und Selektivitätsprofil zu generieren. 

Während für die Synthese der nukleophilen Acetamide 17a-n (Synthesebaustein A) im Rahmen 

der in dieser Doktorarbeit durchgeführten Reaktionen keinerlei Beschränkungen bezüglich des 

Substratumfangs festgestellt werden konnte, war die Generierung der β-Chlorzimtsäure-

nitrile 19a-q ausschließlich bei Einsatz heteroaromatischer und aromatischer Ketone erfolgreich. 

Die Verwendung aliphatischer Ketone führte indes zu einer konkurrierenden Polymerisations-

reaktion, die ausschließlich die Bildung unerwünschter Produkte begünstigte.  
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Die Generierung der finalen Produkte 15aa-mq unterlag, insofern die Synthesen der jeweiligen 

Synthesebausteine A und B erfolgreich waren, keinerlei Limitationen. 

Weiterhin konnten aufgrund der Modularität der etablierten Route mehrere Reaktionen parallel 

durchgeführt und diese anschließend durch standardisierte Reinigungsprotokolle (siehe Ab-

schnitt 5.2.3) mit dem automatisierten Reinigungssystem COMBIFLASH® NEXTGEN 300+ 

der Firma TELEDYNE ISCO problemlos aufgereinigt werden. Die isolierten Produkte wurden ab-

schließend basisch ausgeschüttelt, um die durch die Reaktions- und Reinigungsbedingungen 

entstandenen Salzformen in freie Basen zu überführen. Nach der Durchführung einer 

Sublimationstrocknung über Nacht konnten in den meisten Fällen voluminöse Feststoffe 

erhalten werden, die sich ohne feststellbare Degradation bei -20 °C oder auch Raumtemperatur 

lagern ließen. 

Auf Grundlage dieser Ergebnisse war es möglich in nur wenigen Monaten eine 36 Verbindungen 

umfassende Substanzbibliothek zu generieren, die zunächst einer Qualitätsprüfung durch NMR 

und HPLC-MS unterzogen und anschließend sowohl biochemisch als auch zellulär charakteri-

siert wurde (siehe Abbildung 27).  

3.2.5 Analyse der Struktur-Aktivitätsbeziehungen 

Auf Grundlage der durch Frau Dr. ALINA TEUBER und Herrn ANDREAS ARNDT gemessenen bio-

chemischen und zellulären Daten erschlossen sich klar verständliche Struktur-

Wirkungsbeziehungen, die wesentliche Erklärungsansätze zu den anfänglich formulierten Fra-

gen (siehe Abschnitt 3.2.3) bereitstellen konnten. Diesbezüglich wurde im Zuge der zellulären 

Charakterisierung zusätzlich auch die Kit-negative GIST48B-Kontrollzellinie als Art Toxizitäts-

kontrolle bzw. Selektivitätsmarker vermessen. Aus dem berechneten Verhältnis des ermittelten 

GR50-Wertes einer Verbindung für die Kontrollzelllinie (GR50(GIST48B)) und dem ent-

sprechenden GR50-Wert für die PDGFRα-D842V-Mutation (GR50(PDGFRα-D842V)) konnte 

anschließend ein Quotient ermittelt werden, der in der nachfolgenden Betrachtung als Target-

spezifitätsquotient (S) bezeichnet werden wird (Berechnung siehe Gleichung 2). 

 S = 
GR50(GIST48B)

GR50(PDGFRα-D842V) (2) 

Je größer der Zahlenwert dieses Quotienten, desto spezifischer bindet das entsprechende Deri-

vat an die PDGFRα-D842V-Mutation im Vergleich zum herkömmlichen NDI. 
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3.2.5.1 Fluorierungsgrad 

Im Falle der Variation der 3-Fluorbenzolgruppe zeigte sich, dass sowohl Potenz, wie auch Target-

spezifität maßgeblich durch Wahl eines entsprechenden Substituenten moduliert werden 

konnten. Bereits die Erhöhung des Anteils von Fluoratomen im aromatischen System führte im 

Falle einer 2,4-Substitution bei (S)-15ac zu einer nahezu 2.7-fach schwächeren Inhibition der 

GIST48B Zelllinie bei einer gleichbleibend hohen zellulären Potenz von 8 nM auf der PDGFRα-

D842V-Zellline im Vergleich zum herkömmlichen NDI (vgl. Abbildung 28 und Tabelle 7).  

 

Abbildung 28 | Übersicht über das Struktur-Aktivitäts- und Struktur-Selektivitätsprofil aller synthetisierten NDI Derivate. Das 

Balkendiagramm visualisiert die logarithmische Änderung der beiden Merkmale Potenz (grün) und Selektivität (gelb) gegen-

über der Referenzverbindung NDI ((S)-15aa). Eine Veränderung im negativen Bereich bedeutet, dass sich das Merkmal im 

Vergleich zum Ursprungsmerkmals des NDIs verschlechtert, während eine positive Änderung auf eine Verbesserung hindeutet.  

Erwähnenswert ist die Tatsache, dass bereits die Anwesenheit eines mono-Fluor-Substituenten 

in ortho-Position ausreichend ist, um einen verbesserten Targetspezifitätquotienten von 65 und 

eine zelluläre Potenz von 9 nM zu erreichen.  
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Ähnliche Spezifitätseigenschaften zeigen sich auch für die Verbindungen (S)-15aj und (S)-15aq, 

die einen 2-Fluor-5-methoxy-substutierten Benzolring  bzw. eine 3-Methylpyrazolgruppe 

aufweisen (siehe Abbildung 28, Tabelle 9 und Tabelle 11). Diese Beobachtung ließ die Annahme 

aufkommen, dass die Anwesenheit eines hydrophoben Restes mit schwach positiv-mesomeren 

(+M) oder negativ-induktiven (-I) Eigenschaften in ortho-Position des Benzolrings, als ein 

potentielles Selektivitätsmerkmal definiert werden könnte.  

Um jedoch eine Erklärungsgrundlage für diese Hypothese erschließen zu können, war es erfor-

derlich mit Hilfe des webbasierten Frontends GEOMINE der Universität Hamburg ein 

prototypisches Interaktionsmodell für die meta- und ortho-Fluor-Substitution abzubilden. 

Dazu wurden zunächst auf Grundlage der vorausgegangenen Bindungsmodusanalyse zentrale 

pharmakophore Eigenschaften identifiziert und diese anschließend durch die in GEOMINE ver-

fügbaren Definitionen als ein Netzwerk aus zwei Wasserstoff-Donatoren, einem Wasserstoff-

Akzeptor, zwei aromatischen Ringzentren und einer hydrophoben Wechselwirkung definiert. 

Als Unterscheidungskriterium zwischen beiden Suchmodellen wurde der Bindungswinkel zwi-

schen der Einfachbindung des Benzolrings und des Halogens festgelegt. Dieser beträgt für die 

ortho-Konformation 60° und für die meta-Konformation entsprechend 120°. Zusätzlich wurden 

alle Interaktionspunkte mit Distanzen verbunden, um die jeweiligen Bindungslängen des Ligan-

den zu berücksichtigen.  

In der Folge identifizierte GEOMINE auf Basis der eingestellten Parameter entsprechende ana-

loge Interaktionsmuster in der PBD und stellte somit eine Übersicht über potenzielle Off-Targets 

bereit. Die Suchabfrage offenbarte, dass für den Fall der meta-Substitution zahlreiche Protein-

Ligand-Komplexstrukturen von 158 anderen Kinasen identifiziert werden konnten, während das 

ortho-Fluor-Modell lediglich 132 Kinasen aufspürte. 

Motiviert durch diese Ergebnisse wurde im nächsten Schritt eine komparative Bindetaschenana-

lyse aus einem repräsentativen Set aus 16 identifizierten Off-Targets (je 2 Kinasen pro 

Kinasengruppe) durchgeführt. Hierbei kamen sowohl ein topologisches Sequenzalignment mit-

tels PYMOL als auch ein multipler Sequenzvergleich durch den Webserver CLUSTALOMEGA zur 

Anwendung (siehe Abbildung 47). Diese Methoden legten unter anderem offen, dass in allen in 

der Literatur beschriebenen Kristallstrukturen des meta-Fluor-substituierten NDIs eine Binde-

position eingenommen wird, bei der die jeweilige Fluorgruppe vom Tyr676 der Scharnierregion 

abgewandt ist. Es wurde daraufhin angenommen, dass die vorteilhafte π-π-Wechselwirkung des 

Tyrosins in Kombination mit der zusätzlich ausgebildeten Wasserstoffbrücke zwischen dem 

Fluoratom und dem Wassermolekül 59 eine mögliche Erklärungsgrundlage für diese Beobach-

tung darstellen könnte. 



76 3 Ergebnisse und Diskussion 
 

 

 

Abbildung 29 | Übersicht über das exemplarische Vorgehen bei der Entwicklung strukturbasierter Erklärungsmodelle für die 

Variation des Fluorierungsgrades. (A) Überlagerung der Kristallpose von NDI in der PDGFRα-T674I-Mutante mit einer hoch-

populierten Docking-Pose. Die Analyse suggerierte, dass die Einnahme beider Posen im Falle einer meta-Fluorsubstitution des 

Fluorbenzol-Rings als gleichwahrscheinlich anzusehen ist. (B) Mit Hilfe von GEOMINE erstelltes Interaktionsmodell für die bei-

den ortho- und meta-Fluor-substituierten Derivate. Die Suchanfrage für (S)-15aa (roter Pfad) ergab 156 potentielle Off-Targets, 

während für (S)-15ab (blauer Pfad) lediglich 132 andere Kinasen gefunden wurden. Der phylogenetische Baum visualisiert das 

Selektivitätsprofil von NDI gegenüber dem ortho-Fluor-Derivat (rote Punkte = Treffer für meta-Fluor Derivat (S)-15aa, blaue 

Punkte = Treffer für ortho-Fluor-Derivat (S)- 15ab, grüne Fläche = verbesserte Selektivität innerhalb einer Kinasefamilie, rote 

Fläche = keine Veränderung). (C) Exemplarische topologische Sequenzüberlagerung für sieben repräsentative Off-Targets. Ba-

sierend auf den Kristallstrukturen der Kinasen wurden Bereiche abgesucht, in denen Aminosäuren unterschiedlicher chemischer 

Natur vorzufinden waren. Eine Aufschlüsselung dieser Ergebnisse findet sich in der unteren, linken Auflistung. 

Interessanterweise zeigten im Vorfeld durchgeführte Docking-Experimente jedoch, dass in den 

beiden Kinasen PDGFRα und c-KIT, auch eine um 180° gedrehte Orientierung des meta-

Fluorbenzolrings mit nahezu identischer Population wie die reproduzierte Kristallpose, 

generiert werden konnte. Diese Konformation erschien auch aus strukturbiologischer Sicht als 

eine sinnvolle Alternativpose, da die Analyse der Dockingpose aufzeigte, dass eine Wasserstoff-

brückenbindung zwischen dem Fluoratom des Benzolrings und der Hydroxylgruppe des Tyr676 

ausgebildet wird (siehe Abbildung 29a).  
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Es konnte daher grundsätzlich davon ausgegangen werden, dass im Falle einer meta-

Fluorsubstitution beide Bindungsposen mit gleicher Wahrscheinlichkeit eingenommen werden 

können und sich das NDI ((S)-15aa) somit flexibel an unterschiedliche Bindungsumgebungen 

anpassen kann. 

Befindet sich das Fluor jedoch in ortho-Position kann eine Wechselwirkung mit dem Wassermo-

lekül 59 aufgrund des größeren Abstands zu diesem nicht mehr erfolgen. Aufgrund dieses 

Umstandes wäre die Einnahme einer solchen Pose mit keinem konstruktiven Energiegewinn ver-

bunden und somit deutlich unwahrscheinlicher. Im Gegensatz dazu, würde die Umorientierung 

des Fluoratoms zum Tyr676 zu einer Bindungssituation führen, in der die Dipolmomente der 

ortho-Fluorbenzolgruppe sowie der umgebenden Aminosäure entgegengerichtet und damit 

energetisch besonders günstig sind.  

Bei Anwesenheit eines hydrophoben ortho-Substituenten kann daher davon ausgegangen wer-

den, dass sich eine Vorzugsorientierung der Benzolgruppe einstellt und aufgrund der 

eintretenden Rigidisierung die Interaktion mit Tyr676 in den Vordergrund tritt. 

 

Abbildung 30 | Übersicht zum Erklärungsansatz der gesteigerten Selektivitätseigenschaften des ortho-Fluor Derivats (S)-15ab. 

Die Überlagerung einer exemplarischen Docking-Pose von (S)-15ab im Komplex mit der Kinase SYK (grün, PDB ID: 6ILD) 

und dem Homologiemodell der PDGFRα-D842V-Mutation (weiß) zeigt, dass der ortho-Fluor-Substituent mit dem in der 

Scharnierregion lokalisierten Met450 der SYK-Kinase sterisch kollidieren würde. Um diese Abstoßung zu umgehen, müsste die 

2-Fluorbenzol-Gruppe um 180° rotiert werden. Diese Konformation bietet jedoch beispielsweise in der Kinase SYK wenig In-

teraktionspotential für das Halogenid, da der obere Bereich der αD-Helix primär durch die Ausbildung einer hydrophoben 

Region gekennzeichnet ist. Das Tyr676 in PDGFRα hingegen ist von der Scharnierregion abgewandt und ermöglicht somit auch 

die Einnahme der um 180° gedrehten Pose des 2-Fluorbenzols und damit die Ausbildung einer H-X-Brücke. 
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Dieser Befund stellte eine zentrale Grundlage für das Verständnis des zuvor beschriebenen Se-

lektivitätsvorteils bei Gegenwart eines hydrophoben ortho-Substituenten dar, da die 

durchgeführte Sequenzüberlagerung ebenfalls manifestierte, dass lediglich 8 (MERTK, 

CHEK1, BMP2K, ACVR1, TGFBR2, PDPK1, PK6, STK10) der 16 repräsentativen Kinasen 

(TK: SYK, MERTK; TKL: ACVR1, TGFBR2; CMGC: DYRK1A, SRPK1; CK1: VRK2, 

CSNK1D; STE: PAK6, STK10; AGC: PDPK1, STK32A; CAMK: CHEK1, PIM1; Sonstige: 

TTK; BMP2K) aromatische Aminosäuren auf topologischer Höhe des Tyr676 aufweisen.  

Lediglich die vier Kinasen CHEK1, BMP2K, ACVR1 und PDPK1 beinhalten dabei ein Tyrosin, 

welches für eine H-X-Brücke mit einem Halogenid von essentieller Bedeutung wäre (siehe 

Abbildung 30).  

 

Abbildung 31 | Docking-Pose des 3,4-difluorierten NDI-Derivats (S)-15ad im PDGFRα-D842V-. Die Analyse des Docking-

Experiments legte eine suboptimale Positionierung der Fluoratome in einer polaren Region der Vordertasche offen. Diese Re-

gion wird durch die nach innen gerichtete Orientierung der Rückgrat-Carbonylgruppen der beiden aromatischen Aminosäuren 

Phe678 und Tyr679 aufgespannt und erfordert die Anwesenheit von funktionellen Gruppen mit Donatoreigenschaften in die-

sem Bereich. Demgegenüber können die beiden in der 3,4-Position befindlichen Fluoratome aufgrund ihrer Eigenschaft als 

hydrophobe Wasserstoffbrückenakzeptoren keine vorteilhaften Wechselwirkungen eingehen. 

Die Kinasen SYK, TTK, STK32A, und PIM1 hingegen weisen entweder hydrophobe alipha-

tische Aminosäuren, wie Methionin (SYK) oder Leucin (STK32A) auf, die mit einem ortho-

Fluor-Substituenten sterisch kollidieren würden (siehe Abbildung 30) oder im Falle von TTK 

und PIM1 polare Aminosäuren wie Cystein oder Arginin, deren Seitenketten für eine potentielle 

Interaktion zu weit entfernt wären.  

Ein analoger Effekt ließ sich auch bei einem 2,5-Substitutionsmuster, wie bei (S)-15aj vorzufin-

den, erkennen. Auch hier scheint bevorzugt eine Interaktion mit dem Tyr676 stattzufinden, 

welche entweder über das meta-ständige Fluor oder aber dem ortho-ständigen Methoxyrest er-

folgen könnte. Dabei scheint primär eine hydrophobe Wechselwirkung mit Tyr676 in den 

Vordergrund zu treten, wodurch der Einfluss eines solchen Strukturelements auf den Parameter 

der Targetspezifität als eher geringfügig einzuschätzen ist. 
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Im Vergleich dazu zeigte eine 3,4-Substitution, wie beim Inhibitor (S)-15ad, nur marginale Ver-

änderungen in Bezug auf Spezifität und Aktivität, wohingegen die Anwesenheit von zwei 

Fluorsubstituenten in 3,5-Position (siehe Verbindung (S)-15ae) zu einer dreifachen Verschlech-

terung der Potenz und einem Targetspezifitätsquotienten von 28 führte. Eine Erklärung hierfür 

konnte wiederum ein Blick auf die umliegenden Aminosäuren in PDGFRα und c-KIT liefern. 

So spannen die, die para-Position umgebenden, Aminosäuren Arg597, Val598 und Leu599 eine 

eher polare Region auf, welche die Anwesenheit polarer Substituenten mit Akzeptoreigen-

schaften erfordern würde. Die Anwesenheit einer zweiten Fluorgruppe, wie im Falle einer 3,5-

Disubstitution, könnte daher nur zu wenig attraktiven Wechselwirkungen führen, so dass der 

Beitrag zur Desolvatation dieses Substituenten den Beitrag der konstruktiven Wechsel-

wirkungen überwiegen würde und somit den Potenzverlust in diesem Fall erklären könnte. 

3.2.5.2 Einfluss von meta-Substitutionen am 3-Fluorbenzol-Ring 

Neben der Variation des Fluoranteils, sollte in einer weiteren Versuchsreihe auch die Kompa-

tiblität anderer Substituenten in meta-Position untersucht werden. Dabei fiel auf, dass 

Integration anderer Halogenide wie Bromid und Iodid, aber auch die Anwesenheit einer Nitro-

gruppe zu einer leicht gesteigerten Potenz von 3 nM auf der PDGFRα-D842V-Mutation sowie 

einer marginalen Verbesserung des Targetspezifitätsquotienten führte (siehe Verbindungen (S)-

15af-ai in Tabelle 9 und Abbildung 28). Für den Austausch eines Fluoratoms gegen ein 

Bromatom verdoppelte sich der Targetspezifitätsquotient bspw. von 50 beim herkömmlichen 

NDI ((S)-15aa) auf 101 bei (S)-15af. Wird das C3-Kohlenstoffatoms „X“ gänzlich durch ein 

basisches Stickstoffatom ausgetauscht (siehe Verbindung (S)-15ai in Abbildung 28), kann ein 

ähnlicher Spezifitätsquotient von 92, bei einer insgesamt leichten Verringerung des GR50-Wertes 

auf 14 nM, erzielt werden (vgl. Tabelle 9).  

Die Ursachen für die beschriebenen Trendverläufe ließen sich erneut auf die herbeigeführte Ri-

gidisierung des (hetero-)aromatischen Ringsystems zurückführen. Während der Austausch 

eines kleinen Fluoratoms mit sterisch anspruchsvolleren Gruppen wie Bromid, Iodid oder einer 

Nitrogruppe im Sinne des Entropieeffektes beispielsweise zum vollständigen Verdrängen des 

Wassermoleküls 59 führen könnte, verändert die Einführung eines Pyridinrings die physiko-

chemischen Eigenschaften der Gesamtverbindung. Der so entstehende basische 

heteroaromatische Teil könnte eine Säure-Base-Reaktion mit der semisauren Aminosäure 

Tyr676 eingehen und somit die Ausbildung einer Salzbrücke begünstigen.  

Da die topologische Sequenzüberlagerung zudem offenbarte, dass andere Kinasen an dieser 

Stelle beispielsweise ein Phenylalanin, Methionin oder auch ein Leucin und somit keine sauren 

Aminosäurereste tragen (vgl. Abbildung 29), konnte davon ausgegangen werden, dass der Aus-

tausch eines substituierten Benzolrings durch einen basischen Heteroaromaten zu schwächeren 

Wechselwirkungskräften innerhalb der vorausgesagten Off-Targets führen würde 
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3.2.5.3 Funktionalisierung der meta- und para-Position des 3-Fluorbenzol-Rings 

Die zuvor demonstrierte Toleranz größerer Substituenten im Bereich des 3-Fluorbenzol-Rings 

legte die Möglichkeit offen, die räumliche Ausdehnung der Vordertasche durch Substitutions-

versuche genauer zu untersuchen. In diesem Zusammenhang sollte die Fluorgruppe des 

Aromaten als eine Art Exit-Vektor für weitere Funktionalisierungen des Moleküls fungieren. Auf 

Grundlage dieses Gedankengangs wurden zwei Molekülserien konzipiert, mit deren Hilfe der 

chemische Raum der Vordertasche hinsichtlich neuer potentieller Interaktionsmuster und/oder 

adressierbarer Selektivitätsanker abgesucht werden sollte. Im Rahmen dieses Vorhabens wurden 

sowohl (hetero-)aromatische als auch gesättigte heterozyklische Ringsysteme in ortho- und 

para-Position des Benzolrings installiert. Anschließend wurden die erhaltenen Aktivitätsdaten 

hinsichtlich ihrer Potenz- und Targetspezifitätstrends analysiert. 

Im Allgemeinen konnte dabei beobachtet werden, dass die Einführung eines Pyridin-Rings mit 

einem drei- bis fünffachen Potenzverlust auf der PDGFRα-D842V-Mutation bei einer nahezu 

konstanten Inhibition der Kontrollzelllinie GIST48B im Falle einer para-Substitution bzw. einer 

dreifach schwächeren Inhibition im Falle der meta-Substitution einherging (vgl. Verbindungen 

(S)-15ak und (S)-15ao in Abbildung 28). Die Targetspezifitätsquotienten lagen damit folglich 

unterhalb des Spezifitätsniveaus des eigentlichen NDIs ((S)-15aa) (siehe Tabelle 10).  

Die Integration eines Imidazol-Rings in para-Stellung führte im Falle von (S)-15al hingegen zu 

einer leichten Verbesserung des GR50-Wertes auf 3 nM, jedoch auch zu einer doppelt so starken 

Inhibition der GIST48B-Zelllinie. Der Targetspezifitätsquotient dieser Verbindung liegt damit 

auf dem gleichen Niveau wie der des ursprünglichen NDIs. 

Die Einführung eines ungesättigten heterozyklischen Ringsystems, in Form der beiden Morpho-

line (S)-15am und (S)-15an, führte hingegen zu höheren Potenzen gegenüber der PDGFRα-

D842V-Mutation, die jedoch auch im Falle der para-Substitution mit einer fünffach stärkeren 

Inhibition der GIST48B-Kontrollzelllinie einherging. Im Falle der meta-Substitution blieb die 

Inhibitionstendenz für diese Zelllinie auf einem gleichbleibend hohen Niveau von 305 nM. Auf-

grund der verbesserten On-Target-Potenz weist (S)-15an damit dennoch einen doppelt so 

hohen Targetspezifitätsquotienten von 102 auf, während (S)-15am mit einem Quotienten von 

60 geringfügig bessere Selektivitätseigenschaften wie NDI aufweist. 

Eine Erklärungsgrundlage für diesen Trendverlauf konnte erneut durch eine strukturbiologische 

Analyse der beiden Docking-Posen der Morpholine (S)-15am und (S)-15an im PDGFRα-

D842V-Homologiemodell (siehe Abbildung 32) gewonnen werden. Dabei wurde ersichtlich, 

dass die Anwesenheit der beiden polaren Aminosäuren Asn684, in der Nähe der meta-Position 

des 3-Fluorbenzol-Rings sowie Arg597 in direkter Nähe zur para-Position, die Platzierung eines 

funktionellen H-Brücken-Akzeptors in dieser Region der Bindetasche notwendig macht.  



3 Ergebnisse und Diskussion 81 
 

 

Insbesondere die Funktionalisierung des para-ständigen Kohlenstoffatoms scheint dabei zu ei-

ner Ausrichtung des neu eingeführten Restes zu führen, die den hinteren Teil des Liganden 

außerhalb der eigentlichen Vordertasche positioniert und damit zu einer starken Exposition mit 

Lösungsmittel-Molekülen führen könnte. 

 

Abbildung 32 | Übersicht zu den strukturbiologischen Erklärungsmodellen zu den para- und meta-ständigen Morpholin-Deri-

vaten (S)-15am und (S)-15an. Zur Analyse wurden die beiden erhaltenen Docking-Posen von (S)-15am (magenta) und (S)-

15an (grün) im Homologiemodell der PDGFRα-D842V-Mutation (weiß) überlagert. Dabei konnte festgestellt werden, dass die 

am C4-substituierte Morpholin-Gruppe bereits im Lösemitel-exponierten Areal verortet ist und damit vorrangig mit Wasser-

molekülen und Arg597 interagiert. Im Falle einer meta-Substitution tritt hingegen die Wechselwirkung mit der Aminosäure 

Asn684 in den Vordergrund. Die potentiellen Off-Targets MERTK (rot, PDB ID: 7AB0) und TTK (blau, PDB ID: 4H7Y) weisen 

mit einem Threonin bzw. Serin kleinere polare Aminosäuren an dieser Position auf, wodurch möglicherweise der Wechsel-

wirkungsabstand zu groß für eine Interaktion mit dem Morpholin-Ring ist. Die Kinase STK32A (cyan, PDB ID: 4FR4) weist 

hingegen mit Tyrosin einen deutlich größeren Interaktionspartner auf, was wiederum zu sterischen Repulsionen führen könnte. 

Dieses Modell kann somit den erhöhten Targetspezifitätsquotienten für (S)-15an erklären.  

Diese Erkenntnis ließ die Vermutung aufkommen, dass für eine solche Art von Derivaten neben 

einer potenziellen Donor-Akzeptor-Wechselwirkung mit dem Arg597 auch Interaktionen mit 

Lösemittelmolekülen als eine weitere konstruktive Einflussgröße in Betracht gezogen werden 

sollte. Bemerkenswert ist dennoch die Tatsache, dass alle 16 untersuchten Off-Targets eine po-

lare Aminosäure (Lysin in MERTK, SYK, KIT, PDPK1, PK6; Glutamin in CHEK1; 

Glutaminsäure in JAK2, BMP2K, ACVR1; Asparagin in CDK16; Arginin in TTK, STK32A, 

Prolin in PIM1, Threonin in TGFBR2) auf topologischer Höhe des Arg597 aufwiesen (vgl. 

Abbildung 47 und Abbildung 47).  
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Dies deutet auf eine konservierte Bindungsregion hin, weshalb eine gezielte Adressierung der 

dortigen Aminosäuren nur eine geringe Selektivität vermitteln könnte. Auch im Falle des Asn684 

wurde ersichtlich, dass andere Kinasen ausschließlich polare Aminosäuren mit Donatoreigen-

schaften in diesem Bereich aufwiesen (vgl. Abbildung 48). Jedoch fanden sich darunter auch 

kleinere Aminosäuren wie Threonin (MERTK) oder Serin (TTK) bzw. deutlich größere Amino-

säuren wie Lysin (SYK) oder Tyrosin (STK32A), die entweder zu einer schwächeren Interaktion 

mit der Morpholingruppierung führen würden oder sogar eine sterische Repulsion begünstigen 

könnten (siehe Abbildung 32).  

Anhand dieser Ergebnisse ließ sich schlussfolgern, dass der Ausbau von NDI-Derivaten in meta- 

und para-Richtung der Vordertasche nur einen marginalen Einfluss auf die Targetspezifität aus-

übt, jedoch vor allem Potential zur weiteren Verbesserung des Affinitätsprofils bietet. 

3.2.5.4 Einbau unterschiedlicher Exit-Vektoren im Bereich der Vordertasche 

Getrieben von den vielfältigen Einsichten bei der Funktionalisierung der meta- und para-Posi-

tion des 3-Fluorbenzol-Rings, wurde in einer weiteren Versuchsreihe das Vorhaben in Betracht 

gezogen, durch den Austausch der Benzolgruppe die Kompatibilität anderer chemischer Bau-

steine in der Umgebung der Vordertasche zu untersuchen. Die beiden synthetisierten 

Verbindungen (S)-15ap und (S)-15aq nahmen diesbezüglich eine Sonderstellung in der Sub-

stanzbibliothek ein, da bei diesen Vertretern der ursprüngliche Benzolring durch 

heteroaromatische Gruppen ersetzt wurde und somit eine andere vektorielle Ausrichtung er-

reicht werden sollte (vgl Abbildung 33). Dieser Austausch sollte zudem die Möglichkeit bieten, 

durch differentielle Funktionalisierungsstrategien eine größere Flexibilität bei der Adressierung 

verschiedener Aminosäuren zu gewährleisten.  

Die initiale Substitution des 3-Fluorbenzol-Rings durch eine Benzofuran-Gruppe zeigte ein na-

hezu äquivalentes Aktivitäts- und Selektivitätsprofil für die Verbindung (S)-15ap (siehe Tabelle 

9). Dieser Umstand erwies sich jedoch insofern als prädiktiv, als die Verteilung der pharmako-

phoren Eigenschaften beider Funktionalitäten als nahezu gleichwertig anzusehen war. Für eine 

weitergehende Analyse wurde daher ein Baustein benötigt, der sowohl eine andere räumliche 

Ausrichtung der funktionellen Gruppen bot wie auch aufgrund seiner chemischen und pharma-

kophoren Diversität sich deutlich von der 3-Fluorbenzol-Gruppe differenzierte.  

Auf Grundlage dieser Bedingungen wurde 3-Methyl-1-phenylpyrazol als vielversprechendstes 

Ringsystem nominiert, da sich dieses aufgrund seiner geringen Größe und der differentiellen 

chemischen Natur sehr stark von dem zuvor untersuchten 2-Benzofuran-Analogon unterschied. 

In der Tat ergab sich durch Integration dieser Gruppe der Inhibitor (S)-15aq, der mit einem 

GR50-Wert von 5 nM und einem Targetspezifitätsquotienten von 238 das bis dahin vielver-

sprechendste Aktivitäts- und Selektivitätsprofil aufwies (siehe Tabelle 9).  
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Docking-Experimente zu dieser Verbindung suggerierten zudem, dass dieser Ligand einen inter-

mediären Bindungszustand einnehmen konnte, im Zuge dessen sich die Phenylgruppe des 3-

Methyl-1-phenylpyrazols in einer Art Zwischenstellung zu den beiden Morpholin-Ringsys-

temen von (S)-15am und (S)-15an verortet. Die hohe Affinität konnte vor allem auf die Kation-

π-Wechselwirkung des Benzolrings mit Arg597 zurückgeführt werden und stellte damit in ge-

wisser Weise eine analoge Situation zum vorhergesagten Bindungsmodus des para-

substituierten Morpholins (S)-15am dar. 

 

Abbildung 33 | Überlagerung der Docking-Posen von (S)-15am, (S)-15an und (S)-15aq im PDGFRα-D842V-Homologiemo-

dell. Durch die Überlagerung werden die unterschiedlichen vektoriellen Ausrichtungen der jeweiligen Substituenten 

verdeutlicht. Der Austausch des Benzolrings durch einen Pyrazol-Ring ermöglicht die Erschließung eines neuen chemischen 

Raums innerhalb der Vordertasche. 

Darüber hinaus würde die räumliche Nähe zur Aminosäure Asn684 die Installation einer funk-

tionellen Gruppe mit Donorfunktionalität in meta- oder ortho-Position des Benzolrings 

erlauben, um beispielsweise die Targetspezifität wie im Fall der Verbindung (S)-15an weiter zu 

erhöhen (vgl. Abbildung 33).  

3.2.5.5 Variation der Ringgröße des Piperidin-Rings 

Neben dem Vordertaschen-adressierenden molekularen Bestandteil von NDI wurde sich in wei-

teren Molekülserien auch auf die Alternierung des (S)-konfigurierten Piperidin-Ringsytems 

konzentriert. Im Zentrum dieser Bemühungen stand die Motivation, durch Variation verschie-

dener Strukturelemente, einen Eindruck zu erhalten, welche Modifikationen an dieser Stelle 

toleriert und welche gänzlich unattraktiv sein könnten. Aufgrund der Tatsache, dass die 

Piperidin-Gruppe des NDI topologisch gesehen in der Ribosetasche bindet und somit eine Art 

Mimikry für das natürliche Substrat ATP darstellt, wurde daraus abgeleitet, dass die gezielte 

Positionierung eines basischen Zentrums, welches die Anwesenheit der Phosphatgruppen 

simulieren sollte, von essentieller Bedeutung war (siehe Abbildung 34a).  
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In Bezug auf das Piperidin des NDIs übernahm das sekundäre aminische Stickstoffatom diese 

Rolle und interagierte dazu in einem polaren Wasserstoffbrückennetzwerk mit den Aminosäuren 

Arg822, Asn823 and Asp836. Angesichts dieser Tatsachen sollten in einer ersten Teilserie zu-

nächst Faktoren identifiziert werden, die die Orientierung und Positionierung des Heteroatoms 

in der Tasche maßgeblich beeinflussen. Als zwei wesentliche Hauptfaktoren wurden dazu die 

Ringgröße des entsprechenden Heterozyklus sowie die absolute stereochemische Konfiguration 

des stereogenen Zentrums am C6-Atom des Piperidins untersucht. 

Im Zuge dessen zeigte sich, dass im zellulären Kontext bei allen Derivaten das jeweilige (R)-

Enantiomer im Durchschnitt 13- bis 400-fach weniger aktiv auf der PDGFRα-D842V-Mutation 

im Vergleich zum entsprechenden (S)-Enantiomer war (vgl. Abbildung 28 und Tabelle 13). In-

teressanterweise offenbarte sich dieser Trend nicht nur bei der Variation der Ringgröße des 

Piperidins, sondern konnte auch bereits bei der Variation des Fluorgehalts des Benzolrings (vgl. 

Abbildung 28, Tabelle 8) beobachtet werden, weshalb davon ausgegangen werden konnte, dass 

die (R)-Konfiguration des C6-Atoms zu einer suboptimalen Ausrichtung des Stickstoffatoms 

führen muss. Diesbezüglich deuteten Docking-Experimete daraufhin, dass sich die Position des 

Stickstoffatom im Falle eines (R)-Enantiomers durchschnittlich 2.7 Å von der herkömmlichen 

Position des jeweiligen (S)-Enantiomers unterscheidet (vgl. Abbildung 34b) und somit lediglich 

eine Wechselwirkung mit Asp836, nicht jedoch mit Arg822 und Asn823 möglich ist.  

Weiterhin wurde festgestellt, dass eine Wechselwirkung mit den Rückgrat-Carbonylgruppen der 

Aminosäuren der glycinreichen Schleife nur durch eine Konformationsänderung dieser möglich 

wäre. Diese Hypothese konnte schließlich durch die von Dr. ALINA TEUBER gelöste Kristallstruk-

tur des (R)-konfigurierten Pyrrolidin-Derivats (R)-15da in c-KIT bestätigt werden. Diese zeigte 

aufgrund der sterischen Repulsion mit dem Pyrrolidin-Rest eine deutliche Verschiebung der gly-

cinreichen Schleife im Vergleich zur ursprünglichen Konformation der Referenzkristallstruktur 

des (S)-Enantiomers des NDIs in der PDGFRα-T674I-Mutante. Es konnte daher vermutet wer-

den, dass diese Konformationsänderung des Proteins mit einem erhöhten Energieaufwand 

verbunden ist und somit die Affinität von Inhibitoren mit einer ähnlich ungünstigen Positionie-

rung des Stickstoffatoms vermindern sollte. 

In Bezug auf die Variation der Ringgröße fiel ferner auf, dass lediglich die Einführung eines (S)-

konfigurierten Azepan-Rings ein vergleichbares Potenz- wie auch Selektivitätsprofil im Vergleich 

zum NDI gewährleistete. Beide Enantiomere des Pyrrolidin-Derivats (S)-15ca und (R)-15da 

wiesen dahingehend deutlich schlechtere Spezifitäts- wie auch Potenzeigenschaften auf (vgl. 

Tabelle 13). Die Überlagerung der Docking-Posen aller Ringderivate manifestierte 

diesbezüglich, dass das Stickstoffatom in allen Ringvarianten unterschiedlich positioniert war. 
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Abbildung 34 | Übersicht zu den strukturbiologischen Erklärungsmodellen bei Variation der Ringgröße des Piperidin-Rings. 

(A) Überlagerung der Röntgenkristallstruktur von ADP (hellgrün) in der Kinase c-KIT (PDB ID: 1PKG) und der in-house 

Kristallstruktur von NDI (weiß) im Komplex mit dem Wildtypen der Kinase c-KIT. Die Analyse offenbarte ein essentielles po-

lares Interaktionsnetzwerk des Stickstoffatoms mit Arg822, Asn823 and Asp836. Aufgrund der Ionisierbarkeit des Heteroatoms 

(verblassende Strahlen) und insbesondere der Wechselwirkung mit Asn797 stellt das Piperidin ein Mimikry der Ribose- und 

Phosphat-Gruppe dar (B) Docking-Pose von (R)-15ba (magenta) in Überlagerung mit der tatsächlichen Kristallpose von NDI 

((S)-15aa) in der PDGFRα-T674I-Mutation. Das Alignment zeigte, dass das Stickstoffatom von (R)-15ba ca. 2.7 Å entfernt vom 

Stickstoffatom des (S)-NDI bindet und somit lediglich eine Interaktion (rot) mit Asp810 eingehen kann. (C) Überlagerung der 

Kristallpose von (S)-NDI mit dem Prolin-Derivat (R)-15da (hellgrün). Das Bindungsereignis von (R)-15da geht mit einer kon-

formellen Verschiebung der glycinreichen Schleife (blau) einher, um Rückgrat-Interaktionen mit dem Stickstoffatom des Prolin-

Rings gewährleisten zu können. (D) Überlagerung der Docking-Posen aller Ringrößen-Variationen. Das Stickstoffatom des 

Azepan-Rings von (S)-15ae (magenta) ist, im Gegensatz zu (S)-15ca (grün),  in einem Wasserstoffbrückennetzwerk zwischen 

HOH43, Asp681 und dem amidischen Stickstoffatom des Inhibitors involviert. 

So wurden für die fünfgliedrigen Heterozyklus-Varianten jeweils hohe Populationen von Posen 

generiert, bei denen das basische Zentrum oberhalb der Ursprungsposition aufzufinden war. 

Diese Bindungssituation würde jedoch aufgrund des vergrößerten Abstands zu den 

Aminosäuren Arg822 und Asn822 zu einem Verlust der Wasserstoffbrücken-Interaktion führen 

und könnte somit den hohen Potenzverlust für diese Verbindung erklären. 
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Im Falle des Siebenring-Derivats (S)-15ea wurden hingegen vermehrt Bindungsposen generiert, 

bei denen sich das Stickstoffatom der Azepan-Gruppe weiter links, in Richtung des Wassermo-

leküls 43, orientierte. Auf diese Weise wäre das Heteroatom weiterhin in der Lage, mit Arg822 

und Asn822 zu interagieren und zugleich den Verlust der Wasserstoffbrücke mit Asp836 durch 

die Ausbildung eines Interaktionsnetzwerkes mit dem Wassermolekül 43, der umgebenen 

Aminosäure Asp681 und dem Stickstoffatom der Amidbindung des Inhibitors zu kompensieren. 

3.2.5.6 Karbonisierung des Piperidin-Rings 

Nachdem der Einfluss der Ringgröße auf die Positionierung des Stickstoffatoms näher unter-

sucht worden war, sollten durch den Austausch des Heteroatoms auch die physikalisch-

chemischen Eigenschaften des Ringsystems grundlegend verändert werden, um die Einflüsse auf 

Potenz und Selektivität genauer untersuchen zu können. Zu diesem Zweck wurde das Stickstoff-

atom durch ein Kohlenstoffatom substituiert. Die Verbindung 15ga zeigte jedoch mit dieser 

Modifikation keine Aktivität auf der PDGFRα-D842V-Mutation (siehe Abbildung 28 und 

Tabelle 13).  

Dieses Ergebnis unterstützt damit die Hypothese, dass das Vorhandensein eines basischen Stick-

stoffatoms für die Aufrechterhaltung der Potenz von essentieller Bedeutung ist. 

3.2.5.7 Alternierung der Stickstoff-Position 

Da die Variation der Ringgröße bereits erste Restriktionen bezüglich der Positionierung des 

Stickstoffatoms offenlegte, sollte eine komplexere Abwandlung des Ringsystems tiefergehende 

Einsichten diesbezüglich eröffnen. So wurden sowohl die Position des Stickstoffatoms innerhalb 

des Sechsrings verändert sowie ein spiro-Ringsystem wie im Falle der Verbindung 15ia integriert.  

Die Positionierung des Stickstoffatoms in para-Position zum C6-Atom des Piperidin-Rings, re-

präsentiert durch die Verbindung 15ha, führte zu einem vollständigen Potenzverlust (siehe 

Abbildung 28 und Tabelle 14) auf der PDGFRα-D842V-Mutation. Docking-Experimente offen-

barten diesbezüglich zudem eine hohe Ähnlichkeit der vorausgesagten Bindungspose mit den 

zuvor generierten Konformationen von (R)-15ba. Basierend auf diesen Einsichten ließ sich mut-

maßen, dass auch in diesem Falle ausschließlich die Interaktion mit der Aminosäure Asp810 in 

c-KIT bzw. Asp836 in PDGFRα aufgrund der ungünstigen Positionierung des Heteroatoms ver-

mittelt wird und somit die Ausbildung des potenzvermittelnden Interaktionsnetzwerkes mit der 

umgebenden Aminosäuretriade nicht möglich ist (siehe Abbildung 35a).  

Ein vergleichbares Aktivitätsprofil ergab sich jedoch auch für das spiro-Ringsystem 15ia. Auch 

hier konnte eine Verschlechterung des GR50-Wertes um das 536-fache beobachtet werden. 

Docking-Posen deuteten dabei an, dass aufgrund der Geometrie des neuen Ringsystems eine 

Bindepose eingenommen werden muss, in der sich das Stickstoffatom versetzt zur Ursprungs-

pose des (S)-Enantiomers von NDI ((S)- 15aa) orientiert. 
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Abbildung 35 | Übersicht zu den strukturbiologischen Erklärungsmodellen bei Alternierung der Stickstoff-Position im Piperi-

din-Ring. (A) Überlagerung der Docking-Posen von (R)-15ba (hellgrün) und 15ha (magenta) mit der Kristallpose von (S)-15aa 

(weiß) in der PDGFRα-T674I-Mutation. Das Alignment offenbarte, dass das Stickstoffatom von 15ha in nahezu gleicher Posi-

tion wie die des (R)-15ba bindet und damit nur Interaktionspotential mit Asp810 in c-KIT bzw. Asp836 in PDGFRα bietet. (B) 

Vergleich des vorausgesagten Bindemodus von 15ia (blau) im Vergleich zur Kristallpose von (S)-15aa (weiß). Die fixierte Geo-

metrie des spiro-Ringsystems führt zu einer differentiellen Ausrichtung des Stickstoffatoms in der Ribosetasche. Dieses ist 

dadurch lediglich in einem Interaktionsnetzwerk mit dem Wassermolekül HOH43 und der Aminosäure Asn684 involviert und 

zu weit entfernt um die kritischen Wechselwirkungen mit Arg822, Asn823 und Asp836 zu induzieren. 

In dieser Konformation könnte lediglich ein Wasserstoffbrücken-Netzwerk mit dem Wasser-

molekül 43 ausgebildet werden, während Wechselwirkungen mit den Aminosäuren Arg822, 

Asn823 und Asp836 aufgrund der größeren Distanz nicht mehr möglich sind (siehe Abbildung 

35b).  

Unter Berücksichtigung der vorliegenden Erkenntnisse lässt sich zudem die Annahme ableiten, 

dass die Einführung eines Cyclopentylamin- oder eines Cyclopropylamin-Rings zu einer vorteil-

hafteren Positionierung des Stickstoffatoms führen könnte. Bedauerlicherweise war es im 

Rahmen dieser Dissertation aus Zeitgründen nicht möglich, dieser Idee weiter nachzugehen. Es 

sei jedoch angemerkt, dass der Austausch des Piperidin-Rings durch ein symmetrisches Ringsys-

tem mit exozyklischer Amin-Gruppe prinzipiell den Vorteil eröffnet, das NDI in eine achirale 

Verbindung zu überführen. Zudem ist anzunehmen, dass aufgrund der herabgesetzten Basizität 

des neu eingeführten Heterozyklus auch PK-Parameter wie die Permeabilität maßgeblich beein-

flussbar wären. Für zukünftige Optimierungsstrategien sollte daher über einen solchen 

Austausch nachgedacht werden. 
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3.2.5.8 Heteroaromatisierung des Piperidin-Rings 

Neben der Integration aliphatischer Systeme sollte auch die Möglichkeit in Betracht gezogen 

werden, den Piperidin-Ring durch Heteroaromaten zu ersetzen. Dieser Idee ging die Überlegung 

voraus, dass durch Einführung eines solchen Restes zum einen die Verfügbarkeit entsprechender 

Synthesebausteine verbessert werden könnte, andererseits aber auch ein neuer chemischer 

Raum für weitere Ringfunktionalisierungen erschlossen werden würde. Es wurde sich daher in 

einer weiteren Teilserie auf die Einführung stickstoffhaltiger Aromaten beschränkt.  

 

Abbildung 36 | Exemplarische Docking-Pose für das Pyrazin-Derivat 15ka. Die Überlagerung zeigte deutlich die Unterschiede 

des vorausgesagten Bindemodus für das Pyrazin-Derivat 15ka (hellgrün) im Vergleich zum (S)-15aa (weiß) auf. Aufgrund der 

Planarität des eingeführten heteroaromatischen Ringsystems, kann dieses nicht mehr in der Ribosetasche binden und begünstigt 

somit eine horizontal gespiegelte Orientierung des Liganden. 

Die aus den Überlegungen hervorgegangenen Derivate 15ja, 15ka und 15la zeigten jedoch alle-

samt keine Aktivität auf der PDGFRα-D842V-Mutation. Weiterhin konnten auch nur wenige 

Docking-Posen mit teils drastisch unterschiedlichen Bindungsmodi (siehe Abbildung 36) für 

diese Art von Verbindungen generiert werden. Es wurde daher angenommen, dass es aufgrund 

der deutlich ausgeprägteren Planarität dieser Ringsysteme und der damit verbundenen Ver-

ringerung der Freiheitsgrade beispielsweise zu sterischen Abstoßungen mit den Aminosäuren 

der glycinreichen Schleife kommen könnte, wodurch die Einnahme des bisher beobachteten 

Bindungsmodus entweder deutlich erschwert oder gar unmöglich ist. 
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3.2.6 Struktur-PK-Eigenschaften: Verbesserung der peroralen Bioverfügbarkeit 

durch Einführung von Fluor 

Die detaillierte Analyse der Struktur-Aktivitätsbeziehungen eröffnete die Möglichkeit, bedeu-

tende Erkenntnisse und damit Designprinzipien für die Generierung potenter und selektiver 

Inhibitoren für die PDGFRα-D842V-Mutation abzuleiten und somit einen wesentlichen Beitrag 

zum Repositionierungsvorhaben beizutragen. Im nächsten Schritt sollten deshalb auch tieferge-

hende Struktur-PK-Beziehungen erschlossen werden, um einen Eindruck vom Sicherheitsprofil 

des NDIs ((S)-15aa) zu erlangen.  

Aus diesem Grund wurde zusammen mit dem in Dortmund ansässigen LEAD DISCOVERY 

CENTER durch Frau Dr. MIA-LISA ZISCHINSKY und Frau Dr. ANKE UNGER eine in vitro-PK-

Profilierung von NDI ((S)-15aa) durchgeführt. Diese offenbarte, dass die Verbindung mit einer 

kinetischen Löslichkeit von 414 µM überdurchschnittlich gute  Löslichkeitseigenschaften auf-

wies. Auch die intrinsische Clearance lag mit einem Clint von 0.9 µL mg min-1 in einem optimalen 

Bereich für eine mögliche perorale Applikation. Die Ergebnisse des artifiziellen PAMPA-

Permeabilitätsassays suggerierten jedoch suboptimale Transporteigenschaften und eine 

schlechte Membrangängigkeit unter physiologischen Bedingungen (vgl. Abbildung 38).  

Da eine nachgeschaltete PK-Profilierung des bis zu diesem Zeitpunkt vielversprechendsten In-

hibitors (S)-15aq vergleichbare ADME-Eigenschaften manifestierte und sich dieser strukturell 

lediglich durch die Substitution der 3-Fluorbenzol-Gruppe vom herkömmlichen (S)-15aa  un-

terschied, wurden die defizitären Transporteigenschaften auf die Anwesenheit der Piperidin-

Gruppe zurückgeführt.  

Erschwerenderweise legten die zuvor gewonnenen Erkenntnisse der SAR (siehe Ab-

schnitt 3.2.5.5) die zentrale Bedeutung dieses Strukturmotivs für die Gesamtaffinität der 

Verbindung gegenüber den Onkogenen c-KIT und PDGFRα offen und verdeutlichten damit 

eindeutig die Tatsache, dass ein Austausch oder eine Abwandlung der chemischen Natur des he-

terozyklischen Systems keine valide Option darstellten. Als Konsequenz dieses Umstands, 

wurde die Überlegung angestellt durch die Integration eines modulierenden Substituenten im 

Ringsystem die stereoelektronischen Eigenschaften des Stickstoffatoms abzuändern und somit 

den Parameter der Basizität zu steuern.  

Für die Realisierung dieses Vorhabens bot sich die Installation eines elektronenziehenden Sub-

stituenten in Nachbarschaft zum Stickstoffatom des Piperidins an. Dieser könnte über eine σ-

Transmissionskaskade (Kombination aus hyperkonjugativen gauche und anomeren Effekt) die 

überschüssige Elektronendichte im Heteroatom effektiv verringern und somit die Basizität her-

absetzen (siehe Abbildung 38).  



90 3 Ergebnisse und Diskussion 
 

 

Einflussfaktoren für die Stärke dieses Effekts wären unter anderem der Abstand des zur Hyper-

konjugation-befähigten Substituenten zum entsprechenden Heteroatom (Basizität nimmt ab in 

Abhängigkeit vom Abstand: α > β > γ), die Art des Substituenten (z.B. Basizität ist geringer für: 

F > CF3 >> CH3), die topologische Lage des Substituenten (z.B. Basizität ist geringer für: axial 

> äquatorial) und die Anzahl der entsprechenden Substituenten (Basizität ist geringer für 

F2 > F).229, 237-239 

Basierend auf diesem Gedankengang wurde in einer kleinen Molekülserie die beiden fluorierten 

Derivate (3S,5S)-15ma und (S)-15na synthetisiert um somit ein möglichst breit gefächertes 

Spektrum an pKS-modifizierten Aminen zu erhalten. In Anlehnung an die Untersuchungen von 

MELNYKOV et al.240 aus dem Jahr 2023 wurde diesbezüglich angenommen, dass das Piperidin-

Stickstoffatom des NDIs mit einem antizipierten pKS-Wert von 11 als vergleichsweise stark ba-

sisch klassifiziert werden könnte und das Protolysegleichgewicht somit vorrangig auf der Seite 

der geladenen Spezies verschoben ist.  

Durch die Einführung eines Fluoratoms, wie im Falle von (3S,5S)-15ma, sollte der pKS-Wert der 

Piperidin-Gruppe um ca. 2.4 reduziert werden, was zu einem insgesamt leicht basischen Derivat 

(pKS ~ 8.6) führen sollte. In diesem Fall müsste unter physiologischen Bedingungen zwar immer 

noch von der vorherrschenden Präsenz einer geladenen Ammoniumspezies ausgegangen wer-

den, jedoch sollte zu einem größeren Anteil auch die neutrale Aminform in Lösung vorliegen. 

Bei einer zweifachen β-Fluorierung wäre aufgrund des noch stärker forcierten hyperkonjugati-

ven Effekts zu erwarten, dass das ursprünglich basisch-agierende Piperidin leicht saure 

Eigenschaften (pKS ~ 6.8) aufweist. Im Falle der Verbindung (S)-15na sollte daher das Proto-

lysegleichgewicht voraussichtlich auf Seite der neutralen Aminspezies liegen. 

Da neben den angestrebten veränderten physikochemischen Eigenschaften auch das Potenz- 

und Selektivitätsprofil der entsprechenden Verbindungen in Betracht gezogen werden sollte, 

wurde in einem ersten Schritt zunächst eine biochemische und zelluläre Evaluation der erhalte-

nen Verbindungen durchgeführt. Dies offenbarte, dass das monofluorierte Derivat (3S,5S)-

15ma mit einem GR50-Wert von 5 nM zwar eine vergleichbare Potenz im Vergleich zum her-

kömmlichen NDI aufwies, jedoch um den Faktor 3 stärker die Kontrollzelllinie GIST48B 

inhibierte (vgl. Abbildung 28 und Tabelle 15). Die Einführung eines zweiten Fluor-Substituen-

ten führte im zellulären Kontext indes zu einer Verringerung der Potenz um das 122-fache bei 

einem nahezu gleichbleibend schlechten Targetspezifitätsquotienten von 12.  

Darüber hinaus zeigten Docking-Experimente, dass bereits die Einführung eines Fluorsub-

stituenten zu einer leichten Störung der Ringgeometrie führen könnte (vgl. Abbildung 37a).  
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Während dieser Nachteil im Falle einer Monosubstitution durch die Platzierung eines 

Fluoratoms in Richtung der glycinreichen Schleife weitestgehend abgefedert werden könnte, 

würde die Integration eines weiteren Fluoratoms zu einer starken sterischen Repulsion führen 

(siehe Abbildung 37b). Ein Ligand dieser Konstitution könnte daher nur unter starker Verzer-

rung der Ringgeometrie (Umpositionierung des Stickstoffatoms notwendig) oder aber unter 

Konformationsänderung der glycinreichen Schleife binden und erklärt daher den starken Po-

tenzverlust der Verbindung (S)-15na.  

Ferner ließ sich auf Grundlage dieser Beobachtung vermuten, dass die Platzierung einer hydro-

phoben Gruppe in räumlicher Nähe zu den stark konservierten Aminosäuren der glycinreichen 

Schleife kein einzigartiges Interaktionsmuster innerhalb von Kinasen abbildet und daher nur be-

dingt dazu geeignet ist, Selektivität zu vermitteln (vgl. Abbildung 37b).  

Neben der biochemischen und zellulären Charakterisierung wurden beide Verbindungen 

schließlich auch einer in vitro-PK-Profilierung unterzogen. Diese legte eine Verringerung der 

mikrosomalen Clearance-Werte um den Faktor 21 für das difluorierte Derivat (S)-15na bzw. um 

den Faktor 9 für die monofluorierte Verbindung (3S,5S)-15ma offen (vgl. Abbildung 38). 

 

Abbildung 37 | Übersicht zu den strukturbiologischen Erklärungsmodellen bei Integration von pKS-modulierenden Fluorgrup-

pen im Piperidin-Ring. (A) Überlagerung der Docking-Pose des mono-Fluorpiperidin (3S,5S)-15ma (hellgrün) mit der 

Kristallpose von (S)-15aa (weiß). Der Vergleich offenbarte, dass aufgrund der Anwesenheit eines Fluorsubstituenten die Ring-

geometrie des Piperidins gestört wird. Diese konformelle Änderung muss eintreten, da der Fluorsubstituent ansonsten mit der 

glycinreichen Schleife sterisch kollidieren würde. (B) Überlagerung der Docking-Pose des Difluorpiperidins (S)-15na (ma-

genta) mit der Kristallpose von (S)-15aa (weiß). Da sich die beiden Fluorgruppen des Piperidin-Rings nur in einer ungünstigen 

Position unterhalb der glycinreichen Schleife anordnen können, führt diese Situation zu einer erheblichen Störung der Ring-

geometrie. Als Konsequenz dieser Umorientierung bindet das Stickstoffatom des Piperidins in einer anderen Region der 

Ribosetasche und kann somit nur noch ein Wasserstoffbrückennetzwerk mit HOH43 und Asn684 ausbilden. 
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Da die Werte dieser Verbindungen mit 18.9 µL mg min-1 bzw. 8.4 µL mg min-1 dennoch in einem 

optimalen Bereich für perorale Verbindungen lagen, wurden die Hintergründe für diesen Trend-

verlauf nicht weiter untersucht. Erfreulicherweise konnten für beide Derivate auch deutlich 

verbesserte Transporteigenschaften festgestellt werden, die durch den Anstieg des ursprüng-

lichen Efflux-Wertes von 7.3% für das herkömmliche NDI ((S)-15aa) auf 22.6 % für (S)-15na 

und 24.1% für (3S,5S)-15ma angezeigt wurden.  

Die Durchführung eines hERG-Polarisationsassays offenbarte zudem, dass die Modulation des 

pKS-Wertes nicht nur eine Veränderung der ADME-Parameter bewirkte, sondern auch das Si-

cherheitsprofil der NDI-Derivate verbesserte. Für die Referenzverbindung (S)-15aa wurde 

dabei eine moderate hERG-Aktivität mit einem IC50-Wert von 26 µM nachgewiesen, während 

für das monofluorierte NDI (3S,5S)-15ma eine 1.5-fache Verringerung dieses Wertes indiziert 

werden konnte. Das difluorierte Derivat (S)-15na wies demgegenüber keinerlei Affinität für den 

Kanal auf.   

Erstaunlicherweise zeigte das bis zu diesem Zeitpunkt vielversprechendste NDI-Analogon (S)-

15aq auch ohne pKs-modulierende Gruppen am Piperidin-Ring eine deutlich geringere Tendenz 

zur Inhibition des hERG-Kanals. Diese Ergebnisse motivierten dazu, in einem letzten Schritt 

durch einen Hybridisierungsansatz die vorteilhaften PK-Eigenschaften des monofluorierten 

NDI-Derivats (3S,5S)-15ma mit den vorteilhaften Potenz- und Selektivitätseigenschaften der 

Verbindung (S)-15aq zu kombinieren. Die Synthese von (3S,5S)-15mq resultierte schließlich in 

einem Inhibitor, der mit einem GR50-Wert von 12 nM zwar leichte Einbußen bezüglich der Affi-

nität für die PDGFRα-D842V-Mutation zu verzeichnen hatte, hinsichtlich seines 

Targetspezifitätsquotienten von 87 jedoch durchaus attraktive Selektivitätseigenschaften aufwies 

(vgl. Abbildung 38 und Tabelle 15).  

Auch in Bezug auf die entsprechenden PK-Eigenschaften von (3S,5S)-15mq konnte festgestellt 

werden, dass in murinem Plasma vollständige Stabilität bei einem gleichzeitig moderaten 

PAMPA-Efflux von 9.4% gewährleistet war. Zuzüglich zu diesen vorteilhaften ADME-

Parametern erwies sich die Verbindung auch mit einem IC50-Wert von 45 µM als tendenziell in-

aktiv auf dem hERG-Kanal. An dieser Stelle sei jedoch darauf hingewiesen, dass der 

durchgeführte Polarisationsassay lediglich als prädikativ zu verstehen ist. Um eine Hemmung 

des hERG-Kanals gänzlich ausschließen zu können, wäre es empfehlenswert, in zukünftigen Stu-

dien auch eine Vermessung mittels Patch-Clamp-Technik durchzuführen. 

In Anbetracht der vorliegenden Ergebnisse lässt sich zusammenfassend feststellen, dass durch 

die Auswahl geeigneter Strukturelemente neben den beiden Parametern Aktivität und Selektivi-

tät auch die PK-Eigenschaften maßgeblich beeinflusst werden können.  
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Die Trendverläufe konnten diesbezüglich durch strukturbiologische Modellierungsansätze rati-

onal erklärt werden, sodass in zukünftigen Studien Parameter in kürzester Zeit zielgerichtet und 

kosteneffizient moduliert werden können und somit der Prozess der Wirkstoffentwicklung er-

heblich beschleunigt wird. 

 

Abbildung 38 | Überblick zu den erschlossenen Struktur-PK-Beziehungen von (S)-15aa und den vier ausgewählten Derivaten 

(S)-15na, (3S,5S)-15ma, (S)-15aq und (3S,5S)-15mq. Durch die Anwendung des Konzeptes der pKS-Modulation, welches 

durch hyperkonjugative Delokalisationseffekte eine Herabsetzung des pKS-Werts für das Stickstoffatom des Piperidin-Rings be-

wirkt, konnten auch die entsprechenden PK-Parameter (Permeabilität und hERG-Inhibition) effektiv moduliert werden. Diese 

Erkenntnisse ebneten den Weg zur Durchführung eines Hybridsierungsansatzes aus dem schließlich der RiboFront-Hybrid 

(3S,5S)-15mq mit hoher Potenz und deutlich verbesserten PK-Eigenschaften im Vergleich zum ursprünglichen NDI ((S)-15aa) 

hervorging. 
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4 Zusammenfassung und Ausblick 

Der flächendeckende Einzug effizienzsteigernder Automatisierungstechnologien im Bereich der 

wirkstoffentwickelnden Pharmaindustrie seit Mitte der 1980er Jahre erwies sich paradoxerweise 

als nur bedingt effizienzsteigernd. Auch heutzutage bleibt die Entwicklung neuer Medikamente 

aufwändig, langwierig und teuer und unterliegt damit maßgeblich der Eroom’schen Gesetzmä-

ßigkeit.  

Angesichts der fortwährenden Identifizierung neuer pathologischer Erkrankungen sowie des be-

trächtlichen Potenzials für globale Gesundheitsnotstände, wie beispielsweise dem Auftreten von 

Pandemien oder der stetigen Verbreitung multiresistenter Keime in Pflege- und Krankeneinrich-

tungen, ist die Entwicklung neuer innovativer Ansätze für eine schnelle Wirkstoffentwicklung 

unabdingbar.  

Vor diesem Hintergrund wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit zwei unterschiedliche Projekte 

bearbeitet, die wesentliche Strategien für eine Beschleunigung des konventionellen Wirk-

stoffentwicklungsprozesses bereithalten und somit Grundlagen bieten, das Eroom-Gesetz zu 

durchbrechen. Beide Projekte bieten zudem auch nach Abschluss dieser Doktorarbeit noch aus-

reichend Potential für weiterführende Studien und könnten daher auch für zukünftige 

industrielle Applikationen von gesteigertem Interesse sein. 

4.1 Analysen zur Eignung und Implementierung moderner 

Synthesetechniken im Kontext des Aufbaus sp3-reicher 

Fragmentbibliotheken 

Der Einzug moderner Synthesetechniken in die Medizinalchemie findet nur sehr träge und inef-

fizient statt. Publikations- und Konkurrenzdruck sowie mangelnde Ausstattung für die 

automatisierte Durchführung verschiedener Parametervariationen führen häufig zu der Bereit-

stellung einer undurchsichtigen Informationslage bezüglich des möglichen Substratspektrums, 

der Toleranz verschiedener funktioneller Gruppen und möglicherweise auftretende Problemati-

ken. Für den Aufbau von Substanzbibliotheken stellt sich dieser Umstand als eine suboptimale 

Ausgangslage dar, da auf diese Weise neuer chemischer Raum nur ineffizient abgedeckt wird. 

Im Rahmen des ersten Projektes dieser Arbeit wurde daher der Aufbau einer sp3-reichen Frag-

mentbibliothek angestrebt, die durch Einbindung moderner Synthesemethoden diesem 

Negativtrend begegnen sollte. Im Zentrum der Konzeptionierung eines solchen modularen 

Workflows stand der Aufbau der Substanzsammlung nach einem iterativen Prinzip, sodass 

schrittweise durch die Implementierung verschiedenster Synthesetechniken der chemische 

Raum sukzessive erweitert werden konnte.  
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Im Gegensatz zu konventionellen Ansätzen des Bibliotheksdesigns ermöglichte der FRAGTORY-

Ansatz durch eine rekursive Pharmakophor-Analyse die Identifizierung von Lücken im 

chemischen und bioaktiven Raum und leitete basierend darauf eine Auswahl an potentiellen 

Synthesekandidaten ab.  

Hinsichtlich dieser Verfahrensweise stand im Hauptfokus der experimentellen Arbeit die virtu-

elle Durchführung zweier in der Medizinalchemie unterrepräsentierter Reaktionen sowie die 

nachfolgende Etablierung der entsprechenden Synthesetechniken im Labor. In einem ersten 

Schritt wurde daher der Versuch unternommen, eine literaturbeschriebene Eintopfreaktion zur 

Darstellung von 2-(Hydroxymethyl)morpholinen in diesen Prozess einzugliedern. Diese mole-

kulare Klasse offenbarte aufgrund einer Vielzahl unterschiedlichster Faktoren ein ideales 

Wunschprofil und bot aufgrund der Möglichkeit der Semi-Automatisierung des Reaktionspro-

tokolls optimale Voraussetzungen für die Integration im Zuge eines geplanten Aufbaus einer 

Fragmentbibliothek.  

Während die Einbindung der entsprechenden Transformationsvorschrift und die anschließende 

Generierung virtueller Produkte weitestgehend problemlos verlief, manifestierten sich im Ver-

lauf der Synthese der sechs nominierten Synthesekandidaten 3a-e etwaige Limitationen 

hinsichtlich des Substratumfangs und der Toleranz gegenüber Variationen bestimmter Reakti-

onsparameter. Dabei konnten lediglich vier der sechs Fragmente erfolgreich über die etablierte 

Reaktionssequenz dargestellt werden. In Einklang mit den literaturbeschriebenen mechanisti-

schen Ausführungen und den beobachteten Limitationen im Labor konnten schließlich 

empirische Reaktivitätsregeln aufgestellt werden, die den tatsächlich zugänglichen chemischen 

Raum begrenzten und damit die Qualität der Voraussage attraktiver Synthesekandidaten erheb-

lich steigerte. 

Basierend auf diesen Ergebnissen, erschien es insbesondere hinsichtlich des Bestrebens, maxi-

male Effizienz beim Aufbau der Fragment-Bibliothek zu gewährleisten, als wünschenswert, den 

tatsächlich zugänglichen chemischen Raum verschiedener Reaktionen bereits im Vorfeld ab-

schätzen zu können. Somit wurde in einem Folgeschritt die Etablierung eines Reaktionstypus 

beabsichtigt, für den bereits historisch etablierte Vorhersagemodelle durch umfangreiche 

Grundlagenforschung entwickelt worden waren. Mit der oxa-DIELS-ALDER-Reaktion fand sich 

eine Synthesetechnik, die aufgrund ihrer Klassifizierung als perizyklische Reaktion diesbezüg-

lich idealtypische Eigenschaften aufwies. Ferner suggerierte die von BURLAND et al. 
beschriebene Vorgehensweise eine optimale Grundlage für eine parallelisierte Durchführung 

dieser Reaktion.230  
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Im Rahmen der experimentellen Etablierung gelang jedoch zunächst ausschließlich die erfolg-

reiche Synthese des Pyranons (±)-11a, welches aus der Reaktion des elektronenreichen 

DANISHEFSKY-Diens und dem schwach-aktivierten elektronenarmen Hetero-Dienophil 3-

Brombenzaldehyd hervorging. Unter den gleichen Bedingungen scheiterte die Darstellung der 

Produkte (±)-11b und (±)-13 aufgrund konkurrierender Polymerisationsreaktionen. Diese 

konnten erst durch die Variation des Lewis-Säure-Katalysators unterdrückt und somit die ge-

wünschte Produktbildung ermöglicht werden.  

Auf Basis dieser Ergebnisse erfolgte die Konzeptionierung eines theoretischen Reaktivitäts-

modell auf Grundlage der Molekülorbitaltheorie, welches Vorhersagen zu kompatiblen 

Kombinationen entsprechender Reaktionspartner in Abhängigkeit der Stärke der eingesetzten 

Lewis-Säure ermöglichte. Dieses Modell diente gleichzeitig auch als Grundlage für die ziel-

gerichtete Durchführung der in-silico-oxa-DIELS-ALDER-Reaktion bei der nachfolgenden 

Implementierung in den FRAGTORY-Workflow. Dazu wurden die Diene und Dienophile entspre-

chend ihrer elektronischen Eigenschaften in Unterbibliotheken einsortiert und diese 

entsprechend den aufgestellten Reaktivitätsregeln über eine SMIRKS-Vorschrift zur Reaktion 

gebracht. Die erhaltenen Produktbibliotheken konnte so abschließend in den bestehenden 

FRAGTORY-Workflow integriert werden, um beispielsweise bestehende Lücken im chemischen 

Raum durch die Nominierung synthetisch zugänglicher oxa-DIELS-ALDER-Produkte zu schlie-

ßen.  

In Anbetracht der vorliegenden Ergebnisse lässt sich zusammenfassend festhalten, dass die Im-

plementierung des gesamten FRAGTORY-Workflows zu einer deutlichen Kostenminimierung in 

Bezug auf die Konstruktion chemisch diverser Substanzbibliotheken beitragen kann. Dies ist auf 

den Umstand zurückzuführen, dass der chemische Raum aufgrund der rekursiven Pharma-

kophoranalyse durch ein Minimum an Bibliotheksvertretern maximal divers abgedeckt werden 

kann. Die Modularität der einzelnen Bestandteile des Workflows ermöglicht eine einfache An-

passung an komplexe industrielle Bedürfnisse und Applikationen und gewährleistet jederzeit 

eine Erweiterung auch zu späteren Zeitpunkten. Insbesondere die Einbindung diversitäts-

orientierter Synthesesequenzen könnte sich diesbezüglich großem Interesse darstellen, da sich 

auf diese Weise gezielt biodiverse Substanzvertreter im Vorfeld nominieren lassen könnten. Die 

gebündelte Synthese unattraktiver Vertreter mit ähnlichen pharmakophoren Eigenschaften 

würde somit wegfallen, was zu deutlichen Zeit- und Kosteneinsparungen führen würde.  

Im Rahmen von Vorversuchen konnte eine erste Prototypenversion eines solchen Workflows 

konzipiert werden. Wenngleich sich dieser Ansatz bereits als vielversprechend darstellte, konnte 

er aus Zeitgründen nicht weiterverfolgt werden. Dennoch zeigt dieser Umstand auf, dass die 

Umsetzung eines solchen Vorhabens prinzipiell möglich ist. 
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Abbildung 39 | Übersicht zum schematischen Aufbau eines Workflows zur Integration einer diversitätsorientierten Syn-

thesestrategie in den FRAGTORY-Workflow. Ausgehend von einer Chiral Pool-Datenbank kann in einem mehrschrittigen 

Verfahren die Build-Couple-Pair-Strategie nachempfunden werden. Dafür müssen jeweils eine Reihe unterschiedlicher Trans-

formationsvorschriften definiert und parallel ausgeführt werden. Nach Konkatenation der erhaltenen Produkte kann der nächste 

Schritt erfolgen. 

Angesichts dieses offengelegten beträchtlichen Potentials stellt der FRAGTORY-Workflow ein 

wichtiges Instrument bereit, um die Eroom’sche Gesetzmäßigkeit zu durchbrechen und die Effi-

zienz bei Wirkstoffentwicklungsvorhaben zu steigern. 

4.2 Identifizierung und Modifizierung eines neuen Chemotyps zur 

Behandlung resistenzerworbener GIST 

Die Entwicklung neuer Medikamente zur Behandlung von resistenzerworbenen GIST stellt auf-

grund der Inhomogenität der Patientenschaft sowie den vergleichsweise geringen Fallzahlen ein 

hohes Risiko für industriell-geführte Wirkstoffentwicklungskampagnen dar. Die konventionel-

len Verfahren der vorwärtsgerichteten Pharmakologie sind dabei gleichermaßen für große 

Pharmaunternehmen wie auch akademische Forschungsgruppen aufgrund der benötigten Infra-

struktur, der hohen Kosten bei der Durchführung von HTS sowie der anschließenden 

langwierigen Optimierungsarbeit identifizierter Treffermoleküle hinsichtlich der nicht-ab-

schätzbaren Wahrscheinlichkeit für ein Scheitern in klinischen Phasen als unattraktiv 

einzuschätzen.  
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Bezüglich dieses Notstands konnte im Rahmen des zweiten Projektes dieser Arbeit erfolgreich 

eine Entwicklungsstrategie erarbeitet werden, die im Sinne einer "from-bed-to-bench"-Philoso-

phie in Zusammenarbeit mit dem WTZ in Essen und dem COMAS in Dortmund die 

strukturbasierte Weiterentwicklung eines niedermolekularen phänotypischen HTS-

Treffermoleküls in einen hochpotenten Repositionierungskandidaten innerhalb weniger Mo-

nate ermöglichte.  

Dabei wurde der Screening-Prozess unter Verwendung neuer isogener Zelllinienmodelle durch-

geführt, die über Jahre hinweg aus einem Patientenpool am WTZ gewonnen und durch den 

Einsatz der Genschere CRISPR/Cas9 konstruiert worden waren. Als Grundlage für den durch-

geführten Counter Screen fungierte zudem die c-KIT-negative Zelllinie GIST48B, welche 

zusätzlich auch als Toxizitätskontrolle Verwendung fand. 

In der nachgeschalteten Hit-Landschaftsanalyse wurden schließlich eine Reihe potenter Treffer-

moleküle identifiziert, unter denen das NDI ((S)-15aa) als besonders vielversprechender 

Optimierungskandidat hervortrat. Die Sonderstellung dieses Moleküls gründete sich dabei auf 

dem Vorhandensein bereits durchgeführter Testungen im Rahmen einer gescheiterten klini-

schen Phase I sowie auf den vorteilhaften molekularen und physikochemischen Eigenschaften 

und die Verfügbarkeit einer Kristallstruktur des Liganden in der PDGFRα-T674I-Mutante be-

reits zu Beginn des Projekts. Diese Eigenschaften in Summe klassifizierten NDI zu einem idealen 

Werkzeug-Molekül für eine strukturbasierte Drug Repurposing-Strategie.  

Zu diesem Zwecke erfolgte die Synthese einer 36 NDI-Analoga umfassenden Substanzbiblio-

thek, deren biochemische und zelluläre Charakterisierung letztlich klar verständliche Struktur-

Aktivitäts-Beziehungen offenlegte. Die strukturbiologischen Ursachen für die jeweilig beobacht-

baren Trendverläufe konnten dabei stets durch Docking-Experimente, eine topologische 

Sequenzüberlagerung und Kristallstrukturanalysen aufgeklärt werden.  

Als repräsentative Erklärungsbeispiele sind in diesem Kontext, die beobachtbare Selektivitäts-

steigerung durch Einführung eines hydrophoben Elements in ortho-Position des Benzolrings 

sowie die Verbesserung der Affinitäts- und Targetspezifitätseigenschaften im Falle der Installa-

tion einer Morpholin-Gruppe in meta- und para-Position des Benzolrings zu nennen (siehe 

Abschnitt 3.2.5.2). Letzterer Trend ließ sich auf die Wasserstoffbrücken-Interaktion mit der 

Aminosäure Asn684 in der αD-Helix zurückführen, da einige vorausgesagte Off-Targets an dieser 

Stelle entweder kleinere, polare Aminosäuren, wie Serin oder Threonin bzw. größere polare 

Aminosäuren wie Tyrosin tragen und somit vermindertes Wechselwirkungspotential 

bereitstellen. 

Zudem erwies sich die zielgenaue Platzierung eines basischen Zentrums inmitten der Ribose-

Tasche zwischen den Aminosäuren Arg822, Asn823 und Asp836 als zentraler Faktor für die Auf-

rechterhaltung der inhibitorischen Potenz des NDIs (siehe Abschnitt 3.2.5.5 und 3.2.5.7).  
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Abbildung 40 | Zusammenfassender Überblick zu den Kernaussagen den Struktur-Aktivitäts- und Struktur-Selektivitätsbe-

ziehungen. Während der Austausch der Scharnierregion-adressierenden Gruppe zum Zwecke des Erhalts der Potenz nicht 

sinnvoll ist (Typ I-Inhibitor), kann durch die Variation der anderen beiden Funktionalisierungsseiten die beiden Parameter Po-

tenz und Targetspezifität effektiv moduliert werden. 

Rückführbar war dies auf die Rolle des Piperidin-Rings als Ribose- und Phosphatmimetikum. 

Diesbezüglich konnte auch die Notwendigkeit der Präsenz eines sechsgliedrigen stickstoffhalti-

gen Heterozyklus an dieser Position offengelegt werden, da mit Ausnahme eines Azepan-

Derivats (S)-15ea, alle vergleichbaren anderen Ringsysteme erhebliche Einbußen hinsichtlich 

ihres Potenzprofils zeigten. 

Darüber hinaus zeigte sich, dass die Konformation des heterozyklischen Ringsystems empfind-

lich auf die Einführung kleinerer Modifikationen reagierte. Docking-Experimente hoben 

diesbezüglich die Auswirkungen von Fluorsubstituenten auf die Ringgeometrie hervor, wobei 

der Einbau eines einzelnen β-Fluorsubstituenten bereits zu leichten Verzerrungen und die An-

wesenheit von zwei Substituenten zu erheblichen konformationellen Umlagerungen und damit 

zu einem fast vollständigen Verlust der Potenz führte. In diesem Kontext konnte auch gezeigt 

werden, dass die Adressierung von Aminosäuren der glycinreichen Schleife aufgrund des hoch-

konservierten Charakters dieser Region zu einer Verringerung der Targetspezifität führte. 

Im Hinblick auf die am LDC durchgeführte pharmakokinetische Profilierung des NDIs stellten 

sich die defizitären Transporteigenschaften zunächst als optimierungsbedürftig heraus.  
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Da die Annahme bestand, dass sich dieser Umstand auf die Ionisierbarkeit des Piperidin-Stick-

stoffatoms zurückführen ließ, wurde durch die Einbringung von β ⁠-Fluorsubstituenten der pKS-

Werts des Heteroatoms moduliert. Das aus diesen Überlegungen hervorgegangene Derivat 

(3S,5S)-15ma überzeugte durch eine signifikante Verbesserung der Transporteigenschaften bei 

einer gleichzeitigen moderaten Verringerung der hERG-Inhibition.  

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden in einem finalen Hybridisierungsansatz schließlich 

die vorteilhaften PK-Eigenschaften von (3S,5S)-15ma mit dem optimalen Selektivitätsprofil der 

Verbindung (S)-15aq kombiniert. Diese Strategie erbrachte den Inhibitor (3S,5S)-15mq, der 

dem ursprünglichen Treffermolekül NDI ((S)-15aa) in Hinsicht auf PK-Eigenschaften in allen 

evaluierten Parametern überlegen war und zudem bessere Selektivitätseigenschaften bei leicht 

verminderter Potenz auf der PDGFRα-D842V-Mutation aufwies.  

 

Abbildung 41 | Übersicht zu möglichen weiteren strukturellen Optimierungen der NDI-Derivate. Prinzipiell ließe sich der durch 

(S)-15aq erschlossene vektorielle Raum für weitere strukturelle Modifikationen nutzen. Dabei könnte durch Einbringung einer 

verschiedener Strukturmotive beispielsweise eine Wechselwirkung mit der Aminosäure Arg597 (links oben) induziert werden. 

Ferner könnte auch durch gezielte Substitution einzelner Stellen Interaktionen mit Lösemittelmolekülen (links unten) oder der 

Aminosäure Asn684 (rechts unten) ermöglicht werden. Letztere könnten die Targetspezifität weiter erhöhen. Der Umpositio-

nierung des Stickstoffatoms des Piperidin-Rings bietet die Möglichkeit die Gesamtbasizität der Verbindung zu verändern und 

somit auch die PK-Eigenschaften zu modulieren. Durch die Integration einer hochsymmetrischen Gruppe könnte das NDI ((S)-

15aa) zudem in eine achirale Verbindung überführt werden. 

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse bilden in der Summe eine solide wis-

senschaftliche Grundlage für die Weiterentwicklung des bisherigen Spitzenreiter-Moleküls 

(3S,5S)-15mq in einen klinischen Kandidaten. Bezug nehmend auf die durchgeführte Repositi-

onsstrategie des NDIs ((S)-15aa) lässt sich dabei festhalten, dass in deutlich verkürzter Zeit eine 

hochpotente Verbindung mit attraktiven PK-Eigenschaften generiert werden konnte. 
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Für zukünftige Studien müssen noch tiefergehende Untersuchungen bezüglich des Selektivitäts-

profils durchgeführt werden, beispielsweise in Form einer Kinom-Profilierung. 

Erfreulicherweise bietet diesbezüglich der Austausch der ursprünglichen 3-Fluorbenzol-Gruppe 

gegen die Pyrazol-Gruppe der Verbindung (S)-15aq prinzipiell den Vorteil, durch weitere Funk-

tionalisierungen dieses Ringssystems Wechselwirkungen mit den Aminosäuren der αD-Helix zu 

forcieren. Auf diese Weise könnten sowohl Selektivitätseigenschaften, wie auch Potenz weiter 

gesteigert werden.  

Auch zentrale PK-Parameter könnten durch die Optimierung der Ribose- und Phosphatmime-

tischen-Gruppe weiter moduliert und verbessert werden. Der bisher durchsuchte chemische 

Raum deckt beispielsweise azyklische Substituenten oder Ringsysteme mit Heteroatomen abge-

stufter Basizität nur bedingt ab. Computerchemische Verfahren wie ein Pharmakophor-

Screening oder die Verwendung des Inspirator-Modus in dem Programm SEESAR könnten für 

diesen Zweck zielführend und unterstützend eingesetzt werden. 
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5 Experimenteller Teil 

5.1 Computerchemische Verfahren 

5.1.1 Workflow-Generierung 

Der computergestützte Workflow zur FRAGTORY wurde mit Hilfe der quelloffenen Software 

KONSTANZ INFORMATION MINER (KNIME) in den Versionen 3.6.2 und 4.4.1 entwickelt.241 Es 

wurden dabei die frei verfügbaren Nodes der KNIME AG (Zürich, Schweiz), die 

CHEMAXON/INFOCOM Marvin Extensions Feature (Infocom Corporation), die RDKit Nodes Fea-

ture (NOVARTIS INSTITUTE FOR BIOMEDICAL RESEARCH (NIBR), Basel), die Erlwood KNIME 

Open Source Cheminformatics (ERLWOOD), die KNIME-CDK Nodes (Universität Konstanz und 

EBI), die INDIGO KNIME Integration (EPAM SYSTEMS, Inc.) sowie die VERNALIS KNIME 

Nodes (VERNALIS RESEARCH LTD., Cambridge). Die quantitative Einschätzung der Wirkstoffaf-

finität (engl.: quantitative estimate of drug-likeness, QED)242-243, die 3D-Pharmakophor-

Fingerprints (eigens für RDKit entwickelt)244 sowie die ELI LILLY MedChem-Filterregeln245 

wurden als externe Skripte mittels der External Tool (Labs) Node in KNIME oder direkt in 

Python ausgeführt. 

5.1.2 Ausschluss unerwünschter Reaktivitätseigenschaften innerhalb des 

FRAGTORY-Workflows 

Für die Filterung unerwünschter Funktionalitätskonstellationen innerhalb der Building Block-

Bibliotheken des FRAGTORY-Workflows wurden substrukturelle Muster über die Sprache 

SMARTS definiert. Die jeweiligen Ausdrücke wurden mit Hilfe des SMARTS.plus-Webservers 

der Universität Hamburg konzipiert und visualisiert.246 Unerwünschte, unvorteilhafte oder un-

mögliche chemische Transformationsszenarien konnten durch die Definition sogenannter 

Reaction SMARTS oder SMIRKS ausgeschlossen werden. Die Visualisierung dieser Ausdrücke 

konnte ebenfalls durch den SMARTS.plus-Webserver erfolgen. 

5.1.3 Docking und Modellierung 

Die Generierung relevanter Docking-Posen erfolgte über den Algorithmus FlexX, der in dem 

Programmpaket SEESAR (Version: 13.0.5, Midas) der Firma BIOSOLVEIT (Sankt Augustin, 

Deutschland) eingebettet ist.247 Die Bewertung der generierten Posen erfolgte nach einem Kon-

sensusmodell, im Zuge dessen eine erste Einordnung relevanter Posen, basierend auf den 

vorhergesagten Affinitäten durch den in SEESAR integrierten HYDE-Algorithmus248, getroffen 

werden. 
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Die vielversprechendsten Posen wurden anschließend hinsichtlich ihrer Bindungsgeometrie, ih-

rer Populationsgröße, der Torsionswinkelqualität und ihrer Befähigung konstruktive 

Interaktionen mit dem jeweiligen Target ausüben zu können, analysiert und entsprechend daraus 

exemplarische Konformationen herausgesucht.  

Für das Docking wurde im Vorfeld mit Hilfe des SWISS-MODEL-Webservers der Universität 

Basel ein Homologiemodell der PDGFRα-D842V-Mutation unter Verwendung eines Target-

Template Alignments generiert.249-253 Als Templat diente dazu eine, in der Arbeitsgruppe RAUH 

durch Frau Dr. ALINA TEUBER gelöste, Kristallstruktur eines Protein-Ligand-Komplexes der 

PDGFRα-T674I Mutation mit dem NDI ((S)-15aa). In das generierte Modell wurde mit Hilfe 

eines topologischen Sequenzalignments über das Programm PYMOL (Version 2.6) der Firma 

SCHRÖDINGER (New York, USA)254 die kristallographisch-beobachtbare Referenzpose des 

Liganden eingeladen und der vorbereitete Protein-Ligand-Komplex anschließend als .pdb-Datei 

abgespeichert.  

Die für das Docking verwendeten Liganden wurden in dem Programm CHEMDRAW (Version 

21.0.0) der Firma REVVITY SIGNALS (Waltham, USA) zunächst gezeichnet und in einer gemein-

samen .sdf-Datei gespeichert. Unter Verwendung des Befehlszeilen-Programms UNICON 

(Version: 1.4.2) der Universität Hamburg konnten die dreidimensionalen Koordinaten für die 

einzelnen Liganden generiert und einer Energieminimierung unterzogen werden.255-257 Ferner 

wurden dabei lediglich das energetisch-günstigste Konformer und Tautomer generiert und als 

.mol2-Datei abgespeichert. Vor Verwendung in den Docking-Experimenten wurden die berech-

neten Protonierungszustände der generierten Liganden-Bibliothek noch einmal untersucht, 

ggfs. korrigiert und erneut energieminimiert. 

Die Bindetaschendefinition erfolgte durch das Einladen der vorbereiteten Proteindatei in das 

Programmpaket SEESAR und die im Hintergrund durchgeführte automatische Bindetaschende-

tektion. Diese wurde ohne weitere Veränderungen für die nachfolgenden Docking-Experimente 

genutzt.  

Anschließend konnte die Liganden-Bibliothek eingeladen werden und ein Standard-Docking un-

ter Generierung von 50 Konformeren erfolgen.  

5.1.4 Sequenzvergleich 

Das Sequenzalignment der selektionierten Off-Targets des NDIs ((S)-15aa) wurde mit dem 

CLUSTAL OMEGA-Webserver (EMBL-EBI) unter Verwendung der in der UNIPROT-Datenbank 

hinterlegten Sequenzen verschiedener Kinasen durchgeführt. 258 Die verwendeten Identifizie-

rungsnummern sowie die dazugehörigen Aminosäuresequenzen sind der Abbildung 47 zu 

entnehmen.  
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Für den Vergleich wurde sich lediglich auf den Bereich der automatisch-detektierten Binde-

tasche der Kinase PDGFRα beschränkt. Diese umfasst die Aminosäuren 595-609, 623-627, 658-

661 sowie 674-685 und 816-837. 

5.1.5 Generierung eines Interaktionsmodells mit Hilfe von GEOMINE  

Für die Vorhersage potentieller unerwünschter Off-Targets wurde das kostenlose webbasierte 

Frontend GEOMINE259 der Universität Hamburg verwendet. Basierend auf der Bindungsanalyse 

der beobachtbaren Kristallpose des NDIs im Komplex mit PDGFRα-T674I wurden zentrale 

pharmakophore Eigenschaften zunächst identifiziert und diese anschließend als Punktinterkati-

onen mit Hilfe von GEOMINE nachgebaut. Die gesetzten Suchparameter, die Gewichtung dieser 

sowie Analyse der entsprechenden Treffermoleküle sind der Abbildung 29b zu entnehmen.  

5.1.6 Erstellung von Abbildungen und Bezugsquellen der verwendeten 

Vektorgrafiken 

Die Abbildungen in dieser Dissertation wurden unter Verwendung des Open Source Vektor-

zeichenprogramms INKSCAPE (Version 1.3.2) und der Online-Plattform BIORENDER erstellt. 

Die verwendeten Vektorgrafiken stammen aus verschiedenen Open-Source-Datenbanken und 

wurden gemäß den jeweiligen Lizenzbedingungen verwendet. Die primären Quellen umfassen 

die OPEN CLIPART LIBRARYf, WIKIMEDIA COMMONSg und BIOICONSh. Ferner wurden dabei die 

von dem DATABASE CENTER FOR LIFE SCIENCE i, dem Unternehmen SERVIERj zur Verfügung ge-

stellten Vektorgrafiken verwendet und für illustrative Zwecke abgewandelt. Für die Erstellung 

von Abbildungen in BIORENDER wurden die integrierten Vorlagen und Symbole der Plattform 

verwendet, die für akademische Zwecke zur Verfügung stehen. 

  

 
f https://openclipart.org/ 
g https://commons.wikimedia.org/ 
h https://bioicons.com/ 
i https://togotv.dbcls.jp/en/pics.html 
j https://smart.servier.com/ 
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5.2 Organische Synthese 

5.2.1 Allgemeine Anmerkungen 

Die verwendeten Reagenzien und Lösungsmittel wurden von den Anbietern BLDPHARM, 

COMBI BLOCKS INC, ABCR, ACTIVATE SCIENTIFIC, ALFA AESAR, SIGMA ALDRICH, 

APOLLO SCIENTIFIC, THERMO FISHER SCIENTIFIC und VWR INTERNATIONAL kommerziell er-

worben und, sofern nicht anders angegeben, ohne weitere Reinigung verwendet.  

Trockenes Dichlormethan (anhyd. DCM), Methanol und Tetrahydrofuran (THF) wurden von 

ACROS ORGANICS bezogen. Wasser wurde mithilfe eines ELGA LABWATER PURELAB FLEX 2-

Wasseraufbereitungssystems gereinigt. 

Luft- und/oder feuchtigkeitsempfindliche Reaktionen wurden in zuvor ausgeheizten Glasap-

paraturen unter Inertgas, entweder in einer Argon- oder wahlweise Stickstoffatmosphäre, 

durchgeführt. Organische Lösungsmittel wurden dabei unter reduziertem Druck in einem 

BÜCHI-Rotationsverdampfer (Modell: ROTAVAPOR R-210 ADVANCED), angeschlossen an einer 

VACUUBRAND-Diaphragmavakuumpumpe (Modell: MZ 2C NT +2AK), und in einem tem-

peraturgesteuerten Wasserbad bei einer Wassertemperatur von 45 °C, verdampft.  

Wässrige Lösungen wurden hingegen durch eine Sublimationstrocknung mit der Gefriertrock-

nungsanalage APHA 2-4 DPLUS der Firma CHRIST über Nacht eingeengt und das Lyophilisat 

anschließend für mehrere Stunden an einem Hochvakuum (VACUUBRAND Drehschieberpumpe 

RZ 6) feingetrocknet. 

Mikrowellen-unterstützte Reaktionen wurden mit Hilfe eines MONOWAVE 300-Reaktors der 

Firma ANTON PAAR durchgeführt. Wenn nicht anders angegeben, wurden die Reaktionsmi-

schungen dabei mit einer Rührgeschwindigkeit von 600 rpm durchmischt und der Modus „Heat 
as fast as  possible“, der die Leistung der Mikrowelle in Abhängigkeit von der eingestellten Reak-

tionstemperatur dynamisch adjustiert, ausgewählt. Als Reaktionsgefäße dienten die Standard-

Reaktionsgefäße (G30 (30 mL) und G10 (10 mL)) aus Borsilikatglas der Firma ANTON PAAR  

5.2.2 Allgemeine analytische Methoden 

Der Fortschritt einer Reaktionen wurde mittels Dünnschichtchromatographie (DC), 

Atmospheric Solids Analysis Probe-Massenspektrometrie (ASAP-MS) und Ultra-Hoch-

leistungs-Flüssigchromatographie-Massenspektrometrie (UHPLC-MS) überwacht. Die 

analytische DC wurde auf Merck 60 F254 aluminiumbeschichteten Kieselgelplatten durchge-

führt und unter UV-Licht (λ = 254 nm bzw. 366 nm) sowie durch Färbung mit Ninhydrin- oder 

Anisaldehydlösung visualisiert.  
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Für ASAP-MS-Messungen wurde eine 1:10-Verdünnung der Reaktionslösung in DCM herge-

stellt und unter Verwendung des ADVION EXPRESSION-L COMPACT Massenspektrometers 

(CMS) mit typischen und/oder niedrigen Fragmentierungseinstellungen massenspektro-

metrisch analysiert. Die Spektren wurden mit der ADVION DATA EXPRESS-Software (ADVION 

INC., Version 6.9.43.1) ausgewertet. 

Die Reinigung aller Endverbindungen erfolgte stets bis zu einem Reinheitsgrad von ≥95%. Die 

Validierung erfolgte unter Verwendung eines AGILENT UHPLC-Systems (1260 INIFNITY II-

Serie) mit einer CC 125/4 NUCLEODUR C18 GRAVITY COLUMN (3 μm) von MACHEREY NAGEL, 

gekoppelt an einen THERMO SCIENTIFIC FINNIGAN LCQ ADVANTAGE MAXIONTRAP- und ESA 

Corona-Detektor mit UV-Detektion bei λ = 210 nm. Die Spektren wurden mit der XCALIBUR-

Software (THERMO FISHER, Version 2.2) ausgewertet. Die zur Reinheitsanalyse verwendeten 

Konditionen für die UHPLC sind in Tabelle 1 aufgelistet.  

Tabelle 1 | Übersicht zu den Bedingungen für die Reinheitsanalyse mittels UHPLC. Die Beurteilung der Reinheit erfolgte per 

Quantifizierung des entsprechenden Produktpeaks im Verhältnis zu beobachtbaren Fremdverbindungen. Beschrieben sind die 

Bedingungen für die Standard UHPLC-Methode UHPLC.A. 

Parameter Wert 

Eluent A 0.1% Trifluoressigsäure (TFA)/Wasser 

Eluent B 0.1% Trifluoressigsäure (TFA)/CH3CN 

Säule NUCLEODUR™ C18 GRAVITY, 3 µm, 125 x 4 mm analytische Säule 

(MACHEREY-NAGEL) 

Elutionsbedingungen Elution für 9.5 min bei Variation des Anteils des Eluenten B von 10% 

bis 100% bei einer Fließgeschwindigkeit von 1.0 mL/min. 

Die Kernresonanzspektren (NMR) wurden entweder auf einem BRUKER AVANCE DRX AV400 

(400 MHz und 101 MHz), AV 500 AVANCE HDX-III (500 MHz und 125 MHz), AV 500 

AVANCE NEO (500 MHz und 125 MHz), AV 600 AVANCE HD-III (600 MHz und 151 MHz) 

oder AV 700 AVANCE HDX-III (700 MHz und 176 MHz) aufgezeichnet. Chemische Verschie-

bungen (δ) werden in parts per million (ppm) angegeben und auf das Lösemittelsignal DMSO-

d6 (2.50 ppm oder 39.52 ppm) oder CDCl3 (7.26 ppm oder 77.00 ppm) bezogen. Die Spin-

multiplizität der 1H-NMR-Spektren wird auf etablierte Weise dargestellt: s = Singulett, 

d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, quin = Quintett, m = Multiplett, dd = Dublett von Dub-

letten, dt = Dublett von Triplets..., br = breit, appt = apparentes Triplett, … etc.). Die 

Auswertung der NMR-Spektren erfolgte unter Verwendung des ACD/NMR PROCESSOR 

(ACDLABS 12.0). 
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5.2.3 Allgemeine automatisierte säulenchromatographische Reinigungsver-

fahren 

Die chromatographische Reinigung der Produkte erfolgte an einem automatisierten 

TELEDYNE ISCO COMBIFLASH® NEXTGEN 300+-System unter Verwendung verschiede-

ner Trennsäulen und UV-Detektion (λ1 = 254 nm, λ2 = 366 nm, λ3 = 200-400 nm). Zum Einsatz 

kamen dabei unterschiedliche Größen von FLASHPURE™ EXOFLEX™ Silica-Säulen (40 µm 

unregelmäßig, 60 Å Porengröße) (FPE) der Firma BÜCHI, FLASHPURE™ EXOFLEX™ C18-

modifizierte Silica-Säulen (50 µm sphärisch, 100 Å Porengröße) (FPE-C18) der Firma BÜCHI 

sowie folgende Eluenten in HPLC-Reinheitsgrad: Petrolether 40-60 °C (PE), n-Pentan (n-Pen), 

Dichlormethan (DCM, CH2Cl2), Diethylether (Et2O), Ethylacetat (EtOAc), Methanol 

(CH3OH), Acetonitril (CH3CN), Wasser (H2O).  

Bei sehr polaren und basischen Verbindungen wurden den Eluenten wahlweise 1% bis maximal 

2% Triethylamin (TEA) oder Ammoniakwasser (NH4OH) hinzugefügt. Im Falle einer Umkehr-

phasen-Chromatographie wurden den Eluenten CH3CN und H2O standardmäßig 0.1% 

Trifluoressigsäure (TFA) beigesetzt.  

UV-inaktive Verbindungen wurden zudem über den angeschlossenen Verdampfungs-Lichtstreu-

detektor (engl.: evaporative light scattering detector, ELSD) und dem Massenspektrometer 

PURION der Firma ADVION INTERCHIM SCIENTIFIC simultan und in Echtzeit detektiert.  

Die Probenvorbereitung beinhaltete zunächst die Konzentration des aufzureinigenden Stoff-

gemischs unter verminderten Druck und eine anschließende Aufnahme in einer Minimalmenge 

Lösemittel. Anschließend wurde portionsweise so viel Silica zur Lösung hinzugefügt, bis sämt-

liche Flüssigkeit adsorbiert vorlag (ca. 20 Gew.%). Nach erneuter Verdampfung des 

entsprechenden Lösemittels wurde der Rückstand in Kartuschen gefüllt und anschließend eine 

der automatisierten Trennungsmethoden (AT) aus Tabelle 2 und Tabelle 3 durchgeführt. 

5.2.4 Allgemeine Synthesevorschriften 

Da im Zuge dieser Arbeit unter anderem auch die Implementierung neuer Synthesetechniken 

zur Beschleunigung der konventionellen Prozesse der Wirkstoffentwicklungskaskade im Fokus 

der Forschungsbemühungen stand, wurde zwecks Wahrung der Reproduzierbarkeit der Ergeb-

nisse, der potentiellen Etablierung zukünftiger industrieller Anwendungen sowie aus Gründen 

der Zeit- und Kosteneffizienz allgemeiner Synthesevorschriften (ASV) erarbeitet, die einen 

semi-automatisierten und parallelisierten Ablauf der einzelnen Reaktionen ermöglichen. Eine 

Übersicht zu den jeweiligen ASVs findet sich im folgenden Abschnitt. 

 

  



5 Experimenteller Teil 111 
 

 

Tabelle 2 | Übersicht zu den Konditionen der Reinigungsprotokolle für die automatisierte Säulenchromatographie. Aufgelistet 

sind sowohl die verwendeten Eluenten, ggfs. verwendete Co-Eluenten, die Säulen und die Einstellungen für den Gradienten. 

Methode Eluent Additiv Säule Gradient 

 A B   A  B 

AT.A2 PE EtOAc - FPE 

24 g 

3 CV 0% ⭢ 0% 

5 CV 0% ⭢ 60% 

5 CV 60% ⭢ 60% 

1 CV 25% ⭢ 100% 

2 CV 100% ⭢ 100% 

     Flussrate: 32 mL/min 

AT.A3 PE EtOAc - FPE 

24 g 

3 CV 0% ⭢ 0% 

5 CV 0% ⭢ 80% 

5 CV 80% ⭢ 80% 

1 CV 25% ⭢ 100% 

2 CV 100% ⭢ 100% 

     Flussrate: 32 mL/min 

AT.C1 CH2Cl2 EtOAc - FPE 

40 g 

3 CV 0% ⭢ 0% 

3 CV 0% ⭢ 30% 

5 CV 30% ⭢ 30% 

3 CV 30% ⭢ 100% 

2 CV 100% ⭢ 100% 

     Flussrate: 40 mL/min 

AT.C2 CH2Cl2 EtOAc - FPE 

40 g 

3 CV 0% ⭢ 0% 

5 CV 0% ⭢ 50% 

6 CV 50% ⭢ 50% 

4 CV 50% ⭢ 100% 

2 CV 100% ⭢ 100% 

     Flussrate: 40 mL/min 

AT.C3 CH2Cl2 EtOAc 1% TEA FPE 

24 g 

3 CV 0% ⭢ 0% 

5 CV 0% ⭢ 40% 

6 CV 40% ⭢ 40% 

4 CV 40% ⭢ 100% 

2 CV 100% ⭢ 100% 

     Flussrate: 32 mL/min 
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Tabelle 3  | Übersicht zu den Konditionen der Reinigungsprotokolle für die automatisierte Säulenchromatographie. Aufgelistet 

sind sowohl die verwendeten Eluenten, ggfs. verwendete Co-Eluenten, die Säulen und die Einstellungen für den Gradienten. 

Methode Eluent Additiv Säule Gradient 

 A B   A  B 

     Flussrate: 32 mL/min 

AT.D1 CH2Cl2 CH3OH - FPE 

24 g 

3 CV 0% ⭢ 0% 

5 CV 0% ⭢ 20% 

1 CV 20% ⭢ 20% 

3 CV 20% ⭢ 100% 

3 CV 100% ⭢ 100% 

     Flussrate: 32 mL/min 

AT.D2 CH2Cl2 CH3OH - FPE 

24 g 

3 CV 0% ⭢ 0% 

5 CV 0% ⭢ 10% 

2 CV 10% ⭢ 10% 

2 CV 10% ⭢ 100% 

3 CV 100% ⭢ 100% 

     Flussrate: 32 mL/min 

AT.E H2O CH3CN 0.1% TFA FPE-C18 

20 g 

3 CV 10% ⭢ 10% 

4 CV 10% ⭢ 55% 

3 CV 55% ⭢ 55% 

1 CV 55% ⭢ 100% 

2 CV 100% ⭢ 100% 

     Flussrate: 40 mL/min 
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Allgemeine Synthesevorschrift A (ASV.A): Synthese der substituierten nukleophilen 

Acetamide 17a-n 

 
Abbildung 42 | Allgeneines Syntheseschema zur Darstellung der substituierten nukleophilen Acetamide 17a-n. Als Edukte las-

sen sich primäre und sekundäre Amine aller Art einsetzen. Zusätzliche nukleophile oder basische Funktionalitäten müssen 

aufgrund potentiell-auftretender Nebenreaktionen jedoch geschützt werden. 

Schritt 1: Darstellung der Chloracetamide 

In einem ausgeheizten Zweihals-Rundkolben, ausgestattet mit einem Tropftrichter, wurde unter 

Argonstrom ein Amin oder Anilin (16a-n, 1 äquiv.) in trockenen Tetrahydrofuran (THF, 

C4H8O, c = 1.1 mol/L, 22.5 mL) bei 0 °C gelöst. Anschließend wurden zunächst Pyridin 

(C5H5N, 79.10 g/mol, 0.98 g/mL, 1.2 äquiv.) und nachfolgend tröpfchenweise 

Chloracetylchlorid (C2H2Cl2O, 112.94 g/mol, 1.42 g/mL, 1.15 äquiv.) über einen Zeitraum von 

20 Minuten über den Tropftrichter hinzugefügt, gefolgt von einem Durchspülen des Tropftrich-

ters mit Tetrahydrofuran (2 mL). Die Reaktion wurde für 2.5 Stunden bei Raumtemperatur 

gerührt und der Fortschritt mittels Dünnschichtchromatographie (DC) überwacht. Nach voll-

ständigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde eine 16%ige (w/w) wässrige Natriumchloridlösung 

hinzugefügt und die Mischung für weitere 30 Minuten lang gerührt. Die wässrige Phase wurde 

anschließend abgetrennt und die organische Phase ohne weitere Reinigung direkt für den nächs-

ten Syntheseschritt verwendet. 

Schritt 2: Darstellung der substituierten nukleophilen Acetamide 17a-n 

Zu der organischen Phase aus Schritt 1 wurde in einem Einhalskolben eine filtrierte Lösung eines 

nukleophilen Reagenzes (114.21 g/mol, 1.5 äquiv.) in Wasser (H2O, c = 4.3 mol/L, 8.6 mL) 

hinzugefügt und das entstehende Zwei-Phasen-Gemisch über Nacht bei Raumtemperatur stark 

gerührt. Nach vergangener Reaktionszeit wurde die organische Phase mittels DC auf vollstän-

dige Umsetzung überprüft. Die wässrige Phase wurde daraufhin mit Ethylacetat (3x) extrahiert 

und die vereinigten organischen Phasen über Natriumsulfat (Na2SO4) getrocknet, bevor das Lö-

sungsmittel unter vermindertem Druck verdampft wurde. Das Produkt (17a-n, 100% 

(Rohprodukt, über 2 Schritte), 1 äquiv.) wurde ohne weitere Reinigung als Baustein für das wei-

ter unten beschriebene Präparationsverfahren ASV.C verwendet. 
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Allgemeine Synthesevorschrift B (ASV.B): Synthese der β⁠-Chlorzimtsäurenitrile 19a-q über 

eine modifizierte VILSMEIER-HAACK-ARNOLD-Reaktion 

 

Abbildung 43: | Allgeneines Syntheseschema zur Darstellung der β⁠-Chlorzimtsäurenitrile 19a-q. Als Ausgangsmaterialien kön-

nen hier Arylketone und Aryladldehyde eingesetzt werden. Der Einsatz aliphatischer Carbonylverbindungen führte unter den 

entsprechenden Reaktionsbedingungen nicht zur gewünschten Produktbildung 

Die Synthese der β⁠-Chlorzimtsäurenitrile 19a-q erfolgte nach einem angepassten Prozedere von 

LIEBSCHER et al.242 aus dem Jahre 1983. Dazu wurde in einem ausgeheizten Dreihals-Rundkol-

ben, ausgestattet mit einem Tropftrichter mit Druckausgleich, einem FINDENSER und einer 

Thermosonde zur Messung der internen Reaktionstemperatur, ein Arylketon (18a-q, 1 äquiv.) 

in trockenen Dimethylformamid (DMF, C3H7NO, c = 1 mol/L) unter Argonstrom bei 40 °C ge-

löst und anschließend Phosphoroxychlorid (POCl3, 153.33 g/mol, 1.65 g/mL, 1.7 äquiv.) 

tropfenweise hinzugefügt. Während der Zugabe wurde darauf geachtet, die interne Reaktions-

temperatur in einem Bereich zwischen 39 und 41 °C zu halten. Das Reaktionsgemisch wurde 

anschließend über Nacht bei 40 °C gerührt. 

Nachdem durch DC der vollständige Verbrauch der Ausgangsmaterialien indiziert wurde, er-

folgte die tropfenweise Zuführung einer Lösung von Hydroxylaminhydrochlorid (NH4OCl, 

69.49 g/mol, 1.1 äquiv.) in DMF (c = 2. M), wobei stets ein Temperaturbereich zwischen 39 und 

45 °C eingehalten wurde. Die Lösung wurde dann 30 min bei 40 °C gerührt, bevor sie auf 15-

20 °C abgekühlt wurde.Es erfolgte die tropfenweise Zugabe von Wasser (H2O–DMF 1:12, c = 

0.63 mol/L) unter Konstanthaltung der internen Temperatur in einem Bereich zwischen 17 und 

21 °C. Die resultierende Suspension wurde auf 5 °C abgekühlt und weitere 20 Minuten gerührt. 

Das Präzipitat wurde abfiltriert, mit Wasser (2x20 w/w %) gewaschen und unter vermindertem 

Druck getrocknet. Die Produkte 19a- q konnten in Ausbeuten von 50 bis 65% und ausreichender 

Reinheit für die nächsten Schritte erhalten werden. 
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Allgemeine Synthesevorschrift C (ASV.C): Synthese der NDI-Derivate 15aa-mq 

 
Abbildung 44 | Allgeneines Syntheseschema zur Darstellung der NDI-Derivate 15aa-mq. Als Ausgangsmaterialien werden hier 

die zuvor synthetisierten Synthesebausteine A und B verwendet. Die Intermediate und finalen Produkte wurden semi-automa-

tisiert mit den entsprechenden Reinigungsprotokollen gereinigt. 

Schritt 1: Heterozyklisierung der beiden Synthesebausteine A und B zu bifunktionellen Interme-

diaten 

In einem ausgeheizten Einhalskolben wurde bei Raumtemperatur unter Argon-Gegenstrom eine 

Lösung der substituierten nukleophilen Acetamide  (17a-n, Synthesebaustein A, 1 äquiv.) in 

Tetrahydrofuran (THF, C4H8O, c = 1 mol/L) gelöst und danach die jeweiligen β-

Chlorzimtsäurenitrile (19a-q, Synthesebaustein B, 0.9-1.1 äquiv.) in einer Portion zugegeben. Es 

folgte die tropfenweise Zugabe einer Natriummethoxid-Lösung (NaOCH3, 54.02 g/mol, 

30 Gew.% in CH3OH, 0.97 g/mL, 1.5 äquiv.) über einen Zeitraum von ca. 5-10 min. Nach un-

gefähr 20 minütigen Rühren bei Raumtemperatur färbte sich die Reaktionslösung dunkelrot und 

wurde anschließend noch weitere 2 Stunden lang gerührt. Durch eine DC-Kontrolle wurde der 

vollständige Verbrauch aller Ausgangsmaterialien anzeigt, das Lösungsmittel anschließend unter 

vermindertem Druck entfernt und der Rückstand mittels einer spezifischen Reinigungsbedin-

gung unter Verwendung des TELEDYNE ISCO COMBIFLASH NEXTGEN 300+-Systems gereinigt.   
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Die erhaltenen bifunktionelle Intermediate wurden in den meisten Fällen mit guter Ausbeute 

und ausreichender Reinheit für den nächsten Schritt isoliert. 

Schritt 2a: Generierung des Scharnierregion-bindenden Strukturelements innerhalb der bifunk-

tionellen Intermediate 

In einen ausgeheizten Einhalskolben wurde eine Lösung des zuvor synthetisierten bifunktionel-

len Intermediates (1 äquiv.) in Tetrahydrofuran (THF, C4H8O, c = 0.2 M, 5.5 mL) gelöst und ein 

Reagenz mit ambivalenten nukleofugen und elektrophilen Charakter (1.1 äquiv.) tropfenweise 

zugegeben. Dabei wurde stets ein Temperaturbereich zwischen 20 °C und 30 °C eingehalten. 

Nach 20 minütigen Rühren fiel in den meisten Fällen ein Niederschlag aus und die entstehende 

Suspension wurde für eine weitere Stunde und 40 Minuten bei Raumtemperatur gerührt. 

Schritt 2b: Nach vollständigem Verbrauch des Ausgangsmaterials (DC-Kontrolle) wurde das 

Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt und der resultierende Niederschlag auf 0 °C 

gekühlt, bevor er erneut in eine methanolische Ammoniaklösung (NH3, 17.03 g/mol, 

c = 7 mol/L in CH3OH, 469 mg, 5.5 mL, 27.6 mmol, 25 äquiv.) aufgenommen wurde. Die resul-

tierende Lösung wurde 30 Minuten lang gerührt und das Lösungsmittel anschließend unter 

reduziertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde mittels einer spezifischen Reini-

gungsbedingung unter Verwendung des TELEDYNE ISCO COMBIFLASH NEXTGEN 300+-

Systems gereinigt, sodass die Produkte in hohen Ausbeuten über zwei Schritte hinweg erhalten 

werden konnten. Insofern die Verbindungen noch Boc-Schutzgruppen beinhalteten, wurden 

diese der optionalen Carbamatspaltung aus Schritt 3 zugeführt, um die gewünschten finalen Pro-

dukte 15aa-mq zu erhalten.  

Schritt 3: Optionale Carbamatspaltung von tert-Butyloxycarbonyl (Boc)-tragenden bifunktio-

nellen Intermediaten  

In einem ausgeheizten Rundkolben wurde bei 0 °C eine Lösung der aus Schritt 2b hergestellten 

Intermediate (1 äquiv.) in wasserfreiem Methanol (CH3OH, c = 0.25 mol/L) gelöst und mit ei-

ner Lösung von Salzsäure in 1,4-Dioxan (HCl, 36.46 g/mol, c = 4 mol/L, 27.8 äquiv.) 

tropfenweise versetzt. Dabei wurde die interne Temperatur zwischen 0 °C und 5 °C gehalten. 

Die Lösung wurde anschließend 1 Stunde bei Raumtemperatur bis zur vollständigen Umsetzung 

der Edukte (DC-Kontrolle) gerührt.  

Es folgte die Entfernung des Lösungsmittels unter vermindertem Druck. Der verbleibende 

Rückstand wurde mittels der spezifischen Reinigungsbedingung AT.E unter Verwendung des 

TELEDYNE ISCO COMBIFLASH NEXTGEN 300+-Systems gereinigt und anschließend basisch 

ausgeschüttelt (pH-Testtreifen), um die freien Basen der Produkte 15aa-mq in geringer bis mo-

derater Ausbeute (über 2 Schritte) und hoher Reinheit zu erhalten. 
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Allgemeine Synthesevorschrift D (ASV.D): Synthese der sauerstoffhaltigen Heterozyklen-Frag-

mente (±)-11a-b und (±)-13 über eine Oxa-DIELS-ALDER-Reaktion 

 
Abbildung 45 | Allgeneines Syntheseschema zur Durchführung der oxa-DIELS-ALDER-Reaktion unter Lewis-Säure-Katalyse. Als 

Ausgangsmaterialien können beispielsweise die schwach oder stark-aktivierten Aldehyde 10a-b und das nicht-aktivierte oder das 

elektronenreiche Dien 9 oder 12 eingesetzt werden. Die erfolgreiche Durchführung der Reaktion erfordert eine präzise Abstim-

mung des Lewis-Säure-Katalysators je nach eingesetzten Reaktionspartnern. Bei Anwesenheit eines Silylether-geschützten 

Alkohols, kann eine nachgeschaltete TFA-vermittelte Konversion des Grundgerüst zu den entsprechenden Pyranonen (±)-11a-

b erfolgen. 

In einem Mikrowellengefäß wurden der entsprechende Aldehyd (10a-b, 1 äquiv.) sowie die je-

weilige Lewis-Säure (0.1 äquiv) in Dichlormethan (DCM, c = 0.5 mol/L) suspendiert und 

mehrere Minuten bei Raumtemperatur gerührt. Im Anschluss wurde das jeweilige Dien (9 oder 

12, 1.3 äquiv.) hinzugegeben, das Reaktionsgemisch mit Argon überschichtet und für 1h bei 

30 °C unter Mikrowelleneinstrahlung gerührt.  

Im Falle des DANISHEFSKY-Diens wurde nach vergangener Reaktionszeit, zum Zwecke einer Silylether-

spaltung, Trifluoressigsäure (TFA, CF3CO2H, 114.02 g/mol, 1.48 g/mL, 1 äquiv.) zur 

Reaktionsmischung hinzugetropft und die Lösung für weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur gerührt. 

Das Lösemittel wurde anschließend unter vermindertem Druck entfernt und der verbleibende Rückstand 

mittels der spezifischen Reinigungsbedingung AT.A3 unter Verwendung des TELEDYNE ISCO 

COMBIFLASH NEXTGEN 300+-Systems gereinigt. Die isolierten Produkte (±)-13 und (±)-11a-b konn-

ten in moderaten Ausbeuten und zufriedenstellender Reinheit erhalten werden. 
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Allgemeine Synthesevorschrift E (ASV.E): Synthese der 2-(Hydroxy-methyl)morpholin-Frag-

mente (±)-3a-e und des 3-Hxdroxyoxazepan-Fragments (±)-4a 

 
Abbildung 46 | Allgeneines Syntheseschema zur Durchführung der Eintopfreaktion zur Darstellung der 2-(Hydroxy-

methyl)morpholine (±)-3a-e. Als Ausgangsmaterialien dienen α,β-substituierte Aminoalkohole und racemisches 

Epichlorhydrin ((±)-2). Die Durchführung der Reaktion ermöglicht sowohl den Zugang zu den ensprechenden 2-(Hydroxy-

methyl)morpholinen wie auch zu den jeweiligen 3-Hxdroxyoxazepanen.   

Die Synthese der beiden Fragmentklassen erfolgte nach einem angepassten Prozedere von 

BREUNING et al.227 aus dem Jahre 2007. Dazu wurde in einem ausgeheizten Einhalskolben zu 

einer Lösung eines Aminoalkohols (1 äquiv.) in trockenen Toluol (C7H8, c = 0.2 mol/L) (±)-

Epichlorhydrin ((±)-2, C3H5ClO, 92.52 g/mol, 1.18 g/mL, 1.3 äquiv.) und zuvor am Hoch-

vakuum getrocknetes Lithiumperchlorat (LiClO4, 106.39 g/mol, 2.3 g, 21.5 mmol, 1.30 äquiv.) 

hinzugegeben und die Reaktionsmischung bei Raumtemperatur 14-48 h gerührt. Nach vollstän-

digem Umsatz der Edukte (DC-Kontrolle) wurde eine Lösung von Natriummethanolat 

(NaOCH3, 30 Gew.% in CH3OH, 2.5 äquiv.) zur Reaktionsmischung zugetropft und weitere 14-

72 h lang bei Raumtemperatur gerührt. Die Lösung wurde anschließend durch Zugabe von wäss-

riger Ammoniumchlorid-Lösung verdünnt, die Phasen getrennt und die wässrige Phase mit 

EtOAc (3x) extrahiert. In Folge dessen wurden die vereinigten organischen Phasen über Natri-

umsulfat getrocknet und das Lösemittel unter verminderten Druck entfernt. Der verbliebene 

Rückstand wurde mittels der Reinigungsbedingung AT.D2 unter Verwendung des TELEDYNE 

ISCO COMBIFLASH NEXTGEN 300+-Systems gereinigt Dabei konnten sowohl die 2-(Hydroxy-

methyl)morpholin-Fragmente (±)-3a-e als auch das 3-Hxdroxyoxazepan-Fragment (±)-4a in ei-

nem Verhältnis von 9:1 in moderaten Ausbeuten isoliert werden. 
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Darstellung des nukleophilen Acetamids (S)-17a 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 tert-Butyl 

(S)-3-aminopiperidin-1-carboxylat ((S)-16a, C10H20N2O2, 200.28 g/mol, 5000 mg, 25 mmol) 

mit der entsprechenden Menge an Pyridin (2.4 g, 2.4 mL, 30 mmol) und Chloracetylchlorid 

(3.2 g, 2.3 mL, 28.7 mmol) und darauf folgend in Schritt 2 mit der stöchiometrisch-äquivalenten 

Menge des nukleophilen Reagenzes (4.3 g, 37.4 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Pro-

dukt (S)-17a (316.42 g/mol, 7.9 g, 25 mmol) wurde als orangegelbes, hochviskoses Öl erhalten.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 5.7 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 316.15 für 

[M+H+], m/z gefunden: 339.2 [M+H++Na+] und 317.1 [M+H+]. 

Darstellung des nukleophilen Acetamids (R)-17b 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 tert-Butyl 

(R)-3-aminopiperidin-1-carboxylat ((R)-16b, C10H20N2O2, 200.28 g/mol, 5000 mg, 25 mmol) 

mit der entsprechenden Menge an Pyridin (2.4 g, 2.4 mL, 30 mmol) und Chloracetylchlorid 

(3.2 g, 2.3 mL, 28.7 mmol) und darauf folgend in Schritt 2 mit der stöchiometrisch-äquivalenten 

Menge des nukleophilen Reagenzes (4.3 g, 37.4 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Pro-

dukt (R)-17b (316.42 g/mol, 7.9 g, 25 mmol) wurde als orangebraunes, hochviskoses Öl 

erhalten.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 5.5 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 316.15 für 

[M+H+], m/z gefunden: 339.2 [M+H++Na+]. 
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Darstellung des nukleophilen Acetamids (S)-17c 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 tert-Butyl 

(S)-3-aminopyrrolidin-1-carboxylat ((S)-16c, C9H18N2O2, 186.25 g/mol, 2000 mg, 

10.7 mmol) mit der entsprechenden Menge an Pyridin (1 g, 1 mL, 12.8 mmol) und 

Chloracetylchlorid (1.4 g, 1 mL, 12.3 mmol) und darauf folgend in Schritt 2 mit der stöchio-

metrisch-äquivalenten Menge des nukleophilen Reagenzes (1.8 g, 16.1 mmol) zur Reaktion 

gebracht wurde. Das Produkt (S)-17c (302.39 g/mol, 3.2 g, 10.7 mmol) wurde als gelbes Öl er-

halten.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 5.8 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 302.13 für 

[M+H+], m/z gefunden: 325.1 [M+H++Na+]. 

Darstellung des nukleophilen Acetamids (R)-17d 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 tert-Butyl 

(R)-3-aminopyrrolidin-1-carboxylat ((R)-16d, C9H18N2O2, 186.25 g/mol, 2000 mg, 

10.7 mmol) mit der entsprechenden Menge an Pyridin (1 g, 1 mL, 12.8 mmol) und 

Chloracetylchlorid (1.4 g, 1 mL, 28.7 mmol) und darauf folgend in Schritt 2 mit der stöchio-

metrisch-äquivalenten Menge des nukleophilen Reagenzes (1.8 g, 16.1 mmol) zur Reaktion 

gebracht wurde. Das Produkt (R)-17d (302.39 g/mol, 3.2 g, 10.7 mmol) wurde als dunkelgelbes 

Öl erhalten.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 5.8 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 302.13 für 

[M+H+], m/z gefunden: 325.1 [M+H++Na+]. 
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Darstellung des nukleophilen Acetamids (S)-17e 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 tert-Butyl 

(S)-3-aminoazepan-1-carboxylat ((S)-16e, C11H22N2O2, 214.31 g/mol, 1000 mg, 4.7 mmol) 

mit der entsprechenden Menge an Pyridin (443 mg, 452 µL, 5.6 mmol) und Chloracetylchlorid 

(606 mg, 427 µL, 5.4 mmol) und darauf folgend in Schritt 2 mit der stöchiometrisch-äquiva-

lenten Menge des nukleophilen Reagenzes (799 mg, 7 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das 

Produkt (S)-17e (330.44 g/mol, 1540 mg, 4.7 mmol) wurde als rote Flüssigkeit erhalten.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 6.3 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 330.16 für 

[M+H+], m/z gefunden: 231.1 [M+H+-Boc]. 

Darstellung des nukleophilen Acetamids (R)-17f 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 tert-Butyl 

(R)-3-aminoazepan-1-carboxylat ((R)-16f, C11H22N2O2, 214.31 g/mol, 1.02 g/mL, 600 mg, 

588 µL, 2.8 mmol) mit der entsprechenden Menge an Pyridin (266 mg, 271 µL, 3.4 mmol) und 

Chloracetylchlorid (364 mg, 256 µL, 3.2 mmol) und darauf folgend in Schritt 2 mit der stöchio-

metrisch-äquivalenten Menge des nukleophilen Reagenzes (480 mg, 4.2 mmol) zur Reaktion 

gebracht wurde. Das Produkt (R)-17f (330.44 g/mol, 925 mg, 2.8 mmol) wurde als dunkelrote 

Flüssigkeit erhalten.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 6.5 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 330.16 für 

[M+H+], m/z gefunden: 231.1 [M+H+-Boc]. 
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Darstellung des nukleophilen Acetamids 17g 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 

Cyclohexylamin (16g, C6H13N, 99.18 g/mol, 0.86 g/mL, 3500 mg, 4.1 mL, 35.3 mmol) mit der 

entsprechenden Menge an Pyridin (3.4 g, 3.4 mL, 42.4 mmol) und Chloracetylchlorid (4.6 g, 

3.2 mL, 40.6 mmol) und darauf folgend in Schritt 2 mit der stöchiometrisch-äquivalenten 

Menge des nukleophilen Reagenzes (6.1 g, 52.9 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Pro-

dukt 17g (215.31 g/mol, 7.6 g, 35.3 mmol) wurde als gelbe Flüssigkeit erhalten.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 8.1 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 215.10 für 

[M+H+], m/z gefunden: 216.0 [M+H+]. 

Darstellung des nukleophilen Acetamids 17h 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 tert-Butyl 

4-aminopiperidin-1-carboxylat (16h, C10H20N2O2, 200.28 g/mol, 1500 mg, 7.5 mmol) mit der 

entsprechenden Menge an Pyridin (711 mg, 725 µL, 9 mmol) und Chloracetylchlorid (973 mg, 

685 µL, 8.6 mmol) und darauf folgend in Schritt 2 mit der stöchiometrisch-äquivalenten Menge 

des nukleophilen Reagenzes (1280 mg, 11.2 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Pro-

dukt 17h (316.42 g/mol, 2.4 g, 7.5 mmol) wurde als orangebrauner Feststoff erhalten.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 5.5 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 316.15 für 

[M+H+], m/z gefunden: 339.2 [M+H++Na+] und 219.1 [M+H+-Boc]. 

  



5 Experimenteller Teil 123 
 

 

Darstellung des nukleophilen Acetamids 17i 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 tert-Butyl 

2,6-diazaspiro[3.3]heptan-2-carboxylat-Oxalat (2:1) (16i, C22H38N4O8, 486.57 g/mol, 

1000 mg, 2.1 mmol) mit der zweifachen Menge an Pyridin (390 mg, 398 µL, 4.9 mmol, 

2.4 äquiv) und Chloracetylchlorid (267 mg, 188 µL, 2.4 mmol) und darauf folgend in Schritt 2 

mit der stöchiometrisch-äquivalenten Menge des nukleophilen Reagenzes (352 mg, 3.1 mmol) 

zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 17i (314.4 g/mol, 646 mg, 2.1 mmol) wurde als rote 

Flüssigkeit erhalten.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 5.2 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 314.13 für 

[M+H+], m/z gefunden: 337.2 [M+H++Na+] und 215.2 [M+H+-Boc]. 

Darstellung des nukleophilen Acetamids 17j 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 4-

Aminopyridin (16j, Fampridin, C5H6N2, 94.12 g/mol, 3500 mg, 37.2 mmol) mit der entspre-

chenden Menge an Pyridin (3.5 g, 3.6 mL, 44.6 mmol) und Chloracetylchlorid (4.8 g, 3.4 mL, 

42.8 mmol) und darauf folgend in Schritt 2 mit der stöchiometrisch-äquivalenten Menge des 

nukleophilen Reagenzes (6.4 g, 55.8 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 17j 

(210.25 g/mol, 7.8 g, 37.2 mmol) wurde als schwarzer Feststoff erhalten.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 2.1 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 210.05 für 

[M+H+], m/z gefunden: 232.1 [M+H++Na+]. 
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Darstellung des nukleophilen Acetamids 17k 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 2-

Aminopyrazin (16l, C4H5N3, 95.10 g/mol, 532.6 mg, 5.6 mmol) mit der entsprechenden Menge 

an Pyridin (532 mg, 542 µL, 6.7 mmol) und Chloracetylchlorid (727 mg, 512 µL, 6.4 mmol) 

und darauf folgend in Schritt 2 mit der stöchiometrisch-äquivalenten Menge des nukleophilen 

Reagenzes (959 mg, 8.4 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 17k (211.24 g/mol, 

1.3 g, 5.6 mmol) wurde als orangebrauner Feststoff erhalten.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 1.9 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 211.04 für 

[M+H+], m/z gefunden: 212.0 [M+H+]. 

Darstellung des nukleophilen Acetamids 17l 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 2-Amino-

5-methylpyridin (16l, C6H8N2, 108.14 g/mol, 605.6 mg, 5.6 mmol) mit der entsprechenden 

Menge an Pyridin (532 mg, 542 µL, 6.7 mmol) und Chloracetylchlorid (727 mg, 512 µL, 

6.4 mmol) und darauf folgend in Schritt 2 mit der stöchiometrisch-äquivalenten Menge des 

nukleophilen Reagenzes (959 mg, 8.4 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 17l 

(224.28 g/mol, 1.3 g, 5.6 mmol) wurde als schwarze Flüssigkeit erhalten.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 1.9 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 224.06 für 

[M+H+], m/z gefunden: 246.1 [M+H++Na+]. 
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Darstellung des nukleophilen Acetamids (3S,5S)-17m 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 tert-Butyl 

(3S,5S)-3-amino-5-fluorpiperidin-1-carboxylat ((3S,5S)- 16m, C10H19FN2O2, 218.27 g/mol, 

804.9 mg, 3.7 mmol) mit der entsprechenden Menge an Pyridin (350 mg, 357 µL, 4.4 mmol) 

und Chloracetylchlorid (479 mg, 337 µL, 4.2 mmol) und darauf folgend in Schritt 2 mit der 

stöchiometrisch-äquivalenten Menge des nukleophilen Reagenzes (632 mg, 5.5 mmol) zur 

Reaktion gebracht wurde. Das Produkt (3S,5S)-17m (334.41 g/mol, 1.2 g, 3.7 mmol) wurde als 

hochviskoses orangenes Öl erhalten.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 5.1 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 334.14 für 

[M+H+], m/z gefunden: 357.1 [M+H++Na+] und 219.0 [M+H+-Boc]. 

Darstellung des nukleophilen Acetamids  (S)-17n 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 tert-Butyl 

(3S)-5-amino-3,3-difluorpiperidin-1-carboxylat ((S)-17n, C10H18F2N2O2, 236.26 g/mol, 

871.2 mg, 3.7 mmol) mit der entsprechenden Menge an Pyridin (350 mg, 357 µL, 4.4 mmol) 

und Chloracetylchlorid (479 mg, 337 µL, 4.2 mmol) und darauf folgend in Schritt 2 mit der stö-

chiometrisch-äquivalenten Menge des nukleophilen Reagenzes (632 mg, 5.5 mmol) zur 

Reaktion gebracht wurde. Das Produkt (S)-17n (352.40 g/mol, 1.3 g, 3.7 mmol) wurde als 

hochviskoses gelbes Öl erhalten.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 5.5 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 352.13 für 

[M+H+], m/z gefunden: 375.2 [M+H++Na+]. 
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Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 3‘-Fluoracetophenon 

(18a, C8H7FO, 138.14 g/mol, 1.13 g/mL, 8 g, 7.1 mL, 57.9 mmol) mit der entsprechenden 

Menge an Phosphoroxychlorid (15.1 g, 9.2 mL, 98.4 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid 

(4.4 g, 63.7 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-Chlor-3-(3-fluorphenyl)prop-

2-ennitril (19a, C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 7 g, 38.8 mmol, 67%) wurde als brauner Feststoff in 

moderater Ausbeute erhalten und ohne weitere Aufreinigung im nächsten Schritt verwendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 7.3 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 181.01 für 

C9H5ClFN [M+H+], m/z gefunden: 182.0 [M+H+]. 

Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19b 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 2‘-Fluoracetophenon 

(18b, C8H7FO, 138.14 g/mol, 1.14 g/mL, 4000 mg, 3.5 mL, 29.0 mmol) mit der entsprechen-

den Menge an Phosphoroxychlorid (7.6 g, 4.6 mL, 49.2 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid 

(2.2 g, 31.9 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-Chlor-3-(2-fluorphenyl)prop-

2-ennitril (19b, C9H5ClFN, 181.59 g/mol, 2945 mg, 16.2 mmol, 56%) wurde als gelbes Öl in 

moderater Ausbeute erhalten und ohne weitere Aufreinigung im nächsten Schritt verwendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 7.3 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 181.0 für 

C9H5ClFN [M+H+], m/z gefunden: 182.0 [M+H+]. 
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Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19c 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 2‘,4‘-

Difluoracetophenon (18c, C8H6F2O, 145.13 g/mol, 1.23 g/mL, 4000 mg, 3.2 mL, 25.6 mmol) 

mit der entsprechenden Menge an Phosphoroxychlorid (6.7 g, 4.1 mL, 43.6 mmol) und 

Hydroxylaminhydrochlorid (2.0 g, 28.2 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-

Chlor-3-(2,4-difluorphenyl)prop-2-ennitril (19c, C9H4ClF2N, 199.58 g/mol, 2454 mg, 

12.3 mmol, 48%) wurde als kristallines braunes Pulver in moderater Ausbeute erhalten und ohne 

weitere Aufreinigung im nächsten Schritt verwendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 7.2 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 199.00 für 

C9H4ClF2N [M+H+], m/z gefunden: 200.0 [M+H+]. 

Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19d 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 3‘,4‘-

Difluoracetophenon (18d, C8H6F2O, 145.13 g/mol, 1.25 g/mL, 4000 mg, 3.2 mL, 25.6 mmol) 

mit der entsprechenden Menge an Phosphoroxychlorid (6.7 g, 4.1 mL, 43.6 mmol) und 

Hydroxylaminhydrochlorid (2.0 g, 28.2 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-

Chlor-3-(3,4-difluorphenyl)prop-2-ennitril (19d, C9H4ClF2N, 199.58 g/mol, 3477 mg, 

17.4 mmol, 68%) wurde als gelbbrauner Feststoff in moderater Ausbeute erhalten und ohne wei-

tere Aufreinigung im nächsten Schritt verwendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 7.4 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 199.00 für 

C9H4ClF2N [M+H+], m/z gefunden: 200.0 [M+H+]. 
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Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19e 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 3‘,5‘-

Difluoracetophenon (18e, C8H6F2O, 145.13 g/mol, 1.23 g/mL, 4000 mg, 3.2 mL, 25.6 mmol) 

mit der entsprechenden Menge an Phosphoroxychlorid (6.7 g, 4.1 mL, 43.6 mmol) und 

Hydroxylaminhydrochlorid (2.0 g, 28.2 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-

Chlor-3-(2-fluorphenyl)prop-2-ennitril (19e, C9H4ClF2N, 199.58 g/mol, 2913 mg, 14.6 mmol, 

57%) wurde als weißer Feststoff in moderater Ausbeute erhalten und ohne weitere Aufreinigung 

im nächsten Schritt verwendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 7.6 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 199.00 für 

C9H4ClF2N [M+H+], m/z gefunden: 200.0 [M+H+]. 

Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19f 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 3‘-Bromacetophenon 

(18f, C8H7BrO, 199.05 g/mol, 1.49 g/mL, 10.0 g, 6.7 mL, 50.2 mmol) mit der entsprechenden 

Menge an Phosphoroxychlorid (13.1 g, 7.9 mL, 85.4 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid 

(3.8 g, 55.3 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-(3-Bromphenyl)-3-chlorprop-

2-ennitril (19f, C9H5ClBrN, 242.50 g/mol, 8.6 g, 35.6 mmol, 71%) wurde als gelber Feststoff in 

moderater Ausbeute erhalten und ohne weitere Aufreinigung im nächsten Schritt verwendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 7.1 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 240.93 für 

C9H5ClBrN [M+H+], m/z gefunden: 241.9 [M+H+]. 
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Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19g 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 3‘-Iodacetophenon 

(18g, C8H7IO, 246.05 g/mol, 1.19 g/mL, 5000 mg, 4.2 mL, 25.1 mmol) mit der entsprechenden 

Menge an Phosphoroxychlorid (6.5 g, 4.0 mL, 42.7 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid 

(1.9 g, 27.6 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-Chlor-3-(3-iodphenyl)prop-2-

ennitril (19g, C9H5IFN, 289.50 g/mol, 4589 mg, 15.9 mmol, 63%) wurde als kristallines gelbes 

Pulver in moderater Ausbeute erhalten und ohne weitere Aufreinigung im nächsten Schritt ver-

wendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 8.2 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 288.92 für 

C9H5IFN [M+H+], m/z gefunden: 289.9 [M+H+]. 

Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19h 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 3‘-Nitroacetophenon 

(18h, C8H7NO3, 165.15 g/mol, 1.19 g/mL, 4145 mg, 3.5 mL, 25.1 mmol) mit der entsprechen-

den Menge an Phosphoroxychlorid (6.5 g, 4.0 mL, 42.7 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid 

(1.9 g, 27.6 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-Chlor-3-(3-nitrophenyl)prop-

2-ennitril (19h, C9H5ClN2O2, 208.60 g/mol, 3246 mg, 15.6 mmol, 62%) wurde als gelber Fest-

stoff in moderater Ausbeute erhalten und ohne weitere Aufreinigung im nächsten Schritt 

verwendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 7.9 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 208.00 für 

C9H5ClN2O2 [M+H+], m/z gefunden: 209.0 [M+H+]. 
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Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19i 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 3-Acetylpyridin (18i, 

C7H7NO, 121.14 g/mol, 1.10 g/mL, 2423 mg, 2.2 mL, 20 mmol) mit der entsprechenden 

Menge an Phosphoroxychlorid (5.2 g, 3.2 mL, 34 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid 

(1.4 g, 22 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-Chlor-3-(pyridin-3-yl)prop-2-

ennitril (19i, C8H5ClN2, 164.59 g/mol, 395 mg, 2.4 mmol, 12%) wurde als grauer Feststoff in 

geringer Ausbeute erhalten und ohne weitere Aufreinigung im nächsten Schritt verwendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 5.8 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 164.01 für 

C8H5ClN2 [M+H+], m/z gefunden: 188.1 [M+Na+]. 

Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19j 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 5‘-Fluor-2‘-

Methoxyacetophenon (18j, C9H9FO2, 168.17 g/mol, 1.12 g/mL, 3414 mg, 3.1 mL, 20.3 mmol) 

mit der entsprechenden Menge an Phosphoroxychlorid (5.3 g, 3.2 mL, 34.5 mmol) und 

Hydroxylaminhydrochlorid (1.6 g, 22.3 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt  3-

Chlor-3-(5-fluor-2-methoxyphenyl)prop-2-ennitril (19j, C10H7ClFNO, 211.62 g/mol, 

3007 mg, 14.2 mmol, 70%) wurde als rotbraunes Pulver in moderater Ausbeute erhalten und 

ohne weitere Aufreinigung im nächsten Schritt verwendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 7.1 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 211.02 für 

C10H7ClFNO [M+H+], m/z gefunden: 212.0 [M+H+]. 
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Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19k 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 3‘-(Pyridin-4-yl)-

acetophenon (18k, C13H11NO, 197.24 g/mol, 0.99 g/mL, 986 mg, 1 mL, 5 mmol) mit der ent-

sprechenden Menge an Phosphoroxychlorid (1 g, 0.8 mL, 8.5 mmol) und 

Hydroxylaminhydrochlorid (382 mg, 5.5 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-

Chlor-3-(4-(pyridin-4-yl)phenyl)prop-2-ennitril (19k, C14H9ClN2, 240.69 g/mol, 157 mg, 

0.7 mmol, 13%) wurde als grauer Feststoff in geringer Ausbeute erhalten und ohne weitere Auf-

reinigung im nächsten Schritt verwendet.   

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.3 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 240.05 für 

C14H9ClN2 [M+H+], m/z gefunden: 241.0 [M+H+]. 

Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19l 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 4′-(Imidazol-1-

yl)acetophenon (18l, C11H10N2O, 186.21 g/mol, 2384 mg, 12.8 mmol) mit der entsprechenden 

Menge an Phosphoroxychlorid (3.3 g, 2 mL, 21.8 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid 

(978 mg, 14.1 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-Chlor-3-(3-(pyridin-4-

yl)phenyl)prop-2-ennitril (19l, C12H8ClN3, 229.61 g/mol, 382 mg, 1.7 mmol, 13%) wurde als 

gelborangener Feststoff in geringer Ausbeute erhalten und ohne weitere Aufreinigung im nächs-

ten Schritt verwendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.5 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 229.04 für 

C12H8ClN3 [M+H+], m/z gefunden: 230.0 [M+H+]. 
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Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils19m 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 4′-

Morpholinacetophenon (18m, C12H15NO2, 205.26 g/mol, 4105 mg, 20 mmol) mit der entspre-

chenden Menge an Phosphoroxychlorid (5.2 g, 3.2 mL, 34 mmol) und 

Hydroxylaminhydrochlorid (1.4 g, 22 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-

Chlor-3-(4-morpholinophenyl)prop-2-ennitril (19m, C13H13ClN2O, 248.71 g/mol, 398 mg, 

1.6 mmol, 8%) wurde als dunkelgrüner Feststoff in geringer Ausbeute erhalten und ohne weitere 

Aufreinigung im nächsten Schritt verwendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 7.1 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 248.07 für 

C13H13ClN2O [M+H+], m/z gefunden: 249.0 [M+H+]. 

Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19n 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 3′-

Morpholinacetophenon (18n, C12H15NO2, 205.26 g/mol, 1000 mg, 4.9 mmol) mit der entspre-

chenden Menge an Phosphoroxychlorid (1.3 g, 0.8 mL, 8.3 mmol) und 

Hydroxylaminhydrochlorid (372 mg, 5.4 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-

Chlor-3-(3-morpholinophenyl)prop-2-ennitril (19n, C13H13ClN2O, 248.71 g/mol, 230 mg, 

0.9 mmol, 19%) wurde als hochviskoses, gelbes Öl in geringer Ausbeute erhalten und ohne wei-

tere Aufreinigung im nächsten Schritt verwendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 7.0 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 248.07 für 

C13H13ClN2O [M+H+], m/z gefunden: 249.0 [M+H+]. 
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Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19o 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 3‘-(Pyridin-4-yl)-

acetophenon (18o, C13H11NO, 197.24 g/mol, 0.99 g/mL, 986 mg, 1 mL, 5 mmol) mit der ent-

sprechenden Menge an Phosphoroxychlorid (1 g, 0.8 mL, 8.5 mmol) und 

Hydroxylaminhydrochlorid (382 mg, 5.5 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-

Chlor-3-(3-(pyridin-4-yl)phenyl)prop-2-ennitril (19o, C14H9ClN2, 240.69 g/mol, 132 mg, 

0.6 mmol, 11%) wurde als violetter Feststoff in geringer Ausbeute erhalten und ohne weitere 

Aufreinigung im nächsten Schritt verwendet.   

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.5 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 240.05 für 

C14H9ClN2 [M+H+], m/z gefunden: 241.0 [M+H+]. 

Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19p 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 2-Acetylbenzofuran 

(18p, C10H8O2, 160.17 g/mol, 4004 mg, 25 mmol) mit der entsprechenden Menge an 

Phosphoroxychlorid (6.5 g, 4 mL, 42.5 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid (1.9 g, 

27.5 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-Chlor-3-(benzofuran-2-yl)prop-2-en-

nitril (19p, C11H6ClNO, 203.62 g/mol, 1935 mg, 9.5 mmol, 38%) wurde als orangebrauner 

Feststoff in moderater Ausbeute erhalten und ohne weitere Aufreinigung im nächsten Schritt 

verwendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 8.1 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 203.01 für 

C11H6ClNO [M+H+], m/z gefunden: 204.0 [M+H+]. 
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Darstellung des β-Chlorzimtsäurenitrils 19q 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 4-Acetyl-5-methyl-1-

phenyl-1H-pyrazol (18q, C12H12N2O, 200.24 g/mol, 1000 mg, 5 mmol) mit der entsprechenden 

Menge an Phosphoroxychlorid (1 g, 0.8 mL, 8.5 mmol) und Hydroxylaminhydrochlorid 

(382 mg, 5.5 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das Produkt 3-Chlor-3-(5-methyl-1-phenyl-

1H-pyrazol-4-yl)prop-2-ennitril (19q, C13H10ClN3, 243.69 g/mol, 499 mg, 2.1 mmol, 41%) 

wurde als brauner Feststoff in moderater Ausbeute erhalten und ohne weitere Aufreinigung im 

nächsten Schritt verwendet.  

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 6.4 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 243.06 für 

C13H10ClN3 [M+H+], m/z gefunden: 244.0 [M+H+]. 

Darstellung von NDI ((S)-15aa) 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 800 mg, 2.5 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 413 mg, 2.3 mmol, 

0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (683 mg, 0.7 mL, 3.8 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. 

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (419.52 g/mol, 465 mg, 1.1 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (230 mg, 191 µL, 1.2 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (469 mg, 4 mL, 

27.6 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (462.54 g/mol, 320 mg, 

0.7 mmol) konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufge-

reinigt und in Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.7 g, 4.8 mL, 19.2 mmol) 

zum finalen Produkt umgesetzt.  

Die freie Base des NDIs  ((S)-15aa, 362.42 g/mol, 250 mg, 0.7 mmol, 27% (über 3 Schritte)) 

konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer Extraktion 

(pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließender Sublima-

tionstrocknung in einer moderaten Ausbeute als kristallines gelblich-weißes Pulver mit hoher 

Reinheit isoliert werden. 



5 Experimenteller Teil 135 
 

 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ = 10.00 (br. s., 1H), 8.28 (s, 1H), 7.95 (d, J = 7.77 Hz, 1H), 

7.41 - 7.54 (m, 3H), 7.24 (appt, J = 8.20 Hz, 1H), 6.66 (br. s., 2H), 3.88 - 4.00 (m, 1H), 3.06 (dd, 

J = 2.88, 11.65 Hz, 1H), 2.93 (appd, J = 12.44 Hz, 1H), 2.62 (t, J = 10.81 Hz, 1H), 2.56 (appt, J 

= 10.33 Hz, 1H), 1.84 (appd, J = 9.81 Hz, 1H), 1.71 (dd, J = 3.56, 9.47 Hz, 1H), 1.46 - 1.61 (m, 

2H). 13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ = 163.4, 162.9, 161.8, 154.9, 145.1, 141.8, 135.3, 131.5, 

121.7, 119.3, 115.6, 112.1, 109.4, 49.1, 45.5, 44.6, 29.6, 23.5. HPLC-MS (ESI-MS): 

[tR] = 4.7 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 362.12 für [M+H+], m/z gefun-

den: 363.2 [M+H+]. 

Darstellung des NDI-Derivats (R)-15ba 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (R)-17b (316.42 g/mol, 120 mg, 0.38 mmol) mit der ent-

sprechenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 62 mg, 

0.3 mmol, 0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (102 mg, 0.1 mL, 0.6 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde. Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (419.52 g/mol, 45 mg, 0.11 mmol) aus Schritt 

1 wurde über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten 

Reagenz (22 mg, 19 µL, 0.1 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (46 mg, 0.4 mL, 

2.7 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (462.54 g/mol, 30 mg, 

0.06 mmol) konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufge-

reinigt und in Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (65 mg, 0.5 mL, 1.8 mmol) 

zum finalen Produkt umgesetzt.  

Die freie Base des NDI-Derivats (R)-15ba (362.42 g/mol, 20.3 mg, 0.06 mmol, 15% (über 3 

Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer 

Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließen-

der Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als flockiges, gelbes Pulver mit hoher 

Reinheit isoliert werden. 
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1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ = 10.00 (br. s., 1H), 8.28 (s, 1H), 7.95 (d, J = 7.77 Hz, 1H), 

7.41 - 7.54 (m, 3H), 7.24 (appt, J = 8.20 Hz, 1H), 6.66 (br. s., 2H), 3.88 - 4.00 (m, 1H), 3.06 (dd, 

J = 2.88, 11.65 Hz, 1H), 2.93 (appd, J = 12.44 Hz, 1H), 2.62 (t, J = 10.81 Hz, 1H), 2.56 (appt, J 

= 10.33 Hz, 1H), 1.84 (appd, J = 9.81 Hz, 1H), 1.71 (dd, J = 3.56, 9.47 Hz, 1H), 1.46 - 1.61 (m, 

2H). 13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ = 163.4, 162.9, 161.8, 154.9, 145.1, 141.8, 135.3, 131.5, 

121.7, 119.3, 115.6, 112.1, 109.4, 49.1, 45.5, 44.6, 29.6, 23.5. HPLC-MS (ESI-MS): 

[tR] = 4.8 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 362.12 für [M+H+], m/z gefun-

den: 363.2 [M+H+]. 

Darstellung des NDI-Derivats (S)-15ab 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 750 mg, 2.4 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19b (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 430 mg, 2.4 mmol, 

1 äquiv.) und und Natriummethoxid (711 mg, 0.7 mL, 4 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. 

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (419. g/mol, 700 mg, 1.7 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.A2 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (346 mg, 288 µL, 1.8 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (710 mg, 6 mL, 

41.7 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (462.54 g/mol, 400 mg, 

0.9 mmol) konvertiert.  

Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 3 mit 

Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.9 g, 6 mL, 24 mmol) zum finalen Produkt umgesetzt.  

Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15ab (362.42 g/mol, 311 mg, 0.9 mmol, 36% (über 3 

Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer 

Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließen-

der Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als feines kristallines, gelbliches Pulver 

mit hoher Reinheit isoliert werden. 
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1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 9.98 (s, 1H), 8.29 (s, 1H), 7.74 (appd, J = 7.95 Hz, 1H), 

7.66 (dt, J = 1.65, 7.92 Hz, 1H), 7.22 - 7.42 (m, 3H), 6.55 (br. s., 2H), 3.72 (apptq, J = 4.40, 

8.40 Hz, 1H), 2.86 (dd, J = 3.24, 11.68 Hz, 1H), 2.71 (td, J = 4.00, 12.20 Hz, 1H), 2.35 (dquin, 

J = 2.20, 11.00 Hz, 2H), 1.74 (td, J = 3.20, 8.90 Hz, 1H), 1.54 (td, J = 3.50, 12.80 Hz, 1H), 1.44 

(dq, J = 4.10, 11.00 Hz, 1H), 1.33 (tt, J = 4.10, 11.10 Hz, 1H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) 

δ = 162.9, 154.9, 144.4, 128.4, 125.4, 120.9, 120.9, 120.5, 116.8, 116.5, 109.9, 109.8, 51.0, 46.9, 

45.6, 30.3, 25.2. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.6 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z be-

rechnet: 362.12 für [M+H+], m/z gefunden: 363.1 [M+H+]. 

Darstellung des NDI-Derivats (R)-15bb 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (R)-17b (316.42 g/mol, 1000 mg, 3.2 mmol) mit der ent-

sprechenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19b (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 631 mg, 

3.5 mmol, 1.1 äquiv.) und Natriummethoxid (854 mg, 0.9 mL, 4.7 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde. Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (419.52 g/mol, 960 mg, 2.3 mmol) aus Schritt 

1 wurde über das Reinigungsprotokoll AT.A2 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten 

Reagenz (474 mg, 395 µL, 2.5 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (974 mg, 8.2 mL, 

57.2 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (462.54 g/mol, 629 mg, 

1.4 mmol) konvertiert.  

Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 3 mit 

Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (1.4 g, 9.5 mL, 37.8 mmol) zum finalen Produkt umge-

setzt.  

Die freie Base des NDI-Derivats (R)-15bb (362.42 g/mol, 424 mg, 1.2 mmol, 37%  (über 3 

Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer 

Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließen-

der Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als klumpiges, gelbes Pulver mit hoher 

Reinheit isoliert werden. 
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1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 9.98 (s, 1H), 8.29 (s, 1H), 7.74 (appd, J = 7.95 Hz, 1H), 

7.66 (dt, J = 1.65, 7.92 Hz, 1H), 7.22 - 7.42 (m, 3H), 6.55 (br. s., 2H), 3.72 (apptq, J = 4.40, 

8.40 Hz, 1H), 2.86 (dd, J = 3.24, 11.68 Hz, 1H), 2.71 (td, J = 4.00, 12.20 Hz, 1H), 2.35 (dquin, 

J = 2.20, 11.00 Hz, 2H), 1.74 (td, J = 3.20, 8.90 Hz, 1H), 1.54 (td, J = 3.50, 12.80 Hz, 1H), 1.44 

(dq, J = 4.10, 11.00 Hz, 1H), 1.33 (tt, J = 4.10, 11.10 Hz, 1H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) 

δ = 162.9, 154.9, 144.4, 128.4, 125.4, 120.9, 120.9, 120.5, 116.8, 116.5, 109.9, 109.8, 51.0, 46.9, 

45.6, 30.3, 25.2. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.6 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z be-

rechnet: 362.12 für [M+H+], m/z gefunden: 363.1 [M+H+]. 

Darstellung des NDI-Derivats (S)-15ac 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 750 mg, 2.4 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19c (C9H5ClF2N, 199.59 g/mol, 473 mg, 

2.4 mmol, 1 äquiv.) und Natriummethoxid (711 mg, 0.7 mL, 4 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde. Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (437.51 g/mol, 740 mg, 1.7 mmol) aus Schritt 

1 wurde über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten 

Reagenz (351 mg, 292 µL, 1.9 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (720 mg, 6 mL, 

42.3 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden Intermediat (480.54 g/mol, 415 mg, 

0.9 mmol) konvertiert.  

Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 3 mit 

Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.8 g, 6 mL, 24 mmol) zum finalen Produkt umgesetzt. 

Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15ac (380.41 g/mol, 323 mg, 0.9 mmol, 36% (über 3 

Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer 

Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließen-

der Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als kristallines gelbes Pulver mit hoher 

Reinheit isoliert werden. 
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1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.04 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 7.74 - 7.87 (m, 2H), 7.45 

(appddd, J = 2.69, 9.14, 11.77 Hz, 1H), 7.22 (appddt, J = 0.70, 2.70, 8.50 Hz, 1H), 6.63 (br. s., 

2H), 3.80 (apptq, J = 4.40, 8.90 Hz, 1H), 2.94 (dd, J = 3.24, 11.68 Hz, 1H), 2.79 (td, J = 4.00, 

12.20 Hz, 1H), 2.43 (dquin, J = 1.90, 11.00 Hz, 2H), 1.81 (td, J = 3.20, 8.90 Hz, 1H), 1.61 (td, J 

= 4.10, 12.80 Hz, 1H), 1.51 (dq, J = 4.10, 11.00 Hz, 1H), 1.40 (tt, J = 4.00, 11.10 Hz, 1H). 13C 

NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ = 162.8, 154.9, 144.5, 135.1, 130.0, 120.8, 112.9, 112.6, 105.4, 

105.1, 59.6, 50.9, 46.9, 45.6, 30.4, 25.4, 21.0, 13.9. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 0.8 min (HPLC-

Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 380.11 für [M+H+], m/z gefunden: 381.2 [M+H+]. 

Darstellung des NDI-Derivats (R)-15bc 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (R)-17b (316.42 g/mol, 1000 mg, 3.2 mmol) mit der ent-

sprechenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19c (C9H5ClF2N, 199.59 g/mol, 568 mg, 

2.8 mmol, 1 äquiv.) und und Natriummethoxid (854 mg, 0.9 mL, 4.7 mmol) zur Reaktion ge-

bracht wurde. Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (437.51 g/mol, 1174 mg, 2.7 mmol) aus 

Schritt 1 wurde über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem am-

bivalenten Reagenz (556 mg, 463 µL, 3 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (1.1 g, 

9.6 mL, 67.1 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (480.54 g/mol, 171 mg, 

0.4 mmol) konvertiert.  

Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 3 mit 

Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.4 g, 2.5 mL, 9.9 mmol) zum finalen Produkt umge-

setzt. Die freie Base des NDI-Derivats (R)-15bc (380.41 g/mol, 133 mg, 0.4 mmol, 11%  (über 

3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer 

Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließen-

der Sublimationstrocknung in einer geringen Ausbeute als gelber Feststoff mit hoher Reinheit 

isoliert werden. 
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1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.04 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 7.74 - 7.87 (m, 2H), 7.45 

(appddd, J = 2.69, 9.14, 11.77 Hz, 1H), 7.22 (appddt, J = 0.70, 2.70, 8.50 Hz, 1H), 6.63 (br. s., 

2H), 3.80 (apptq, J = 4.40, 8.90 Hz, 1H), 2.94 (dd, J = 3.24, 11.68 Hz, 1H), 2.79 (td, J = 4.00, 

12.20 Hz, 1H), 2.43 (dquin, J = 1.90, 11.00 Hz, 2H), 1.81 (td, J = 3.20, 8.90 Hz, 1H), 1.61 (td, J 

= 4.10, 12.80 Hz, 1H), 1.51 (dq, J = 4.10, 11.00 Hz, 1H), 1.40 (tt, J = 4.00, 11.10 Hz, 1H). 13C 

NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ = 162.8, 154.9, 144.5, 135.1, 130.0, 120.8, 112.9, 112.6, 105.4, 

105.1, 59.6, 50.9, 46.9, 45.6, 30.4, 25.4, 21.0, 13.9. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.8 min (HPLC-

Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 380.11 für [M+H+], m/z gefunden: 381.1 [M+H+]. 

Darstellung des NDI-Derivats (S)-15ad 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 750 mg, 2.4 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19d (C9H5ClF2N, 199.59 g/mol, 473 mg, 

2.4 mmol, 1 äquiv.) und Natriummethoxid (711 mg, 0.7 mL, 4 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde. Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (437.51 g/mol, 800 mg, 1.7 mmol) aus Schritt 

1 wurde über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten 

Reagenz (379 mg, 316 µL, 2 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (779 mg, 6.5 mL, 

45.7 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden Intermediat (480.54 g/mol, 665 mg, 

1.4 mmol) konvertiert.   

Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 3 mit 

Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (1.4 g, 9.6 mL, 38.5 mmol) zum finalen Produkt umge-

setzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15ad (380.41 g/mol, 524 mg, 1.4 mmol, 58% (über 3 

Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer 

Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließen-

der Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als gelber Feststoff mit hoher Reinheit 

isoliert werden. 
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1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.01 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 7.79 (d, J = 7.95 Hz, 1H), 7.71 

(appddd, J = 2.14, 7.64, 11.62 Hz, 1H), 7.44 - 7.58 (m, 2H), 6.64 (br. s., 2H), 3.80 (apptq, J = 

4.40, 8.40 Hz, 1H), 2.94 (dd, J = 3.06, 11.62 Hz, 1H), 2.79 (td, J = 4.00, 12.23 Hz, 1H), 2.38 - 

2.48 (m, 2H), 1.81 (td, J = 3.20, 8.90 Hz, 1H), 1.63 (td, J = 4.10, 12.80 Hz, 1H), 1.51 (dq, J = 

4.10, 11.00 Hz, 1H), 1.35 - 1.46 (m, 1H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ = 162.8, 154.9, 

145.3, 141.0, 122.7, 119.5, 118.7, 118.5, 114.9, 114.6, 109.5, 50.8, 49.6, 49.3, 46.7, 45.5, 30.4, 

25.1. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.9 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 

380.11 für [M+H+], m/z gefunden: 381.1 [M+H+]. 

Darstellung des NDI-Derivats (R)-15bd 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (R)-17b (316.42 g/mol, 750 mg, 2.4 mmol) mit der ent-

sprechenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19d (C9H5ClF2N, 199.59 g/mol, 473 mg, 

2.4 mmol, 1 äquiv.) und Natriummethoxid (711 mg, 0.7 mL, 4 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde. Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (437.51 g/mol, 500 mg, 1.1 mmol) aus Schritt 

1 wurde über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten 

Reagenz (237 mg, 197 µL, 1.3 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (487 mg, 4.1 mL, 

28.6 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden Intermediat (462.54 g/mol, 661 mg, 

1.4 mmol) konvertiert.  

Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 3 mit 

Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (1.4 g, 9.6 mL, 38.2 mmol) zum finalen Produkt umge-

setzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15bd (380.41 g/mol, 521 mg, 1.4 mmol, 58% (über 

3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer 

Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließen-

der Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als gelber Feststoff mit hoher Reinheit 

isoliert werden. 
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1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.01 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 7.79 (d, J = 7.95 Hz, 1H), 7.71 

(appddd, J = 2.14, 7.64, 11.62 Hz, 1H), 7.44 - 7.58 (m, 2H), 6.64 (br. s., 2H), 3.80 (apptq, J = 

4.40, 8.40 Hz, 1H), 2.94 (dd, J = 3.06, 11.62 Hz, 1H), 2.79 (td, J = 4.00, 12.23 Hz, 1H), 2.38 - 

2.48 (m, 2H), 1.81 (td, J = 3.20, 8.90 Hz, 1H), 1.63 (td, J = 4.10, 12.80 Hz, 1H), 1.51 (dq, J = 

4.10, 11.00 Hz, 1H), 1.35 - 1.46 (m, 1H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ = 162.8, 154.9, 

145.3, 141.0, 122.7, 119.5, 118.7, 118.5, 114.9, 114.6, 109.5, 50.8, 49.6, 49.3, 46.7, 45.5, 30.4, 

25.1. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.7 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 

362.12 für [M+H+], m/z gefunden: 363.2 [M+H+]. 

Darstellung des NDI-Derivats (S)-15ae 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 159 mg, 0.5 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19e (C9H5ClF2N, 199.59 g/mol, 100 mg, 

0.5 mmol, 1 äquiv.) und Natriummethoxid (135 mg, 0.1 mL, 0.8 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde. Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (437.51 g/mol, 160 mg, 0.4 mmol) aus Schritt 

1 wurde über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten 

Reagenz (76 mg, 63 µL, 0.4 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (156 mg, 1.3 mL, 

9.1 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (480.54 g/mol, 115 mg, 

0.2 mmol) konvertiert.  

Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 3 mit 

Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.2 g, 1.7 mL, 6.7 mmol) zum finalen Produkt umge-

setzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15ae (380.41 g/mol, 59 mg, 0.2 mmol, 49 % (über 3 

Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer 

Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließen-

der Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als feines, kristallines, gelbliches Pulver 

mit hoher Reinheit isoliert werden. 
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1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 9.99 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.78 Hz, 1H), 7.27 - 

7.41 (m, 3H), 6.63 (br. s., 2H), 3.83 (apptq, J = 4.40, 8.40 Hz, 1H), 2.97 (dd, J = 3.20, 11.60 Hz, 

1H), 2.83 (appd, J = 12.05 Hz, 1H), 2.38 - 2.48 (m, 2H), 1.82 (appd, J = 10.50 Hz, 1H), 1.65 (td, 

J = 3.40, 12.21 Hz, 1H), 1.51 (dq, J = 4.10, 11.70 Hz, 1H), 1.43 (appt, J = 11.60 Hz, 1H). 13C 

NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ = 162.7, 154.8, 120.2, 110.4, 109.0, 99.7, 59.7, 50.3, 46.6, 45.5, 

30.3, 24.8, 20.8, 14.0. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 0.8 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z 
berechnet: 380.11 für [M+H+], m/z gefunden: 381.1 [M+H+]. 

Darstellung des NDI-Derivats (R)-15be 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (R)-17b (316.42 g/mol, 165.6 mg, 0.5 mmol) mit der ent-

sprechenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19e (C9H5ClF2N, 199.59 g/mol, 94 mg, 

0.5 mmol, 1 äquiv.) und Natriummethoxid (141 mg, 0.1 mL, 0.8 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde. Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (437.51 g/mol, 174 mg, 0.4 mmol) aus Schritt 

1 wurde über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten 

Reagenz (82 mg, 69 µL, 0.4 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (169 mg, 1.4 mL, 

9.9 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (480.54 g/mol, 106 mg, 

0.2 mmol) konvertiert.  

Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 3 mit 

Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.2 g, 1.5 mL, 6.1 mmol) zum finalen Produkt umge-

setzt. Die freie Base des NDI-Derivats (R)-15be (380.41 g/mol, 83 mg, 0.2 mmol, 42% (über 3 

Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer 

Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließen-

der Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als weißgelber Feststoff mit hoher 

Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ = 9.99 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.78 Hz, 1H), 7.27 - 

7.41 (m, 3H), 6.63 (br. s., 2H), 3.83 (apptq, J = 4.40, 8.40 Hz, 1H), 2.97 (dd, J = 3.20, 11.60 Hz, 

1H), 2.83 (appd, J = 12.05 Hz, 1H), 2.38 - 2.48 (m, 2H), 1.82 (appd, J = 10.50 Hz, 1H), 1.65 (td, 

J = 3.40, 12.21 Hz, 1H), 1.51 (dq, J = 4.10, 11.70 Hz, 1H), 1.43 (appt, J = 11.60 Hz, 1H). 13C 

NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ = 162.7, 154.8, 120.2, 110.4, 109.0, 99.7, 59.7, 50.3, 46.6, 45.5, 

30.3, 24.8, 20.8, 14.0. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.7 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z 
berechnet: 380.11 für [M+H+], m/z gefunden: 381.1 [M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (S)-15af 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 6.5 g, 20.5 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19f (C9H5BrClN, 242.50 g/mol, 4468 mg, 

18.4 mmol, 0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (5.5 g, 5.7 mL, 30.7 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde. Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (480.42 g/mol, 1500 mg, 3.1 mmol) aus 

Schritt 1 wurde über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem am-

bivalenten Reagenz (647 mg, 539 µL, 3.4 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (1.3 g, 

11.2 mL, 78.1 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (480.42 g/mol, 

1171 mg, 2.43 mmol) konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode 

AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (2.3 g, 15.6 mL, 

62.2 mmol) zum finalen Produkt umgesetzt.  

Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15af (423.33 g/mol, 724 mg, 1.7 mmol, 8% (über 3 

Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer 

Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließen-

der Sublimationstrocknung in einer geringen Ausbeute als weißer Feststoff mit hoher Reinheit 

isoliert werden. 

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ = 10.03 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 7.77 - 7.83 (m, 2H), 7.64 (td, J 

= 0.80, 7.80 Hz, 1H), 7.59 (ddd, J = 0.76, 1.83, 8.10 Hz, 1H), 7.43 (appt, J = 7.90 Hz, 1H), 6.67 

(br. s., 2H), 3.80 (apptq, J = 4.40, 8.40 Hz, 1H), 2.94 (dd, J = 3.20, 11.60 Hz, 1H), 2.79 (td, J = 

3.20, 12.05 Hz, 1H), 2.43 (dquin, J = 1.50, 11.00 Hz, 2H), 1.81 (td, J = 3.20, 8.85 Hz, 1H), 1.62 

(td, J = 4.10, 12.80 Hz, 1H), 1.50 (dq, J = 4.10, 11.00 Hz, 1H), 1.41 (tt, J = 4.00, 11.10 Hz, 1H). 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ = 162.8, 154.9, 145.1, 141.2, 135.2, 131.6, 131.4, 127.8, 

124.5, 122.6, 119.2, 109.5, 50.8, 46.8, 45.5, 30.4, 25.1. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 0.8 min 

(HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 422.04 für [M+H+], m/z gefunden: 425.1 [81Br-

M+H+] und 423.1 [79Br-M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (S)-15ag 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 791 mg, 2.5 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19g (C9H5ClIN, 289.50 g/mol, 651 mg, 2.3 mmol, 

0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (675 mg, 0.7 mL, 3.8 mmol) zur Reaktion gebracht wurde.  

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (527.42 g/mol, 698 mg, 1.3 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.A2 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (274 mg, 229 µL, 1.5 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (563 mg, 4.7 mL, 

33.1 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (570.45 g/mol, 720 mg, 

1.3 mmol) konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C1 aufge-

reinigt und in Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (1.3 g, 8.8 mL, 35.1 mmol) 

zum finalen Produkt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15ag (470.33 g/mol, 

593 mg, 1.3 mmol, 50% (über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode 

AT.E, anschließender basischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogen-

carbonat-Lösung und abschließender Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als 

flockiges, cremefarbenes Pulver mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ = 10.00 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 7.95 (t, J = 1.66 Hz, 1H), 7.89 

(d, J = 7.77 Hz, 1H), 7.76 (appd, J = 7.86 Hz, 1H), 7.65 (ddd, J = 0.80, 2.00, 8.20 Hz, 1H), 7.27 

(t, J = 7.86 Hz, 1H), 6.66 (br. s., 2H), 3.87 - 3.95 (m, 1H), 3.06 (appdd, J = 3.38, 11.74 Hz, 1H), 

2.93 (td, J = 3.70, 12.49 Hz, 1H), 2.52 - 2.64 (m, 2H), 1.81 - 1.87 (m, 1H), 1.68 - 1.75 (m, 1H), 

1.42 - 1.59 (m, 2H). 13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ = 163.2, 154.9, 145.5, 141.6, 137.4, 

135.2, 133.6, 131.4, 124.8, 119.0, 109.1, 95.7, 49.5, 45.6, 44.6, 29.6, 23.8. HPLC-MS (ESI-MS): 

[tR] = 5.2 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 470.03 für [M+H+], m/z gefun-

den: 471.1 [M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (S)-15ah 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 790 mg, 2.5 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19h (C9H5ClN2O2, 208.60 g/mol, 469 mg, 

2.3 mmol, 0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (675 mg, 0.7 mL, 3.8 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde.  

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (446.53 g/mol, 500 mg, 1.1 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (232 mg, 193 µL, 1.2 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (477 mg, 4 mL, 

28 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (489.55 g/mol, 356 mg, 0.7 mmol) 

konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in 

Schritt 3 mit Hilfe salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.7 g, 5.1 mL, 20.2 mmol) zum finalen Pro-

dukt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats  (S)-15ah (389.43 g/mol, 280 mg, 0.7 mmol, 

29% (über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließen-

der basischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und 

abschließender Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als flockiges, gelbes Pulver 

mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (700 MHz, DMSO-d6) δ = 10.01 (br. s., 1H), 8.42 (s, 1H), 8.35 (t, J = 2.04 Hz, 1H), 

8.23 (ddd, J = 0.65, 2.30, 8.20 Hz, 1H), 8.11 (ddd, J = 0.80, 1.60, 7.74 Hz, 1H), 8.02 (d, J = 

7.74 Hz, 1H), 7.77 (t, J = 8.07 Hz, 1H), 6.71 (br. s., 2H), 3.93 - 4.00 (m, 2H), 3.12 (appdd, J = 

3.55, 11.94 Hz, 1H), 2.99 (td, J = 3.20, 12.69 Hz, 1H), 2.66 (dd, J = 10.33, 11.62 Hz, 1H), 2.61 

(appt, J = 11.20 Hz, 1H), 1.83 - 1.91 (m, 1H), 1.71 - 1.78 (m, 1H), 1.49 - 1.61 (m, 2H). 13C NMR 

(176 MHz, DMSO-d6) δ = 162.8, 154.9, 148.4, 145.3, 140.6, 134.4, 131.6, 131.1, 123.2, 119.7, 

109.8, 62.1, 48.7, 45.3, 44.4, 29.4, 25.5. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.7 min (HPLC-Methode 

UHPLC.A), m/z berechnet: 389.12 für [M+H+], m/z gefunden: 390.1 [M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (S)-15ai 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 584 mg, 1.9 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19i (C8H5ClN2, 164.59 g/mol, 304 mg, 1.9 mmol, 

1 äquiv.) und Natriummethoxid (499 mg, 0.5 mL, 2.8 mmol) zur Reaktion gebracht wurde.  

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (402.52 g/mol, 486 mg, 1.2 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (250 mg, 209 µL, 1.3 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (514 mg, 4.3 mL, 

30.2 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (445.54 g/mol, 513 mg, 

1.2 mmol) konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.D2 aufge-

reinigt und in Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (1.2 g, 8 mL, 32 mmol) zum 

finalen Produkt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15ai (345.42 g/mol, 388 mg, 

1.1 mmol, 55% (über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, an-

schließender basischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-

Lösung und abschließender Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als klumpiges, 

gelbes Pulver mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ = 9.96 (s, 1H), 9.57 (app br. s., 2H), 9.09 (app br. s., 1H), 

8.79 (d, J = 3.22 Hz, 1H), 8.51 (appd, J = 7.81 Hz, 1H), 8.41 - 8.47 (m, 2H), 7.92 (t, J = 6.20 Hz, 

1H), 6.43 - 6.93 (m, 1H), 4.20 - 4.30 (m, 1H), 3.24 (appd, J = 9.99 Hz, 1H), 3.14 (appd, J = 

11.63 Hz, 1H), 2.87 - 2.96 (m, 1H), 2.79 (app br. s., 1H), 1.88 (appd, J = 9.58 Hz, 2H), 1.71 - 

1.82 (m, 1H), 1.65 (appq, J = 10.01 Hz, 1H). 13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ = 162.8, 154.8, 

145.3, 143.7, 141.2, 139.0, 137.4, 131.2, 126.9, 121.3, 111.4, 45.9, 43.3, 42.6, 28.0, 20.5. HPLC-

MS (ESI-MS): [tR] = 3.1 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 345.13 für 

[M+H+], m/z gefunden: 346.2 [M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (S)-15aj 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 712 mg, 2.3 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19j (C10H7ClFNO, 211.62 g/mol, 476 mg, 

2.3 mmol, 1 äquiv.) und Natriummethoxid (608 mg, 0.6 mL, 3.4 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde.  

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (449.55 g/mol, 539 mg, 1.1 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (249 mg, 207 µL, 1.3 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (511 mg, 4.3 mL, 

30 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (492.57 g/mol, 474 mg, 1 mmol) 

konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in 

Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (1 g, 6.7 mL, 26.8 mmol) zum finalen Pro-

dukt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15aj (392.45 g/mol, 374 mg, 1 mmol, 38% 

(über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender ba-

sischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und 

abschließender Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als flockiges, cremefarbe-

nes Pulver mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 9.96 (s, 1H), 8.34 (s, 1H), 7.90 (d, J = 7.95 Hz, 1H), 7.47 

(appdd, J = 2.10, 9.50 Hz, 1H), 7.17 - 7.27 (m, 2H), 6.60 (br. s., 2H), 3.95 - 4.01 (m, 1H), 3.93 

(s, 3H), 3.10 (appdd, J = 3.36, 11.80 Hz, 1H), 2.99 (td, J = 3.20, 12.70 Hz, 1H), 2.67 (dd, J = 

10.27, 11.74 Hz, 1H), 2.59 (appt, J = 11.10 Hz, 1H), 1.82 - 1.91 (m, 1H), 1.74 (dd, J = 3.55, 

9.54 Hz, 1H), 1.46 - 1.64 (m, 2H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ = 163.3, 155.1, 152.1, 

144.0, 137.4, 122.6, 120.2, 115.7, 114.1, 113.8, 113.6, 110.4, 56.5, 48.7, 45.2, 44.4, 29.4, 23.3. 

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.8 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 392.13 für 

[M+H+], m/z gefunden: 393.2 [M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (S)-15ak 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 713 mg, 2.3 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19k (C14H9ClN2, 240.69 g/mol, 542 mg, 2.3 mmol, 

1 äquiv.) und Natriummethoxid (608 mg, 0.6 mL, 3.4 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das 

erhaltene bifunktionelle Intermediat (478.62 g/mol, 124 mg, 0.3 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (54 mg, 45 µL, 0.3 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (110 mg, 1 mL, 

6.5 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (521.64 g/mol, 30 mg, 0.1 mmol) 

konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C3 aufgereinigt und in 

Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.1 g, 0.4 mL, 1.6 mmol) zum finalen Pro-

dukt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15ak (421.52 g/mol, 22 mg, 0.1 mmol, 2% 

(über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender ba-

sischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und 

abschließender Sublimationstrocknung in einer geringen Ausbeute als cremefarbenes Pulver mit 

hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ = 9.98 (s, 1H), 8.66 (dd, J = 1.53, 4.80 Hz, 1H), 8.36 (s, 1H), 

8.15 (appt, J = 7.00 Hz, 1H), 7.90 - 7.99 (m, 2H), 7.75 - 7.81 (m, 4H), 6.72 (br. s, 2H), 4.09 - 

4.24 (m, 1H), 3.21 (appd, J = 12.36 Hz, 1H), 2.89 (appt, J = 11.29 Hz, 1H), 2.82 (appt, J = 

10.76 Hz, 1H), 2.63 (appt, J = 1.80 Hz, 1H), 2.53 - 2.62 (m, 2H), 1.88 - 1.92 (m, 1H), 1.66 

(appquin, J = 12.00 Hz, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ = 163.2, 158.1, 157.8, 155.1, 

150.5, 145.9, 145.6, 137.3, 133.5, 128.0, 126.2, 120.9, 118.6, 116.1, 114.0, 108.6, 28.2, 21.2. 

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 3.7 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 421.16 für 

[M+H+], m/z gefunden: 422.2 [M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (S)-15al 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 712 mg, 2.3 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19l (C12H8ClN3, 229.67 g/mol, 517 mg, 2.3 mmol, 

1 äquiv.) und Natriummethoxid (608 mg, 0.6 mL, 3.4 mmol) zur Reaktion gebracht wurde.  

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (467.59 g/mol, 267 mg, 0.6 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (118 mg, 99 µL, 0.6 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (243 mg, 2 mL, 

14.3 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (510.62 g/mol, 41 mg, 

0.1 mmol) konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C3 aufge-

reinigt und in Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.1 g, 0.6 mL, 2.2 mmol) 

zum finalen Produkt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15al (410.50 g/mol, 

30 mg, 0.1 mmol, 3% (über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode 

AT.E, anschließender basischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogen-

carbonat-Lösung und abschließender Sublimationstrocknung in einer geringen Ausbeute als 

cremefarbenes Pulver mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ = 10.08 (br. s., 1H), 8.33 (s, 1H), 8.27 (s, 1H), 7.81 (appt, J 

= 1.14 Hz, 1H), 7.74 - 7.79 (m, 5H), 7.13 (apps, 1H), 6.65 (br. s, 2H), 3.74 - 3.83 (m, 1H), 2.93 

(dd, J = 3.40, 11.80 Hz, 1H), 2.77 (td, J = 3.70, 12.05 Hz, 1H), 2.38 - 2.48 (m, 2H), 1.76 - 1.86 

(m, 1H), 1.61 (td, J = 4.20, 12.80 Hz, 1H), 1.46 - 1.56 (m, 1H), 1.34 - 1.44 (m, 1H). 13C NMR 

(126 MHz, DMSO-d6) δ = 158.6, 158.2, 155.5, 142.4, 137.4, 135.9, 131.8, 130.6, 127.6, 121.4, 

119.0, 118.1, 116.6, 51.6, 47.4, 46.0, 31.1, 26.1. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.8 min (HPLC-

Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 410.15 für [M+H+], m/z gefunden: 411.2 [M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (S)-15am 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 712 mg, 2.3 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19m (C13H13ClN2O, 248.71 g/mol, 560 mg, 

2.3 mmol, 1 äquiv.) und Natriummethoxid (608 mg, 0.6 mL, 3.4 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde.  

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (486.64 g/mol, 104 mg, 0.2 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (44 mg, 37 µL, 0.2 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (91 mg, 0.8 mL, 

5.3 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (529.66 g/mol, 46 mg, 0.1 mmol) 

konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in 

Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.1 g, 0.6 mL, 2.4 mmol) zum finalen Pro-

dukt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15am (429.54 g/mol, 16 mg, 0.03 mmol, 

1% (über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender 

basischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und ab-

schließender Sublimationstrocknung in einer geringen Ausbeute als gelber Feststoff mit hoher 

Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.06 (s, 1H), 8.10 (s, 1H), 7.69 (d, J = 7.90 Hz, 1H), 7.49 

(d, J = 8.80 Hz, 2H), 7.01 (d, J = 8.93 Hz, 2H), 6.60 (br. s, 2H), 3.81 - 3.92 (m, 1H), 3.74 (t, J = 

4.40 Hz, 4H), 3.50 (s, 1H), 3.18 (t, J = 4.80 Hz, 4H), 3.00 (appd, J = 11.13 Hz, 1H), 2.87 (appd, 

J = 11.37 Hz, 1H), 2.52 - 2.59 (m, 2H), 1.77 - 1.86 (m, 1H), 1.63 - 1.71 (m, 1H), 1.49 (appspt, J 

= 10.80 Hz, 1H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ = 163.3, 154.9, 151.3, 145.5, 144.5, 126.3, 

123.5, 116.3, 115.0, 106.8, 65.9, 47.6, 29.9, 24.4. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.3 min (HPLC-

Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 429.18 für [M+H+], m/z gefunden: 430.2 [M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (S)-15an 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 712 mg, 2.3 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19n (C13H13ClN2O, 248.71 g/mol, 560 mg, 

2.3 mmol, 1 äquiv.) und Natriummethoxid (608 mg, 0.6 mL, 3.4 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde.  

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (486.64 g/mol, 129 mg, 0.3 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (55 mg, 46 µL, 0.3 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (113 mg, 1 mL, 

6.6 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (529.66 g/mol, 99 mg, 0.2 mmol) 

konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in 

Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.2 g, 1.3 mL, 5.2 mmol) zum finalen Pro-

dukt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15an (429.54 g/mol, 72 mg, 0.2 mmol, 7% 

(über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender ba-

sischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und 

abschließender Sublimationstrocknung in einer geringen Ausbeute als gelber Feststoff mit hoher 

Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ = 10.05 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 7.78 (d, J = 7.93 Hz, 1H), 7.32 

(appt, J = 7.86 Hz, 1H), 7.05 - 7.13 (m, 2H), 7.00 (dd, J = 1.98, 8.39 Hz, 1H), 6.62 (br. s., 2H), 

3.81 - 3.89 (m, 1H), 3.76 (t, J = 4.60 Hz, 4H), 3.17 (t, J = 4.90 Hz, 4H), 2.99 (dd, J = 2.90, 

11.60 Hz, 1H), 2.85 (td, J = 3.20, 12.21 Hz, 1H), 2.44 - 2.49 (m, 1H), 1.82 (appd, J = 8.54 Hz, 

1H), 1.66 (td, J = 4.00, 12.82 Hz, 1H), 1.37 - 1.58 (m, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) 

δ = 163.5, 155.4, 152.1, 145.6, 144.6, 134.2, 130.5, 118.6, 116.8, 116.2, 112.0, 108.9, 66.5, 50.7, 

48.7, 46.7, 45.7, 30.6, 25.1. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.2 min (HPLC-Methode UHPLC.A), 

m/z berechnet: 429.18 für [M+H+], m/z gefunden: 430.2 [M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (S)-15ao 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 713 mg, 2.3 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19o (C14H9ClN2, 240.69 g/mol, 542 mg, 

2.3 mmol, 1 äquiv.) und Natriummethoxid (608 mg, 0.6 mL, 3.4 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde.  

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (478.62 g/mol, 93 mg, 0.2 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (40 mg, 34 µL, 0.2 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (83 mg, 0.7 mL, 

4.9 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (521.64 g/mol, 40 mg, 0.1 mmol) 

konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C3 aufgereinigt und in 

Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.1 g, 0.5 mL, 2.1 mmol) zum finalen Pro-

dukt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15ao (421.52 g/mol, 31 mg, 0.1 mmol, 3% 

(über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender ba-

sischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und 

abschließender Sublimationstrocknung in einer geringen Ausbeute als cremefarbenes Pulver mit 

hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ = 10.03 (s, 1H), 8.68 (dd, J = 1.60, 4.80 Hz, 2H), 8.35 (s, 

1H), 7.96 (t, J = 1.60 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 7.78 Hz, 1H), 7.82 (td, J = 0.90, 7.63 Hz, 1H), 7.78 

(dd, J = 1.68, 4.80 Hz, 1H), 7.75 (td, J = 1.10, 7.80 Hz, 1H), 7.63 (t, J = 7.80 Hz, 1H), 6.67 (br. 

s, 2H), 3.89 - 4.00 (m, 1H), 3.08 (dd, J = 3.28, 11.83 Hz, 1H), 2.94 (td, J = 3.40, 12.36 Hz, 1H), 

2.54 - 2.66 (m, 2H), 1.82 - 1.89 (m, 1H), 1.69 - 1.76 (m, 1H), 1.46 - 1.62 (m, 3H). 13C NMR 

(126 MHz, DMSO-d6) δ = 163.1, 155.1, 150.3, 146.6, 145.3, 142.8, 138.7, 134.0, 130.4, 127.6, 

126.2, 123.7, 121.4, 119.0, 118.6, 109.1, 49.1, 45.4, 29.6, 23.4. HPLC-MS (ESI-MS): 

[tR] = 4.7 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 421.16 für [M+H+], m/z gefun-

den: 422.2 [M+H+] und 322.0 [M-C5H11N2+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (S)-15ap 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 712 mg, 2.3 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19p (C11H6ClNO, 203.63 g/mol, 458 mg, 

2.3 mmol, 1 äquiv.) und Natriummethoxid (608 mg, 0.6 mL, 3.4 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde.  

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (441.55 g/mol, 485 mg, 1.1 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (228 mg, 190 µL, 1.2 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (468 mg, 3.9 mL, 

27.5 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (484.58 g/mol, 516 mg, 

1.1 mmol) konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufge-

reinigt und in Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (1.1 g, 7.4 mL, 29.6 mmol) 

zum finalen Produkt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15ap (384.45 g/mol, 

367 mg, 1 mmol, 38% (über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode 

AT.E, anschließender basischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogen-

carbonat-Lösung und abschließender Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als 

cremefarbenes Pulver mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.06 (s, 1H), 8.37 (s, 1H), 7.87 (d, J = 7.82 Hz, 1H), 7.55 

- 7.73 (m, 2H), 7.32 - 7.40 (m, 2H), 7.29 (ddd, J = 0.73, 7.00, 8.00 Hz, 1H), 6.69 (br. s., 2H), 

3.74 - 3.88 (m, 1H), 2.90 - 3.03 (m, 1H), 2.81 (td, J = 3.20, 12.23 Hz, 1H), 2.38 - 2.49 (m, 2H), 

1.77 - 1.89 (m, 1H), 1.64 (td, J = 4.00, 12.70 Hz, 1H), 1.36 - 1.58 (m, 2H). 13C NMR (101 MHz, 

DMSO-d6) δ = 162.8, 154.9, 154.1, 149.8, 144.8, 131.9, 128.5, 125.4, 123.7, 121.5, 119.0, 111.1, 

109.3, 103.3, 50.6, 46.7, 45.4, 30.3, 25.0. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 5.0 min (HPLC-Methode 

UHPLC.A), m/z berechnet: 384.13 für [M+H+], m/z gefunden: 385.2 [M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (S)-15aq 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17a (316.42 g/mol, 712 mg, 2.3 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19q (C13H10ClN3, 243.69 g/mol, 548 mg, 

2.3 mmol, 1 äquiv.) und Natriummethoxid (608 mg, 0.6 mL, 3.4 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde.  

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (481.62 g/mol, 675 mg, 1.4 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (290 mg, 242 µL, 1.5 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (597 mg, 5 mL, 

35 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (524.64 g/mol, 502 mg, 1 mmol) 

konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in 

Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (1 g, 6.7 mL, 26.6 mmol) zum finalen Pro-

dukt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15aq (424.52 g/mol, 400 mg, 0.9 mmol, 

38% (über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließen-

der basischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und 

abschließender Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als cremefarbenes Pulver 

mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.13 (s, 1H), 8.05 (s, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.71 (d, J = 

7.82 Hz, 1H), 7.54 - 7.62 (m, 4H), 7.46 - 7.54 (m, 1H), 6.61 (br. s., 2H), 3.79 - 3.89 (m, 1H), 

3.62 (br. s., 1H), 2.98 (dd, J = 3.06, 11.62 Hz, 1H), 2.84 (td, J = 2.50, 12.23 Hz, 1H), 2.50 (br. s., 

3H), 2.38 - 2.49 (m, 2H), 1.78 - 1.88 (m, 1H), 1.66 (td, J = 3.90, 12.72 Hz, 1H), 1.37 - 1.59 (m, 

2H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ = 163.1, 154.9, 145.1, 138.9, 138.3, 136.0, 135.7, 129.3, 

128.2, 125.1, 117.9, 114.7, 107.0, 50.5, 46.4, 45.3, 30.3, 24.8, 11.9. HPLC-MS (ESI-MS): 

[tR] = 0.8 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 424.17 für [M+H+], m/z gefun-

den: 425.2 [M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (S)-15ca 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17c (302.39 g/mol, 750 mg, 2.5 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 405 mg, 2.2 mmol, 

0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (670 mg, 0.7 mL, 3.7 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. 

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (405.49 g/mol, 800 mg, 2 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (409 mg, 341 µL, 2.2 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (840 mg, 7.1 mL, 

49.3 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (448.52 g/mol, 388 mg, 

0.9 mmol) konvertiert.  

Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 3 mit 

Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.9 g, 6 mL, 24.1 mmol) zum finalen Produkt umge-

setzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15ca (348.40 g/mol, 293 mg, 0.8 mmol, 34% (über 3 

Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer 

Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließen-

der Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als klumpiger, gelber Feststoff mit 

hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ = 10.00 (d, J = 13.85 Hz, 1H), 8.24 - 8.34 (m, 2H), 7.51 

(appq, J = 7.20 Hz, 1H), 7.45 - 7.48 (m, 1H), 7.43 (appd, J = 9.95 Hz, 1H), 7.24 (dt, J = 2.23, 

8.20 Hz, 1H), 6.67 (br. s., 2H), 4.42 - 4.48 (m, 1H), 4.37 (br. s., 1H), 3.14 - 3.25 (m, 2H), 2.96 - 

3.08 (m, 2H), 2.10 (appsxt, J = 7.40 Hz, 1H), 1.85 - 1.93 (m, 1H). 13C NMR (151 MHz, DMSO-

d6) δ = 163.4, 161.8, 154.9, 145.3, 142.1, 135.3, 131.5, 121.7, 119.2, 115.6, 112.1, 109.2, 50.6, 

49.5, 44.4, 31.0. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.6 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z be-

rechnet: 348.11 für [M+H+], m/z gefunden: 349.1 [M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (R)-15da 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (R)-17d (302.39 g/mol, 750 mg, 2.5 mmol) mit der ent-

sprechenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 405 mg, 

2.2 mmol, 0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (670 mg, 0.7 mL, 3.7 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde. Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (405.49 g/mol, 789 mg, 2 mmol) aus Schritt 1 

wurde über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten 

Reagenz (403 mg, 336 µL, 2.1 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (828 mg, 7 mL, 

48.7 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (448.52 g/mol, 378 mg, 

0.8 mmol) konvertiert.  

Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 3 mit 

Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.9 g, 5.9 mL, 23.4 mmol) zum finalen Produkt umge-

setzt. Die freie Base des NDI-Derivats (R)-15da (348.40 g/mol, 291 mg, 0.8 mmol, 34% (über 

3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer 

Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließen-

der Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als klumpiger, gelber Feststoff mit 

hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ = 10.00 (d, J = 13.85 Hz, 1H), 8.24 - 8.34 (m, 2H), 7.51 

(appq, J = 7.20 Hz, 1H), 7.45 - 7.48 (m, 1H), 7.43 (appd, J = 9.95 Hz, 1H), 7.24 (dt, J = 2.23, 

8.20 Hz, 1H), 6.67 (br. s., 2H), 4.42 - 4.48 (m, 1H), 4.37 (br. s., 1H), 3.14 - 3.25 (m, 2H), 2.96 - 

3.08 (m, 2H), 2.10 (appsxt, J = 7.40 Hz, 1H), 1.85 - 1.93 (m, 1H). 13C NMR (151 MHz, DMSO-

d6) δ = 163.4, 161.8, 154.9, 145.3, 142.1, 135.3, 131.5, 121.7, 119.2, 115.6, 112.1, 109.2, 50.6, 

49.5, 44.4, 31.0. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.7 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z be-

rechnet: 362.12 für [M+H+], m/z gefunden: 363.2 [M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (S)-15ea 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17e (330.45 g/mol, 800 mg, 2.4 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 396 mg, 2.2 mmol, 

0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (654 mg, 0.7 mL, 3.6 mmol) zur Reaktion gebracht wurde.  

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (433.55 g/mol, 193 mg, 0.4 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (92 mg, 77 µL, 0.5 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (190 mg, 1.6 mL, 

11.1 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (476.57 g/mol, 165 mg, 

0.4 mmol) konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufge-

reinigt und in Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.4 g, 2.4 mL, 9.6 mmol) 

zum finalen Produkt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15ea (376.45 g/mol, 

126 mg, 0.3 mmol, 14% (über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode 

AT.E, anschließender basischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogen-

carbonat-Lösung und abschließender Sublimationstrocknung in einer geringen Ausbeute als 

klumpiger, weißgelber Feststoff mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.03 (br. s., 1H), 8.28 (s, 1H), 7.78 (d, J = 7.58 Hz, 1H), 

7.38 - 7.59 (m, 3H), 7.23 (ddt, J = 1.50, 2.10, 8.10 Hz, 1H), 6.64 (br. s., 2H), 3.85 - 4.09 (m, 1H), 

2.92 (dd, J = 4.28, 13.57 Hz, 1H), 2.62 - 2.83 (m, 3H), 1.74 - 1.85 (m, 1H), 1.42 - 1.73 (m, 5H). 
13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ = 163.8, 162.5, 154.9, 144.9, 141.5, 135.2, 131.5, 121.7, 

119.3, 115.5, 112.1, 109.7, 52.9, 51.0, 48.7, 33.3, 30.4, 22.4. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.9 min 

(HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 376.14 für [M+H+], m/z gefunden: 377.2 

[M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats (R)-15fa 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (R)-17f (330.45 g/mol, 750 mg, 2.3 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 371 mg, 2 mmol, 

0.9 äquiv) und Natriummethoxid (613 mg, 0.6 mL, 3.4 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. 

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (433.55 g/mol, 600 mg, 1.4 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (287 mg, 239 µL, 1.5 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (589 mg, 4.9 mL, 

34.6 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden Intermediat (476.57 g/mol, 412 mg, 

0.9 mmol) konvertiert.  

Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 3 mit 

Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.9 g, 6 mL, 24 mmol) zum finalen Produkt umgesetzt. 

Die freie Base des NDI-Derivats (R)-15fa (376.45 g/mol, 324 mg, 0.9 mmol, 38% (über 3 

Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer 

Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließen-

der Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als weißgelber, klumpiger Feststoff mit 

hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.03 (br. s., 1H), 8.28 (s, 1H), 7.78 (d, J = 7.58 Hz, 1H), 

7.38 - 7.59 (m, 3H), 7.23 (ddt, J = 1.50, 2.10, 8.10 Hz, 1H), 6.64 (br. s., 2H), 3.85 - 4.09 (m, 1H), 

2.92 (dd, J = 4.28, 13.57 Hz, 1H), 2.62 - 2.83 (m, 3H), 1.74 - 1.85 (m, 1H), 1.42 - 1.73 (m, 5H). 
13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ = 163.8, 162.5, 154.9, 144.9, 141.5, 135.2, 131.5, 121.7, 

119.3, 115.5, 112.1, 109.7, 52.9, 51.0, 48.7, 33.3, 30.4, 22.4. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.9 min 

(HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 376.14 für [M+H+], m/z gefunden: 377.1 

[M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats 15ga 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid 17g (215.32 g/mol, 1500 mg, 7 mmol) mit der entsprechen-

den Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 1139 mg, 6.3 mmol, 

0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (1.9 g, 1.9 mL, 10.5 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das 

erhaltene bifunktionelle Intermediat (318.41 g/mol, 1362 mg, 4.3 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.A2 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (886 mg, 738 µL, 4.7 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (1.8 g, 15.3 mL, 

106.9 mmol) zum NDI-Derivat 15ga konvertiert. Nach erfolgter Aufreinigung mittels der Reini-

gungsmethode AT.C1 und nachfolgender Sublimationstrocknung konnte das finale 

Produkt 15ga (361.44 g/mol, 1536 mg, 4.3 mmol, 61% (über 2 Schritte)) in einer moderaten 

Ausbeute als weißer Feststoff mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.09 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 7.91 (appd, J = 7.83 Hz, 1H), 

7.39 - 7.58 (m, 3H), 7.23 (dt, J = 1.50, 8.00 Hz, 1H), 6.63 (br. s., 2H), 3.72 (tq, J = 4.40, 8.50 Hz, 

1H), 1.77 (appdd, J = 12.47, 24.60 Hz, 3H), 1.60 (appd, J = 12.59 Hz, 1H), 1.31 (appspt, J = 

12.00 Hz, 4H), 1.04 - 1.18 (m, 1H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ = 164.2, 163.1, 161.8, 

155.4, 145.5, 142.0, 135.8, 131.9, 122.1, 119.7, 115.9, 112.6, 110.1, 49.0, 32.7, 25.6. HPLC-MS 

(ESI-MS): [tR] = 4.7 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 361.13 für [M+H+], 

m/z gefunden: 362.0 [M+H+] und 384.0 [M+Na+]. 

Darstellung des NDI-Derivats 15ha 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid 17h (316.42 g/mol, 800 mg, 2.5 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 413 mg, 2.3 mmol, 

0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (683 mg, 0.7 mL, 3.8 mmol) zur Reaktion gebracht wurde.  
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Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (419.52 g/mol, 426 mg, 1 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (210 mg, 175 µL, 1.1 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (432 mg, 3.6 mL, 

25.4 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (462.54 g/mol, 365 mg, 

0.8 mmol) konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufge-

reinigt und in Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.8 g, 5.5 mL, 21.9 mmol) 

zum finalen Produkt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats 17ha (362.42 g/mol, 281 mg, 

0.8 mmol, 31% (über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, an-

schließender basischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-

Lösung und abschließender Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als gelber 

Feststoff mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ = 10.04 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 8.09 (d, J = 7.48 Hz, 1H), 7.39 

- 7.56 (m, 4H), 7.24 (dt, J = 1.80, 8.20 Hz, 1H), 6.64 (br. s., 2H), 3.83 - 3.95 (m, 1H), 3.54 (br. 

s., 1H), 3.14 (appd, J = 12.36 Hz, 2H), 2.72 (t, J = 11.60 Hz, 2H), 1.82 (appd, J = 10.99 Hz, 2H), 

1.61 (appq, J = 11.50 Hz, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ = 163.0, 161.6, 154.9, 145.5, 

141.8, 135.2, 131.5, 121.9, 119.2, 115.6, 112.1, 109.4, 46.2, 43.9, 30.5. HPLC-MS (ESI-MS): 

[tR] = 4.7 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 362.12 für [M+H+], m/z gefun-

den: 363.1 [M+H+] und 385.2 [M+Na+]. 

Darstellung des NDI-Derivats 15ia 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid 17i (314.41 g/mol, 600 mg, 1.9 mmol) mit der entsprechen-

den Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 312 mg, 1.7 mmol, 

0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (515 mg, 0.5 mL, 2.3 mmol) zur Reaktion gebracht wurde.  

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (417.50 g/mol, 65 mg, 0.2 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (32 mg, 27 µL, 0.2 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (66 mg, 0.6 mL, 

3.9 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (460.53 g/mol, 28 mg, 0.1 mmol) 

konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufgereinigt und in 

Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.1 g, 0.4 mL, 1.7 mmol) zum finalen Pro-

dukt umgesetzt.  
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Die freie Base des NDI-Derivats 15ia (360.41 g/mol, 16.2 mg, 0.04 mmol, 2% (über 3 Schritte)) 

konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode AT.E, anschließender basischer Extraktion 

(pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogencarbonat-Lösung und abschließender Sublima-

tionstrocknung in einer geringen Ausbeute als gelber Feststoff mit hoher Reinheit isoliert 

werden. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.07 (br. s., 1H), 8.27 (s, 1H), 7.96 (appd, J = 7.70 Hz, 

1H), 7.38 - 7.57 (m, 3H), 7.24 (ddt, J = 1.40, 2.20, 8.30 Hz, 3H), 6.63 (br. s., 2H), 3.71 (s, 4H), 

3.22 (s, 4H). HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.7 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berech-

net: 362.12 für [M+H+], m/z gefunden: 363.2 [M+H+]. 

Darstellung des NDI-Derivats 15ja 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid 17j (210.26 g/mol, 1390 mg, 6.6 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 1080 mg, 6 mmol, 

0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (1.8 g, 1.8 mL, 9.9 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das 

erhaltene bifunktionelle Intermediat (419.52 g/mol, 553 mg, 1.3 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.D1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (366 mg, 305 µL, 1.9 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (0.8 g, 6.3 mL, 

44.1 mmol) zum NDI-Derivat 15ja konvertiert. Nach erfolgter Aufreinigung mittels der Reini-

gungsmethode AT.E, basischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung und nachfolgender Sublimationstrocknung konnte das fi-

nale Produkt 15ja (356.38 g/mol, 602 mg, 1.7 mmol, 26% (über 2 Schritte)) in einer moderaten 

Ausbeute als gelborangener Feststoff mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ = 10.25 (s, 1H), 9.85 (s, 1H), 8.47 (appd, J = 6.10 Hz, 2H), 

8.38 (s, 1H), 7.74 (dd, J = 1.40, 5.30 Hz, 1H), 7.48 - 7.56 (m, 3H), 7.24 - 7.32 (m, 1H), 6.79 (br. 

s., 2H). 13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ = 163.4, 162.9, 161.8, 154.8, 150.2, 146.8, 145.6, 

143.7, 135.0, 131.6, 121.9, 119.4, 116.0, 114.5, 112.4, 108.8. HPLC-MS (ESI-MS): 

[tR] = 4.8 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 356.07 für [M+H+], m/z gefun-

den: 357.1 [M+H+]. 
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Darstellung des NDI-Derivats 15ka 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid 17k (211.24 g/mol, 528 mg, 2.5 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 409 mg, 2.3 mmol, 

0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (0.7 g, 0.7 mL, 3.8 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. Das 

erhaltene bifunktionelle Intermediat (313.34 g/mol, 286 mg, 0.9 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C2 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (189 mg, 157 µL, 1 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (0.4 g, 3.3 mL, 

22.8 mmol) zum NDI-Derivat 15ka konvertiert. Nach erfolgter Aufreinigung mittels der Reini-

gungsmethode AT.E, basischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger 

Natriumhydrogencarbonat-Lösung und nachfolgender Sublimationstrocknung konnte das fi-

nale Produkt 15ka (357.36 g/mol, 319 mg, 0.9 mmol, 36% (über 2 Schritte)) in einer moderaten 

Ausbeute als klumpiger, gelber Feststoff mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ = 10.72 (s, 1H), 9.82 (s, 1H), 9.26 (d, J = 1.38 Hz, 1H), 8.47 

(dd, J = 1.54, 2.45 Hz, 1H), 8.40 (d, J = 2.52 Hz, 1H), 8.35 (s, 1H), 7.44 - 7.63 (m, 4H), 7.28 

(ddt, J = 1.40, 2.40, 8.40 Hz, 1H), 6.76 (br. s., 2H). 13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ = 163.4, 

162.7, 161.7, 154.8, 148.7, 146.8, 144.3, 142.6, 139.9, 138.0, 135.0, 131.6, 121.9, 119.3, 116.0, 

112.4, 108.9. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.7 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berech-

net: 357.07 für [M+H+], m/z gefunden: 358.1 [M+H+] und 380.1 [M+Na+]. 

Darstellung des NDI-Derivats 15la 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid 17l (224.28 g/mol, 550 mg, 2.5 mmol) mit der entsprechen-

den Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 401 mg, 2.2 mmol, 

0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (0.7 g, 0.7 mL, 3.7 mmol) zur Reaktion gebracht wurde.  
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Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (327.38 g/mol, 413 mg, 1.3 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.A2 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (261 mg, 218 µL, 1.4 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (0.5 g, 4.5 mL, 

31.5 mmol) zum NDI-Derivat 15la konvertiert. Nach erfolgter Aufreinigung mittels der Reini-

gungsmethode AT.C2 und nachfolgender Sublimationstrocknung konnte das finale 

Produkt 15la (370.40 g/mol, 463 mg, 1.3 mmol, 51% (über 2 Schritte)) in einer moderaten Aus-

beute als gelber Feststoff mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ = 10.17 (s, 1H), 9.83 (app br. s., 1H), 8.31 (s, 1H), 8.22 (app 

br. s., 1H), 7.92 (d, J = 8.39 Hz, 1H), 7.66 (dd, J = 1.98, 8.54 Hz, 2H), 7.46 - 7.55 (m, 3H), 7.27 

(ddt, J = 1.00, 2.60, 8.20 Hz, 1H), 6.60 - 6.86 (m, 2H), 2.28 (s, 3H). 13C NMR (126 MHz, 

DMSO-d6) δ = 164.1, 162.1, 155.7, 149.7, 148.3, 143.9, 138.9, 135.6, 132.3, 129.4, 124.5, 122.6, 

120.0, 116.2, 115.3, 112.9, 30.7, 17.9. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 5.2 min (HPLC-Methode 

UHPLC.A), m/z berechnet: 370.09 für [M+H+], m/z gefunden: 371.0 [M+H+]. 

Darstellung des NDI-Derivats (3S,5S)-15ma 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (3S,5S)-17m (334.41 g/mol, 836 mg, 2.5 mmol) mit der 

entsprechenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 409 mg, 

2.3 mmol, 0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (675 mg, 0.7 mL, 3.8 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde. Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (437.51 g/mol, 222 mg, 0.5 mmol) aus Schritt 

1 wurde über das Reinigungsprotokoll AT.C3 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten 

Reagenz (105 mg, 88 µL, 0.6 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (216 mg, 1.8 mL, 

12.7 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (480.54 g/mol, 154 mg, 

0.3 mmol) konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufge-

reinigt und in Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.3 g, 2.2 mL, 8.9 mmol) 

zum finalen Produkt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats (3S,5S)- 15ma (380.41 g/mol, 

119 mg, 0.3 mmol, 13% (über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode 

AT.E, anschließender basischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogen-

carbonat-Lösung und abschließender Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als 

cremefarbenes Pulver mit hoher Reinheit isoliert werden. 
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1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ = 10.03 (s, 1H), 8.29 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.93 Hz, 1H), 7.40 

- 7.58 (m, 1H), 7.25 (appdt, J = 1.70, 8.20 Hz, 1H), 6.67 (br. s, 2H), 4.79 (d, J = 48.22 Hz, 1H), 

4.01 - 4.21 (m, 1H), 2.87 - 3.00 (m, 2H), 2.63 (appdd, J = 14.04, 37.38 Hz, 1H), 2.45 - 2.50 (m, 

1H), 2.10 (appt, J = 11.90 Hz, 1H), 1.75 - 1.93 (m, 1H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ = 

163.7, 163.0, 161.6, 154.9, 145.1, 141.9, 135.2, 131.5, 121.7, 119.2, 115.7, 112.2, 109.3, 88.4, 

86.9, 49.6, 48.7, 43.4, 34.9. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 0.8 min (HPLC-Methode UHPLC.A), 

m/z berechnet: 380.11 für [M+H+], m/z gefunden: 381.1 [M+H+]. 

Darstellung des NDI-Derivats (S)-15na 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (S)-17n (352.40 g/mol, 881 mg, 2.5 mmol) mit der entspre-

chenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19a (C9H5ClFN, 181.60 g/mol, 409 mg, 2.3 mmol, 

0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (675 mg, 0.7 mL, 3.8 mmol) zur Reaktion gebracht wurde. 

Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (455.50 g/mol, 235 mg, 0.5 mmol) aus Schritt 1 wurde 

über das Reinigungsprotokoll AT.C1 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten Rea-

genz (107 mg, 89 µL, 0.6 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (220 mg, 1.8 mL, 

12.9 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (498.53 g/mol, 254 mg, 

0.5 mmol) konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufge-

reinigt und in Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.5 g, 3.5 mL, 14.2 mmol) 

zum finalen Produkt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats (S)-15na (398.40 g/mol, 

201 mg, 0.5 mmol, 20% (über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode 

AT.E, anschließender basischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogen-

carbonat-Lösung und abschließender Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als 

cremefarbenes Pulver mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ = 10.00 (s, 1H), 8.30 (s, 1H), 7.99 (d, J = 7.93 Hz, 1H), 7.39 

- 7.59 (m, 3H), 7.25 (ddt, J = 0.70, 2.10, 8.50 Hz, 1H), 6.68 (br. s., 2H), 3.99 - 4.14 (m, 1H), 3.33 

(br. s., 1H), 2.97 - 3.08 (m, 1H), 2.94 (apptd, J = 3.40, 12.66 Hz, 1H), 2.74 (dd, J = 13.00, 

30.00 Hz, 1H), 2.43 - 2.50 (m, 1H), 2.31 (dd, J = 10.99, 21.51 Hz, 1H), 2.04 (appdtd, J = 5.50, 

15.70, 26.10 Hz, 1H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ = 164.1, 163.5, 162.2, 155.3, 145.8, 

142.5, 135.9, 132.0, 122.2, 119.7, 116.2, 112.7, 109.5, 50.8, 48.9, 46.1, 38.1.  
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HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.7 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 398.10 für 

[M+H+], m/z gefunden: 399.1 [M+H+] und 421.1 [M+Na+]. 

Darstellung des NDI-Derivats (3S,5S)-15mq 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem in Schritt 1 das 

substituierte nukleophile Acetamid (3S,5S)-17m (334.41 g/mol, 265 mg, 0.8 mmol) mit der 

entsprechenden Menge des β-Chlorzimtsäurenitrils 19q (C13H10ClN3, 243.69 g/mol, 174 mg, 

0.7 mmol, 0.9 äquiv.) und Natriummethoxid (214 mg, 0.2 mL, 1.2 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurde. Das erhaltene bifunktionelle Intermediat (499.61 g/mol, 221 mg, 0.4 mmol) aus Schritt 

1 wurde über das Reinigungsprotokoll AT.A2 aufgereinigt und in Schritt 2 mit dem ambivalenten 

Reagenz (92 mg, 58 µL, 0.5 mmol) und methanolischer Ammoniaklösung (190 mg, 2.2 mL, 

11.1 mmol) zum Scharnierregion-adressierenden  Intermediat (542.63 g/mol, 157 mg, 

0.3 mmol) konvertiert. Dieses wurde unter Anwendung der Reinigungsmethode AT.C2 aufge-

reinigt und in Schritt 3 mit Hilfe von salzsaurer 1,4-Dioxan-Lösung (0.3 g, 2 mL, 8 mmol) zum 

finalen Produkt umgesetzt. Die freie Base des NDI-Derivats (3S,5S)-15mq (442.52 g/mol, 

68 mg, 0.2 mmol, 19% (über 3 Schritte)) konnte nach Durchführung der Reinigungsmethode 

AT.E, anschließender basischer Extraktion (pH-Indikator) mit wässriger Natriumhydrogen-

carbonat-Lösung und abschließender Sublimationstrocknung in einer moderaten Ausbeute als 

cremefarbenes Pulver mit hoher Reinheit isoliert werden. 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ = 10.12 (s, 1H), 8.04 (s, 1H), 7.94 (s, 1H), 7.75 (d, J = 

8.04 Hz, 1H), 7.54 - 7.60 (m, 4H), 7.46 - 7.51 (m, 1H), 6.60 (br. s, 2H), 4.78 (appd, J = 48.32 Hz, 

1H), 4.05 - 4.15 (m, 1H), 3.32 (br. s., 2H), 2.92 (appdd, J = 2.38, 12.10 Hz, 2H), 2.62 (appdd, J 

= 13.35, 37.10 Hz, 1H), 2.45 - 2.48 (m, 1H), 2.32 - 2.43 (m, 1H), 2.03 - 2.14 (m, 1H), 1.83 (dtd, 

J = 2.09, 12.40, 41.33 Hz, 1H). 13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ = 163.8, 155.4, 145.7, 139.4, 

138.8, 136.5, 136.2, 129.8, 128.7, 125.6, 118.4, 115.2, 107.3, 88.8, 87.7, 50.2, 49.2, 49.0, 43.7, 

35.7, 35.3, 12.4. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 0.6 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z be-

rechnet: 442.16 für [M+H+], m/z gefunden: 443.2 [M+H+]. 
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Darstellung des α, β-ungesättigten Pyranons 6-(3-Bromphenyl)-2H-pyran-3-on ((±)-11a) 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem das Dienophil 3-

Benzaldehyd (10a, C7H5BrO, 185.02 g/mol, 1.59 g/mL, 87 mg, 0.05 mL, 0.5 mmol), die Lewis-

Säure Zinkchlorid (ZnCl2, 136.30 g/mol, 6 mg, 0.05 mmol), das DANISHEFSKY-Dien (9, 

C8H16O2Si, 172.30 g/mol, 0.89 g/mL, 106 mg, 0.12 mL, 0,07 mmol) und Trifluoressigsäure 

(54 mg, 36 µL, 0.5 mmol,) zur Reaktion gebracht wurden. Das isolierte α, β-ungesättigte Py-

ranon 6-(3-Bromphenyl)-2H-pyran-3-on ((±)-11a, C11H9BrO2, 253.09 g/mol, 33 mg, 

0.13 mmol, 39%) konnte in moderater Ausbeute und zufriedenstellender Reinheit als gelber 

Feststoff erhalten werden. 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 7.24 (d, J = 4 Hz, 1H), 7.23-7.18 (m, 1H), 5.47 (d, J = 8.0 Hz, 

1H), 5.33 (dd, J = 4.0, 8.0 Hz, 1H), 2.79 (dd, J = 4.0, 16.0 Hz, 1H), 2.59 (dd, J = 4.0, 12.0 Hz, 

1H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ = 91.42, 163.83, 140.13, 131.96, 130.41, 129.21, 124.56, 

122.93, 107.62, 80.15, 43.43. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 8.6 min (HPLC-Methode 

UHPLC.A), m/z berechnet: 251.98 für C11H9BrO2 [M+H+], m/z gefunden: 252.8 [M+H+]. 

Darstellung des α, β-ungesättigten Pyranons Ethyl 4-oxo-3,4-dihydro-2H-pyran-2-carbon-

säureester ((±)-11b)  

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem das Dienophil 

Ethylglyoxalat (10b, C4H6O3, 102.09 g/mol, 1.0 g/mL, 46 mg, 0.09 mL, 0.4 mmol), die Lewis-

Säure Aluminiumtrichlorid (AlCl3, 133.34 g/mol, 6 mg, 0.04 mmol), das DANISHEFSKY-Dien (9, 

C8H16O2Si, 172.30 g/mol, 0.89 g/mL, 106 mg, 0.12 mL, 0,07 mmol) und Trifluoressigsäure 

(54 mg, 36 µL, 0.5 mmol,) zur Reaktion gebracht wurden. Das isolierte α, β-ungesättigte 

Pyranon Ethyl 4-oxo-3,4-dihydro-2H-pyran-2-carbonsäureester ((±)-11b, C8H10O4, 

170.16 g/mol, 33 mg, 0.19 mmol, 41%) konnte in moderater Ausbeute und zufriedenstellender 

Reinheit als gelber Feststoff erhalten werden. 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 7.4 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 5.48 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 5.01 (t, J = 

4.0 Hz, 1H), 4.28 (q, J = 8.0 Hz, 2H), 2.86 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 1.31 (t, J = 8.0 Hz, 3H). 13C NMR 

(100 MHz, CDCl3) δ = 189.41, 167.86, 161.71, 107.94, 76.13, 62.17, 38.37, 13.95. HPLC-MS 

(ESI-MS): [tR] = 8.1 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 170.60 für C8H10O4 

[M+H+], m/z gefunden: 171.7 [M+H+]. 

Darstellung des Dehydrocineols Ethyl-2-oxabicyclo[2.2.2]oct-5-en-3-carboxylat ((±)-13) 

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem das Dienophil 

Ethylglyoxalat (10b, C4H6O3, 102.09 g/mol, 1.0 g/mL, 46 mg, 0.09 mL, 0.4 mmol), die Lewis-

Säure Bismuttrichlorid (BiCl3, 315.34 g/mol, 6 mg, 0.04 mmol) und 1,3-Cyclohexadien (12, 

C6H8, 80.13 g/mol, 0.85 g/mL, 47 mg, 55 µL, 0.6 mmol) zur Reaktion gebracht wurden. Das 

isolierte Dehydrocineol Ethyl-2-oxabicyclo[2.2.2]oct-5-en-3-carboxylat  ((±)-13, C10H14O3, 

182.22 g/mol, 45 mg, 0.25 mmol, 40%) konnte in moderater Ausbeute und zufriedenstellender 

Reinheit als gelber Feststoff erhalten werden. 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 6.46 (t, J = 4.0 Hz, 1H), 6.21 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 4.54-4.50 (m, 

1H), 4.24 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 4.08 (q, J = 4.0 Hz, 2H), 3.06-3.00 (m, 1H), 2.05-1.96 (m, 1H), 

1.37-1.21 (m, 1H), 1.18 (t, J = 8.0 Hz, 3H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ = 172.23, 134.68, 

130.57, 74.14, 66.54, 60.80, 33.30, 25.70, 20.98, 14.21. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 8.9 min 

(HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 182.09 für C10H14O3 [M+H+], m/z gefunden: 

183.2 [M+H+]. 

Darstellung des 2-(Hydroxymethyl)morpholins N-Benzyl-2-(hydroxymethyl)morpholin ((±)-

3a)  

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem 2-Benzylaminoethanol 

(1a, C9H13NO, 151.21 g/mol, 1.06 g/mL, 1000 mg, 0.9 mL, 6.6 mmol), (±)-Epichlorhydrin 

((±)-2, 795 mg, 0.7 ml, 8.6 mmol), die Lewis-Säure Lithiumperchlorat (915 mg, 8.6 mmol) und 

Natriummethoxid (893 mg, 2.3 mL, 16.5 mmol) zur Reaktion gebracht wurden.  



5 Experimenteller Teil 169 
 

 

Das isolierte 2-(Hydroxymethyl)morpholin N-Benzyl-2-(hydroxymethyl)morpholin  ((±)-3a, 

C12H17NO2, 207.27 g/mol, 712 mg, 3.4 mmol, 52%) konnte, neben dem 6-Hydroxy-1,4-

oxazepan 4-Benzyl-1,4-oxazepan-6-ol ((±)-4a, C12H17NO2, 207.27 g/mol, 0.4 mmol, 78 mg, 

6%), in moderater Ausbeute und zufriedenstellender Reinheit als hellgelbes Öl erhalten werden. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ = 7.22 - 7.27 (m, 4H), 7.16 - 7.22 (m, 1H), 3.82 (ddd, J = 1.80, 

3.10, 11.70 Hz, 1H), 3.63 (dt, J = 2.80, 11.20 Hz, 1H), 3.56 - 3.60 (m, 1H), 3.53 (dd, J = 3.50, 

11.40 Hz, 1H), 3.47 (dd, J = 6.40, 11.40 Hz, 1H), 3.43 (d, J = 9.77 Hz, 2H), 2.61 (ddt, J = 2.00, 

4.00, 10.70 Hz, 2H), 2.37 (br. s., 1H), 2.12 (dt, J = 3.36, 11.52 Hz, 1H), 1.93 (appt, J = 10.70 Hz, 

1H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 137.5, 129.2, 128.4, 127.2, 75.9, 66.6, 64.3, 63.3, 54.5, 53.0. 

HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 5.7 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 207.13 für 

C12H17NO2 [M+H+], m/z gefunden: 208.2 [M+H+]. 

Darstellung des 2-(Hydroxymethyl)morpholins (4-Benzylmorpholin-2-yl)methanol ((±)-4a)  

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden und wurde im Zuge der zuvor 

dargelegten Synthesevorschrift „Darstellung des 2-(Hydroxymethyl)morpholins (4-Benzyl-

morpholin-2-yl)methanol ((±)-3a)“ als Nebenprodukt isoliert. Das 6-Hydroxy-1,4-oxazepan 4-

Benzyl-1,4-oxazepan-6-ol ((±)-4a, C12H17NO2, 207.27 g/mol, 0.4 mmol, 78 mg, 6%) konnte da-

bei in geringer Ausbeute und zufriedenstellender Reinheit als dunkelgelbes Öl isoliert werden  

1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ = 7.25 - 7.30 (m, 3H), 7.20 - 7.25 (m, 2H), 3.79 (dd, J = 1.83, 

3.67 Hz, 1H), 3.73 - 3.76 (m, 2H), 3.65 - 3.70 (m, 4H), 2.92 (ddd, J = 1.40, 5.50, 12.84 Hz, 1H), 

2.74 - 2.82 (m, 2H), 2.46 (ddd, J = 4.40, 7.61, 12.56 Hz, 1H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 

138.3, 129.0, 128.5, 127.4, 76.2, 69.9, 68.8, 63.3, 57.4, 57.0. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 5.9 min 

(HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 207.13 für C12H17NO2 [M+H+], m/z gefunden: 

208.2 [M+H+]. 
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Darstellung des 2-(Hydroxymethyl)morpholins trans-(4aS,7aS)-2-(hydroxymethyl)-4-methyl-

hexahydro-2H-thieno[3,4-b][1,4]oxazine 6,6-dioxids (trans-(±)-3c)  

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem trans-4-

(Methylamino)tetrahydrothiophen-3-ol 1,1-dioxide (trans-(±)-1d, C5H11NO3S, 165.21 g/mol, 

500 mg, 3 mmol), (±)-Epichlorhydrin ((±)-2, 364 mg, 0.3 ml, 3.9 mmol), die Lewis-Säure 

Lithiumperchlorat (419 mg, 3.9 mmol) und Natriummethoxid (409 mg, 1.8 mL, 7.6 mmol) zur 

Reaktion gebracht wurden. Das isolierte 2-(Hydroxymethyl)morpholin trans-(4aS,7aS)-2-

(hydroxymethyl)-4-methylhexahydro-2H-thieno[3,4-b][1,4]oxazine 6,6-dioxid (trans-(±)-

3c) (221.28, 207.27 g/mol, 712 mg, 3.4 mmol, 52%) konnte in moderater Ausbeute und zufrie-

denstellender Reinheit als hellgelbes Öl erhalten werden. 

1H NMR (700 MHz, CDCl3) δ = 4.44 (q, J = 2.72 Hz, 1H), 3.73 - 3.79 (m, 1H), 3.70 (dd, J = 

3.23, 12.00 Hz, 1H), 3.59 - 3.67 (m, 2H), 3.40 (appt, J = 12.50 Hz, 1H), 3.36 (appd, J = 2.80 Hz, 

2H), 3.05 (dd, J = 6.99, 12.37 Hz, 1H), 2.54 (dd, J = 2.69, 12.15 Hz, 1H), 2.42 (appt, J = 

12.00 Hz, 1H), 2.40 (s, 3H). 13C NMR (176 MHz, CDCl3) δ 76.6, 74.6, 63.4, 59.4, 59.2, 47.2, 

43.8, 43.6. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 4.9 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 

221.07 für C12H17NO2 [M+H+], m/z gefunden: 222.2 [M+H+]. 

Darstellung des 2-(Hydroxymethyl)morpholins (5R)-4-Benzyl-5-(benzyloxymethyl)-2-

(hydroxymethyl)morpholin (trans-(±)-3d)  

 

Die Zielverbindung konnte durch Anwendung des dargelegten Verfahrens der allgemeinen Syn-

thesevorschrift ASV.A erfolgreich synthetisch dargestellt werden,. indem (S)-(–)-2-Amino-3-

benzyloxy-1-propanol ((S)-1d, C17H21NO2, 271.36 g/mol, 600 mg, 2.2 mmol), (±)-

Epichlorhydrin ((±)-2, 266 mg, 0.2 ml, 2.9 mmol), die Lewis-Säure Lithiumperchlorat 

(306 mg, 2.9 mmol) und Natriummethoxid (299 mg, 1.3 mL, 5.5 mmol) zur Reaktion gebracht 

wurden. Das isolierte 2-(Hydroxymethyl)morpholin trans-4-Benzyl-5-(benzyloxymethyl)-2-

(hydroxymethyl)morpholin (trans-(±)-3d, C20H25NO3, 327.42 g/mol, 261 mg, 0.8 mmol, 

36%) konnte in moderater Ausbeute und zufriedenstellender Reinheit als hellgelbes Öl erhalten 

werden. 
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1H NMR (700 MHz, CDCl3) δ = 7.32 - 7.40 (m, 8H), 7.24 - 7.28 (m, 2H), 4.54 (d, J = 12.91 Hz, 

2H), 4.07 (dd, J = 2.15, 11.19 Hz, 1H), 3.76 - 3.84 (m, 4H), 3.66 - 3.71 (m, 2H), 3.60 (dd, J = 

3.44, 11.00 Hz, 1H), 3.55 (dd, J = 6.02, 11.19 Hz, 1H), 2.90 (appdt, J = 2.37, 4.95 Hz, 1H), 2.50 

(appt, J = 11.60 Hz, 1H), 2.41 (dd, J = 2.80, 11.83 Hz, 1H), 2.06 (br. s, 1H). 13C NMR (176 

MHz, CDCl3) δ 138.3, 128.9, 128.7, 128.4, 128.3, 127.6, 127.1, 75.6, 73.4, 67.8, 64.7, 64.2, 59.3, 

56.9, 48.1. HPLC-MS (ESI-MS): [tR] = 6.1 min (HPLC-Methode UHPLC.A), m/z berechnet: 

327.18 für C20H25NO3 [M+H+], m/z gefunden: 328.1 [M+H+]. 
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Anhang 
Parametrisierungsversuche zur oxa-DIELS-ALDER-Reaktion von Ethylglyoxalaten 

Tabelle 4 | Übersicht zu den durchgeführten Parametervariationen für die Synthese des Pyranons (±)-11b. Weder die Erhöhung 

der Reaktionslaufzeit noch der Zusatz eines Radikalfängers führten zur gewünschten Produktbildung. Erst die Variation der 

Lewis-Säure führte zum gewünschten Erfolg. 

 

Eintrag LS Additiv Zeit Ausbeute Kommentar 

1 ZnCl2 - 2 h - Keine Produktbildung 

2 ZnCl2 Hydrochinon 1 h - Keine Produktbildung 

3 AlCl3 - 1 h 41% 
(33 mg) Produktbildung 

 

Tabelle 5 | Übersicht zu den durchgeführten Parametervariationen für die Synthese des Dehydrocineols (±)-13. Weder die Er-

höhung der Reaktionslaufzeit noch der Zusatz eines Radikalfängers führten zur gewünschten Produktbildung. Erst die Variation 

der Lewis-Säure führte zum gewünschten Erfolg. 

 

Eintrag LS Additiv Temperatur Zeit Ausbeute Kommentar 

1 ZnCl2 - 30 °C (µW) 2 h - Polymerisation 
Dien 

2 ZnCl2 Hydrochinon 30 °C (µW) 2 h - Polymerisation 
Dien 

3 AlCl3 - 30 °C (µW) 1 h  Polymerisation 
Dien 

  - 150 °C 1 h  Dimerisierung 
Dien 

 BiCl3 - 30 °C (µW) 1 h 40% 
(45 mg) Produktbildung 
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Sequenzvergleich 

Kinase ID Sequenz Position 
 

PDGFRα P16234 Y--------------------------DSRWEFPRDGLVLGRVLGSGAFGKVVEGTAYGL 615 
c-KIT P10721 Y--------------------------DHKWEFPRNRLSFGKTLGAGAFGKVVEATAYGL 611 
TGFbR2 P37173 ---------------------------INHNT-ELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQN 266 
ACVR1 Q04771 F--------------------------LVQRT-VARQITLLECVGKGRYGEVWRGSWQ-- 228 
MERTK Q12866 K--------------------------LEDVVIDRNLLILGKILGEGEFGSVMEGNLKQE 609 
SYK Q15046 YPHKFHVDISLTDFIQKYSHLQPGDHLTDITLKVAGRIH--AKRASGGK---LIFYDLR- 148 
VRK2 Q86Y07 -PEG-----------------------KVLDDMEGNQWVLGKKIGSGGFGLIYLAFPTNK 51 
CSNK1D P48730 -----------------------------MELRVGNRYRLGRKIGSGSFGDIYLGTDIAA 31 
SRPK1 Q96SB4 CKGGYHL--------------------VKIGDLFNGRYHVIRKLGWGHFSTVWLSWDIQG 102 
DYRK1A Q13627 YD---YI--------------------VKNGEKWMDRYEIDSLIGKGSFGQVVKAYDRVE 181 
TTK P33981 ---------------------------NECISVKGRIYSILKQIGSGGSSKVFQVLNEK- 546 
BMP2K Q9NSY1 --------------------------------VGRHQVTLEESLAEGGFSTVFLVRTHG- 72 
PAK6 Q9NQU5 FKAALRM--------------------VVDQGDPRLLLDSYVKIGEGSTGIVCLAREKHS 429 
STK10 Q94804 ---------------------------VRRDLDPNEVWEIVGELGDGAFGKVYKAKNKET 58 
ST32A Q8WU08 ---------------------------ENED-VNFDHFEILRAIGKGSFGKVCIVQKNDT 45 
PDPK1 O15530 ----------------------------PRK-KRPEDFKFGKILGEGSFSTVVLARELAT 104 
CHEK1 O14757 -----------------------------MAVPFVEDWDLVQTLGEGAYGEVQLAVNRVT 31 
PIM1 P11309 ---------------------------GKEKEPLESQYQVGPLLGSGGFGSVYSGIRVSD 6 
 

PDGFRα P16234 SRSQPVMKVAVKMLKPTAR-SSE-----K------------------------QALMSEL 645 
c-KIT P10721 IKSDAAMTVAVKMLKPSAH-LTE-----R------------------------EALMSEL 641 
TGFbR2 P37173 T-SEQFETVAVKIFPYEEYA----------------------------------SWKTEK 291 
ACVR1 Q04771 -----GENVAVKIFSSRDEK----------------------------------SWFRET 249 
MERTK Q12866 --DGTSLKVAVKTMKLDNSSQRE-----I------------------------EEFLSEA 638 
SYK Q15046 -----GEGVKLQVMANSRNYKSEEEFIHINNKLRRGDIIGVQGNPGKTKKGELSIIPYEI 203 
VRK2 Q86Y07 -----PEKDARHVVKVEYQEN-GPLFSEL------------------------------- 74 
CSNK1D P48730 -----GEEVAIKLECVKT-KH-PQLHIES------------------------------- 53 
SRPK1 Q96SB4 -----KKFVAMKVVKSAEHYT-ETALDEI------------------------------- 125 
DYRK1A Q13627 -----QEWVAIKIIKNKKAFL-NQAQIEV----------------------------RLL 207 
TTK P33981 -----KQIYAIKYVNLEEADN-QT----L------------------------DSYRNEI 572 
BMP2K Q9NSY1 -----GIRCALKRMYVN-------NMPDL------------------------NVCKREI 96 
PAK6 Q9NQU5 -----GRQVAVKMMDLRKQQR-RELL------------------------------FNEV 453 
STK10 Q94804 -----GALAAAKVIETK---S-EEELEDY---------------------------IVEI 82 
ST32A Q8WU08 -----KKMYAMKYMNKQKCVE-RNEVRNV---------------------------FKEL 72 
PDPK1 O15530 -----SREYAIKILEKRHIIK-ENKVPYV---------------------------TRER 131 
CHEK1 O14757 -----EEAVAVKIVDMKRAVD-CPENIK-----------------------------KEI 56 
PIM1 P11309 -----NLPVAIKHVEKDRISD-WGELPNG------------------------TRVPMEV 90 
 

PDGFRα P16234 KIMTH-L----------------------------------GPHLNIVNLLGACTKSGP- 669 
c-KIT P10721 KVLSY-L----------------------------------GNHMNIVNLLGACTIGGP- 665 
TGFbR2 P37173 DIFSDIN----------------------------------LKHENILQFLTAEERKTE- 316 
ACVR1 Q04771 DIFSDIN----------------------------------LKHENILQFLTAEERKTE- 274 
MERTK Q12866 ACMKD-F-----------------------------------SHPNVIRLLGVCIEMSSQ 662 
SYK Q15046 TLLSPCLHMLPHLHFGLKDKETRYRQRYLDLILNDFVRQKFIIRSKIITYIRSFLDELG- 262 
VRK2 Q86Y07 KFYQRVAKKD---------------------CIKKWIERKQLDYLGIPLFYGSGL-TEFK 112 
CSNK1D P48730 KIYKM-----------------------------------MQGGVGIPTIRWCG-----A 73 
SRPK1 Q96SB4 RLLKSVRNSD---------------------P-------NDPNREMVVQLLDDFK-ISGV 156 
DYRK1A Q13627 ELMNK--------------------------------------HDTEMKYYIVHLKRHFM 229 
TTK P33981 AYLNKLQ----------------------------------QHSDKIIRLYDYEI----- 593 
BMP2K Q9NSY1 TIMKEL-----------------------------------SGHKNIVGYLDCAVNSISD 121 
PAK6 Q9NQU5 VIMRD------------------------------------YQHFNVVEMYKSYL----V 473 
STK10 Q94804 EILAT------------------------------------CDHPYIVKLLGAYY----H 102 
ST32A Q8WU08 QIMQG------------------------------------LEHPFLVNLWYSFQ----D 92 
PDPK1 O15530 DVMSR------------------------------------LDHPFFVKLYFTFQ----D 151 
CHEK1 O14757 CINKML------------------------------------NHENVVKFYGH-R----R 75 
PIM1 P11309 VLLKKVS----------------------------------SGFSGVIRLLDWFE----R 112 

Abbildung 47 | Sequenzvergleich für ausgewählte Off-Targets des NDIs ((S)-(15aa)). Der Vergleich wurde mit dem CLUSTAL 

OMEGA-Webserver durchgeführt und anschließend mit den Sekundärstrukturelementen der Kinase PDGFRα abgeglichen.  
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Kinase ID Sequenz Position 
 

PDGFRα P16234 ----IYIITEYCFYGDLVNYLHKNRDSFLSHHPEKPKKELDIFGLNPADESTRSYVILSF 725 
c-KIT P10721 ----TLVITEYCCYGDLLNFLRRKRDSFICSKQEDHAEAALYKNLLHSKES------SCS 715 
TGFbR2 P37173 LGKQYWLITAFHAKGNLQEYLTRHV----------------------------------- 341 
ACVR1 Q04771 SSTQLWLITHYHEMGSLYDYLQLTT----------------------------------- 299 
MERTK Q12866 GIPKPMVILPFMKYGDLHTYLLYSR----------------------------------- 687 
SYK Q15046 FLEIETPMMNIIPGGAVAKPFI-T------------------------------------ 285 
VRK2 Q86Y07 GRSYRFMVMER-LGIDLQKISG-Q------------------------------------ 134 
CSNK1D P48730 EGDYNVMVMEL-LGPSLEDLFN-F------------------------------------ 95 
SRPK1 Q96SB4 NGTHICMVFEV-LGHHLLKWIIKS------------------------------------ 179 
DYRK1A Q13627 FRNHLCLVFEM-LSYNLYDLLRNT------------------------------------ 252 
TTK P33981 TDQYIYMVME-CGNIDLNSWLKK------------------------------------- 615 
BMP2K Q9NSY1 NVWEVLILMEYCRAGQVVNQMNKK------------------------------------ 145 
PAK6 Q9NQU5 GEE-LWVLMEFLQGGALTDIVS-Q------------------------------------ 495 
STK10 Q94804 DGK-LWIMIEFCPGGAVDAIML-E------------------------------------ 124 
ST32A Q8WU08 EED-MFMVVDLLLGGDLRYHLQ-Q------------------------------------ 114 
PDPK1 O15530 DEK-LYFGLSYAKNGELLKYIR-K------------------------------------ 173 
CHEK1 O14757 EGNIQYLFLEYCSGGELFDRIE-P------------------------------------ 98 
PIM1 P11309 PDSFVLILERPEPVQDLFDFIT-E------------------------------------ 135 
 

PDGFRα P16234 NSEGLTLLDLLSFTYQVARGMEFLASK---------NCVHRDLAARNVLLAQ---GKIVK 833 
c-KIT P10721 DELALDLEDLLSFSYQVAKGMAFLASK---------NCIHRDLAARNILLTH---GRITK 807 
TGFbR2 P37173 ----ISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKN---DLTCC 394 
ACVR1 Q04771 ----LDTVSCLRIVLSIASGLAHLHIEIFG-TQGKPAIAHRDLKSKNILVKK---NGQCC 351 
MERTK Q12866 GPKHIPLQTLLKFMVDIALGMEYLSNR---------NFLHRDLAARNCMLRD---DMTVC 738 
SYK Q15046 YHNELDMNLYMRIAPELYHKMLVVGGI------DRVYEIGRQFRNEGIDLTH---NP--- 333 
VRK2 Q86Y07 -NGTFKKSTVLQLGIRMLDVLEYIHEN---------EYVHGDIKAANLLLGYKN-PDQVY 183 
CSNK1D P48730 CSRKFSLKTVLLLADQMISRIEYIHSK---------NFIHRDVKPDNFLMGLGKKGNLVY 146 
SRPK1 Q96SB4 NYQGLPLPCVKKIIQQVLQGLDYLHTK--------CRIIHTDIKPENILLSVNE-QYIRR 230 
DYRK1A Q13627 NFRGVSLNLTRKFAQQMCTALLFLATP-------ELSIIHCDLKPENILLCNPK-RSAIK 304 
TTK P33981 -KKSIDPWERKSYWKNMLEAVHTIHQH---------GIVHSDLKPANFLIVD----GMLK 661 
BMP2K Q9NSY1 LQTGFTEPEVLQIFCDTCEAVARLHQC-------KTPIIHRDLKVENILLND---GGNYV 195 
PAK6 Q9NQU5 --VRLNEEQIATVCEAVLQALAYLHAQ---------GVIHRDIKSDSILLTL---DGRVK 541 
STK10 Q94804 LDRGLTEPQIQVVCRQMLEALNFLHSK---------RIIHRDLKAGNVLMTL---EGDIR 172 
ST32A Q8WU08 -NVHFKEETVKLFICELVMALDYLQNQ---------RIIHRDMKPDNILLDE---HGHVH 161 
PDPK1 O15530 -IGSFDETCTRFYTAEIVSALEYLHGK---------GIIHRDLKPENILLNE---DMHIQ 220 
CHEK1 O14757 -DIGMPEPDAQRFFHQLMAGVVYLHGI---------GITHRDIKPENLLLDE---RDNLK 145 
PIM1 P11309 -RGALQEELARSFFWQVLEAVRHCHNC---------GVLHRDIKDENILIDL-N-RGELK 183 
 

PDGFRα P16234 ICDFGLARDIMHDSNYV----SKGS--TFLPVKWMAPESIFDNLY--------------- 872 
c-KIT P10721 ICDFGLARDIKNDSNYV----VKGN--ARLPVKWMAPESIFNCVY--------------- 846 
TGFbR2 P37173 LCDFGLSLRLDPTLSVD----DLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLEN------------ 438 
ACVR1 Q04771 IADLGLAVMHSQSTNQL----DVGNNPRVGTKRYMAPEVLDETIQVDC------------ 395 
MERTK Q12866 VADFGLSKKIYSGDYYR----QGRI--AKMPVKWIAIESLADRVY--------------- 777 
SYK Q15046 --------------------------EFTTCEFYMAYADYHDLMEITEKMVSGMVKHITG 367 
VRK2 Q86Y07 LADYGLSYRYCPNGNHKQYQE-NPRKGHNGTIEFTSLD-----------AHKG------- 224 
CSNK1D P48730 IIDFGLAKKYRDARTHQHIPY-RENKNLTGTARYASIN-----------THLG------- 187 
SRPK1 Q96SB4 LAAEATEWQRSGAP------------PPSGSAVSTAPQ-----------P---------- 257 
DYRK1A Q13627 IVDFGSSCQLGQ-----------RIYQYIQSRFYRSPE-----------VLLGM------ 336 
TTK P33981 LIDFGIANQMQPDTTSV------VKDSQVGTVNYMPPE-----------AIKDMSSSREN 704 
BMP2K Q9NSY1 LCDFGSATNKFLNPQKDGVNVVEEEIKKYTTLSYRAPE-----------MINL------- 237 
PAK6 Q9NQU5 LSDFGFCAQISKD--VP------KRKSLVGTPYWMAPE-----------VISRS------ 576 
STK10 Q94804 LADFGVSAKNLKT--LQ------KRDSFIGTPYWMAPE-----------VVMCET----- 208 
ST32A Q8WU08 ITDFNIAAMLPRET---------QITTMAGTKPYMAPE-----------MFSS------- 194 
PDPK1 O15530 ITDFGTAKVLSPESKQA------RANSFVGTAQYVSPE-----------LLTE------- 256 
CHEK1 O14757 ISDFGLATVFRYNNRER------LLNKMCGTLPYVAPE-----------LLKRRE----- 183 
PIM1 P11309 LIDFGSGALLK----DT------VYTDFDGTRVYSPPE-----------WIRYHR----- 217 

Abbildung 48 (Fortsetzung) | Sequenzvergleich für ausgewählte Off-Targets des NDIs ((S)-(15aa)). Der Vergleich wurde mit 

dem CLUSTAL OMEGA-Webserver durchgeführt und anschließend mit den Sekundärstrukturelementen der Kinase PDGFRα ab-

geglichen 
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Profilierung der NDI-Derivate 

Tabelle 6 | Übersicht zu der biochemischen Profilierung der dekonstruierten NDI-Derivate ohne Scharnierregion-adressierende 

Gruppe. Zusammenstellung der Daten für das Boc-geschützte sowie das ungeschützte (S)- und (R)-Enantiomer . 

 

 COOC(CH3)3 H 

Verbindungsnummer (R)-20a (S)-20b (R)-21a (S)-21b 

HTRF IC50 [nM] 
c-KIT WT 
PDGFRα WT 
PDGFRα G680R 
PDGFRα-D842V 

 
> 20000 
> 20000 
> 20000 
563 ± 44 

 
> 20000 
652 ± 78 
> 20000 
> 20000 

 
> 20000 
> 20000 
> 20000 
> 20000 

 
> 20000 
> 20000 
> 20000 
> 20000 

PDGFRα CTG GR50 [nM] 
GIST48B 
GIST-D842V 
GIST-T1-680 
GIST-T1-5258 

 
> 10000 
> 10000 
> 10000 
> 10000 

 
> 10000 
> 10000 
> 10000 
> 10000 

 
> 10000 
> 10000 
> 10000 
> 10000 

 
> 10000 
> 10000 
> 10000 
> 10000 

c-KIT CTG GR50 [nM] 
GIST-T1 
GIST-T1-D816E 
GIST-T1-V654A 

 
> 10000 
> 10000 
> 10000 

 
> 10000 
> 10000 
> 10000 

 
> 10000 
> 10000 
> 10000 

 
> 10000 
> 10000 
> 10000 

 

  

= 
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Tabelle 7 | Übersicht zu der biochemischen und zellulären Profilierung für verschiedene NDI-Derivate. Zusammenstellung der 

Daten für die Variation des Fluorierungsgrads ((S)-Enantiomere). 

c-K
IT

 C
TG

 G
R

50  [nM
] 

G
IST-T

1 
G

IST-T
1-D

816E 
G

IST-T
1-V

654A
 

G
IST

48B/G
IST-D

842V
 

 PD
G

FRα C
TG

 G
R

50  [nM
] 

G
IST

48B 
G

IST-D
842V

 
G

IST-T
1-680 

G
IST-T

1-5258 

H
T

RF IC
50  [nM

] 
PD

G
FRα-D

842V
 

c-K
IT-D

816H
 

PD
G

FRα W
T

 
c-K

IT
 W

T
 

Absolute K
onfiguration 

Verbindungsnum
m

er 

 

 
17 ± 0 
17 ± 2 
45 ± 2 

50  
299 ± 45 

6 ± 2 
315 ± 62 

44 ± 4 
 

 
0.2 ± 0.1 
0.3 ± 0.1 

<0.1 
0.9 ± 0.9 

(S) 

(S)-15aa 

 

 
12 ± 4 
12 ± 0 
16 ± 6 

 

65  
588 ± 157 

9 ± 3 
720 ± 102 

65 ± 15 

 
0.9 ± 0.6 
0.3 ± 0.2 
0.4 ± 0.2 
0.3 ± 0.3 

 

(S) 

(S)-15ab 

 

 
14 ± 4 
11 ± 3 
19 ± 8 

105 

 
827 ± 76 

8 ± 2 
1067 ± 52 

64 ± 6 

 
0.5 ± 0.7 
0.3 ± 0.3 
0.3 ± 0.2 
0.4 ± 0.3 

(S) 

(S)-15ac 

 

 
8 ± 3 
7 ± 3 

11 ± 3 
 77  

230 ± 13 
3 ± 1 

292 ± 8 
21 ± 2 

  
<0.1 

0.3 ± 0.2 
0.1 ± 0.0 
0.1 ± 0.1 

(S) 

(S)-15ad 

 

 
23 ± 7 

32 ± 13 
28 ± 10 

28  
565 ± 106 

20 ± 6 
625 ± 89 
133 ± 23 

 
2.6 ± 1.7 
0.5 ± 0.2 
1.6 ± 0.3 
0.9 ± 0.4 

(S) 

(S)-15ae 
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Tabelle 8 | Übersicht zu der biochemischen und zellulären Profilierung für verschiedene NDI-Derivate. Zusammenstellung der 

Daten für die Variation des Fluorierungsgrads ((R)-Enantiomere). 
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Tabelle 9 | Übersicht zu der biochemischen und zellulären Profilierung für verschiedene NDI-Derivate. Zusammenstellung der 

Daten für die Variation der meta-Substitution am 3-Fluorbenzol-Ring. 

c-K
IT

 C
TG

 G
R

50  [nM
] 

G
IST-T

1 
G

IST-T
1-D

816E 
G

IST-T
1-V

654A
 

G
IST

48B/G
IST-D

842V
 

PD
G

FRα C
TG

 G
R

50  [nM
] 

G
IST

48B 
G

IST-D
842V

 
G

IST-T
1-680 

G
IST-T

1-5258 

H
T

RF IC
50  [nM

] 
PD

G
FRα-D

842V
 

c-K
IT-D

816H
 

PD
G

FRα W
T

 
c-K

IT
 W

T
 

Absolute K
onfiguration 

Verbindungsnum
m

er 

 

 - - - 101 

 304 ± 33 
3 ± 2 
301 ± 48 
24 ± 7 

 0.1 ± 0.1 
0.3 ± 0.2 
<0.1 
0.1 ± 0.0 

(S) 

(S)-15af 

 

 16 ± 2 
13 ± 2 
33 ± 7 
 71 

 213 ± 6 
3 ± 0 
213 ± 6 
28 ± 2 
  <0.1 
<0.1 
- - 

(S) 

(S)-15ag 

 

 15 ± 3 
12 ± 3 
36 ± 18 
 84 

 252 ± 21 
3 ± 0 
289 ± 25 
27 ± 5 

 <0.1 
0.1 ± 0.1 
- - 

(S) 

(S)-15ah 

 

 49 ± 10 
20 ± 1 
82 ± 15 

92 

 1288 ± 173 
14 ± 3 
2654 ± 541 
98 ± 32 

 <0.1 
0.3 ± 0.1 
- - 

(S) 

(S)-15ai 

 

 32 ± 2 
25 ± 5 
60 ± 12 
 128 

 1276 ± 45 
10 ± 3 
3392 ± 244 
77 ± 2 

 0.8 ± 0.4 
0.2 ± 0.1 
- - 

(S) 

(S)-15aj 
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Tabelle 10 | Übersicht zu der biochemischen und zellulären Profilierung für verschiedene NDI-Derivate. Zusammenstellung der 

Daten für die Funktionalisierung der meta- und para-Position. 
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Tabelle 11 | Übersicht zu der biochemischen und zellulären Profilierung für verschiedene NDI-Derivate. Zusammenstellung der 

Daten für die Integration neuer Exit-Vektoren im Austausch des 3-Fluorbenzol-Rings. 

c-K
IT

 C
TG

 G
R

50  [nM
] 

G
IST-T

1 
G

IST-T
1-D

816E 
G

IST-T
1-V

654A
 

G
IST

48B/G
IST-D

842V
 

 PD
G

FRα C
TG

 G
R

50  [nM
] 

G
IST

48B 
G

IST-D
842V

 
G

IST-T
1-680 

G
IST-T

1-5258 

H
T

RF IC
50  [nM

] 
PD

G
FRα-D

842V
 

c-K
IT-D

816H
 

PD
G

FRα W
T

 
c-K

IT
 W

T
 

Absolute K
onfiguration 

Verbindungsnum
m

er 

 

 
17 ± 3 
14 ± 1 
42 ± 8 

 55  
275 ± 25 

5 ± 1 
249 ± 16 

38 ± 3 

 
0.2 ± 0.1 
0.1 ± 0 

- - 

(S) 

(S)-15ap 

 

 
32 ± 6 
28 ± 2 

62 ± 19 
 

238 

 
1188 ± 115 

5 ± 1 
539 ± 51 

37 ± 4 

 
0.1 ± 0 
0.1 ± 0 

- - 

(S) 

(S)-15aq 

 

 - - - 

87  
1046 ± 72 

12 ± 2 
1113 ± 108 

160 ± 46 
  

0.4 ± 0.1 
0.4 ± 0.1 

- - 

(S) 

(3S,5S)-15m
q 
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Tabelle 12 | Übersicht zu der biochemischen und zellulären Profilierung für verschiedene NDI-Derivate. Zusammenstellung der 

Daten für die Variation der Ringgröße des Piperidin-Rings ((S)-Enantiomere). 
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Tabelle 13 | Übersicht zu der biochemischen und zellulären Profilierung für verschiedene NDI-Derivate. Zusammenstellung der 

Daten für die Variation der Ringgröße des Piperidin-Rings ((R)-Enantiomere). 
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Tabelle 14 | Übersicht zu der biochemischen und zellulären Profilierung für verschiedene NDI-Derivate. Zusammenstellung 

der Daten für die Karbonisierung und Variation der Stickstoffpositionierung innerhalb des Piperidin-Rings. 
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Tabelle 15 | Übersicht zu der biochemischen und zellulären Profilierung für verschiedene NDI-Derivate. Zusammenstellung der 

Daten für Heteroaromatisierung und pKS-Modulation des Piperidins. 
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