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Wenn wir wüssten, was wir tun,  

würde man es nicht Forschung nennen. 

 

Albert Einstein (1879 ð 1955) 
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1 Einleitung  

Proteine sind die Grundbausteine des Lebens und kommen dementsprechend in allen 

lebenden Organismen vor ỡ von ỬsimplenỪ Bakterien bis hin zu höheren Säugetieren, 

zu denen auch der Mensch gehört. Sie bestehen aus Aminosäuren, die über 

Peptidbindungen miteinander verknüpft sind und auf diese Weise Makromoleküle 

bilden.[1,2]  

Im lebenden Organismus übernehmen Proteine zahlreiche Funktionen und sind an allen 

biologischen Prozessen beteiligt. Dabei hängen die funktionellen Eigenschaften der 

Proteine von ihrer dreidimensionalen Struktur ab, die durch Faltung der linearen 

Polypeptidketten zu wohldefinierten Sekundärstrukturen, wie ΰ-Helix oder α-Faltblatt, 

und räumlicher Anordnung von sich wiederholenden Sequenzen, entstehen können.[1,3] 

Zu den zahlreichen Aufgaben von Proteinen gehören beispielsweise die Katalyse 

chemischer Reaktionen, der Transport und die Speicherung verschiedener Metabolite 

oder auch die Übertragung von Nervenimpulsen, wobei diese Prozesse meist durch 

Wechselwirkungen von Proteinen mit ihrer Umgebung gesteuert werden.[1,4] Dabei 

können Proteine sowohl intramolekular mit sich selbst, als auch intermolekular mit 

anderen, kleinen Molekülen oder weiteren Proteinen interagieren. 

Aufgrund ihrer vielfältigen Wirkungsweisen ist das Zusammenspiel von Proteinen mit 

ihrer Umgebung auch von großer Bedeutung bei der Erforschung von Dysfunktionen 

und Krankheiten in lebenden Organismen, sowie bei dem damit einhergehenden 

Wirkstoffdesign zu therapeutischen Zwecken. Als eine der besonders herausfordernden 

Aufgaben in der Wirkstoffforschung gilt dabei die Modulation von Protein-Protein-

Interaktionen (PPI). Diese kann im Prinzip auf zwei komplementären Wegen, durch 

Hemmung oder Stabilisierung der Wechselwirkung, erreicht werden.[5,6]  

Hierzu wird besonders häufig die direkte Grenzfläche zwischen zwei interagierenden 

Proteinen adressiert. Zu diesem Zweck werden bevorzugt niedermolekulare 

Verbindungen entwickelt, da diese in der Regel relativ kostengünstig sind und häufig 

oral verabreicht werden können.[7,8] Die Modifikation einer PPI durch niedermolekulare 

Verbindungen stellt jedoch aufgrund zahlreicher Eigenschaften wie der Größe oder 

Beschaffenheit der Proteingrenzfläche eine große Herausforderung bei der 

zielgerichteten Entwicklung der Modulatoren dar.[8] 
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Nichtsdestotrotz konnten in den vergangenen Jahren erhebliche Fortschritte bei der 

Identifizierung von niedermolekularen Modulatoren, durch die Verwendung von 

Virtual Screening Methoden, in denen Konzepte wie Lipinskiẻs Rule of Five und die Hot-

Spot-Theorie Anwendung finden, und dem Einsatz von High-Throughput-Screenings, 

gemacht werden.[7,9,10] Darüber hinaus orientiert sich die Wissenschaft bei der 

Entwicklung von Wirkstoffen häufig auch an Strukturmotiven aus Naturstoffen, die aus 

verschiedenen Organismen gewonnen werden können. Der Vorteil von Naturstoffen 

besteht häufig in einer großen chemischen Vielfalt, die aber oftmals mit einer 

ausgeprägten biochemischen Spezifität einhergeht.[11] 

Ein niedermolekularer Stabilisator einer PPI zwischen dem 14-3-3 Protein, das zu den 

sauren Adapterproteinen gehört, und dem carbohydrate response element binding 

protein (ChREBP), ist der Metabolit Adenosinmonophosphat (AMP). Der durch Glucose 

aktivierte Transkriptionsfaktor ChREBP gehört zu den sogenannten Ửthrifty genesỪ, da 

er eine entscheidende Rolle bei der Umwandlung von Kohlenhydraten in Fette, sowie 

Speicherung dieser, im Lebergewebe spielt. Dadurch ist ChREBP an der Entstehung 

verschiedener Krankheiten wie Diabetes mellitus Typ 2 oder Bluthochdruck und damit 

einhergehender Herz-Kreislauf-Erkrankungen beteiligt. Die Bindung des 14-3-3 

Proteins an ChREBP führt zu einer Lokalisation des Transkriptionsfaktors im 

Cytoplasma, wodurch dessen Transkriptionsaktivität gehemmt wird. Aus diesem 

Grund besitzt die Stabilisierung der 14-3-3/ChREBP-PPI durch niedermolekulare 

Stabilisatoren, die Gegenstand dieser Arbeit ist, eine potentielle biomedizinische 

Relevanz.[12ỡ14] 
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2 Theoretische Grundlagen  

2.1 Protein -Protein -Interaktionen (PPI)  

In annähernd allen biologischen Prozessen spielen sowohl die regulierte Bildung als 

auch die Dissoziation von Proteinkomplexen eine entscheidende Rolle. Dadurch sind 

Protein-Protein-Interaktionen (PPI) für alle lebenden Organismen von großer 

Bedeutung.[5] Im Allgemeinen werden unter PPI physikalische Kontakte zwischen 

Proteinen in einer Zelle oder einem lebenden Organismus verstanden. Aufgrund der 

Vielzahl an PPI, die jedes Protein in einer Zelle eingehen kann, ergibt sich somit für alle 

Proteine ein großes und komplexes Interaktionsnetzwerk. Die Kontakte sind dabei aber 

nicht statisch oder permanent. Vielmehr handelt es sich bei der Bildung von 

Proteinkomplexen und deren Dissoziation um dynamische Prozesse, die von einer 

Vielzahl von Mechanismen reguliert werden.[15,16] Laut Phizicky und Fields gehören zu 

den wichtigsten Eigenschaften von PPI:[16,17]  

a) die Beeinflussung der kinetischen Energie von Enzymen 

b) die Erschaffung neuer Bindestellen für kleine Effektormoleküle 

c) die Inaktivierung oder Hemmung von Proteinfunktionen 

d) die Änderung der Spezifität eines Proteins für sein Substrat, durch Interaktionen 

mit verschiedenen Bindungspartnern. 

Während die Untersuchung von PPI in der heutigen Zeit einen wichtigen Stellenwert 

einnimmt, wurde mit Forschungen zu diesem Thema erst Ende des 19. bzw. Anfang des 

20. Jahrhunderts begonnen. Im Zuge dessen stellt die Charakterisierung der 

Wechselwirkung von Trypsin und Antitrypsin durch Hedin et al. im Jahr 1906 eine der 

ersten Studien zu einer biologisch-relevanten PPI dar.[18] Durch konzeptionelle und 

technologische Fortschritte in molekularer Zellbiologie, Biochemie und Biophysik, hat 

sich seither nicht nur das generelle Wissen über Proteine , sondern auch über ihre 

Wechselwirkungen und Einbindung in PPI-Netzwerken, kontinuierlich 

weiterentwickelt.[6,19] 

Die Gesamtheit aller molekularen Wechselwirkungen in einer Zelle wird heutzutage als 

ỬInteraktomỪ bezeichnet. Obwohl diese Definition streng genommen die Interaktionen 

sämtlicher Biomoleküle in einer Zelle umfasst, wird der Begriff ỬInteraktomỪ häufig 

synonym zu Protein-Protein-Interaktionsnetzwerken (PPIN) verwendet, da für diese die 
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größte Datenmenge zur Verfügung steht.[20] Das gesamte menschliche Interaktom 

besteht geschätzt aus über 130.000 binären PPI, von welchen bisher allerdings erst 8 % 

genauer bestimmt worden sind (Abb. 1).[21] 

 

Abb. 1 Netzwerk des menschlichen Interaktoms.  Jeder Punkt symbolisiert ein Protein und jede 

Linie zwischen zwei Punkten eine angenommene oder nachgewiesene PPI-Wechselwirkung 

(übernommen aus [19]). 

 

2.1.1 Arten und Bindungstypen von PPI  

Die Wechselwirkungen in Protein-Protein-Interaktionen finden immer an spezifischen 

Bindungsstellen statt. Bei den Bindungsstellen, auch Bindungstaschen genannt, handelt 

es sich in der Regel um spezielle Hohlräume im Protein, die bei der Proteinfaltung der 

Polypeptidkette durch eine bestimmte Anordnung der Aminosäuren gebildet werden 

(Abb. 2).[22ỡ24]  

 

Abb. 2 Bildung einer Bindungstasche durch Faltung einer Polypeptidkette (erstellt nach [22,23]). 
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Der logP-Wert spiegelt die Lipophilie einer Substanz wider. Lipophile oder ungeladene 

Moleküle können gut durch die Zellmembran diffundieren. Gleichzeitig verringert sich 

dadurch aber auch die Wasserlöslichkeit der Substanz, wodurch eine Aufnahme der 

Substanz in den Körper erschwert wird. Aus diesem Grund darf die Lipophilie auch 

nicht zu groß sein.[42] Zu viele Donatoren und Akzeptoren für 

Wasserstoffbrückenbindungen können dazu führen, dass das Molekül eine sehr stabile 

Hydrathülle bildet, welche die Passage durch die Membran erschwert.[45] Auch eine zu 

große PSA kann die Permeabilität und zu viele drehbare Bindungen die Flexibilität 

beeinflussen.[41,42] 

 

Abb. 5 Visuelle Übersicht Lipinski Rule of Five . Darstellung der Regeln unter Berücksichtigung der 

molaren Masse (M), des Verteilungskoeffizienten (logP), der Anzahl an Wasserstoffbrückenbindungs-

Akzeptoren und -Donatoren (WBB-A und WBB-D), der Anzahl der drehbaren Bindungen (DB) und der 

Größe der Polar Surface Area (PSA) (erstellt nach [42,46]). 

Niedermolekulare Verbindungen können das Gleichgewicht zwischen 

Proteinkomplexen und ihren Monomeren beeinflussen. Dabei können sie entweder in 

Konkurrenz zu einem der Monomere treten und dadurch die PPI inhibieren oder aber 

die Wechselwirkungen im Proteinkomplex verstärken und dadurch die PPI stabilisieren 

(Abb. 6).[5,30] Sowohl die Inhibierung als auch die Stabilisierung von PPI durch 

niedermolekulare Verbindungen kann durch unterschiedliche Mechanismen erfolgen. 

Im Wesentlichen wird dabei für beide Prozesse zwischen orthosterischer und 

allosterischer Modulation unterschieden.[5,7] 
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Abb. 6 Modulation von Protein -Protein -Interaktionen. Inhibierung und Stabilisation einer PPI 

durch einen entsprechenden Modulator (erstellt nach [5,30]). 

Der Großteil der bekannten PPI-Modulatoren sind aktuell orthosterische Inhibitoren. 

Bei diesen Modulatoren binden die niedermolekularen Verbindungen direkt an die 

Oberfläche eines beteiligten Proteins des Proteinkomplexes. Dadurch wird das Protein 

für die Wechselwirkung mit dem anderen Protein sterisch gehindert (Abb. 7a).[5,47] Im 

Gegensatz dazu bindet ein allosterischer Inhibitor nicht direkt an die Kontaktfläche der 

PPI, sondern an einen anderen Bereich außerhalb dieser Fläche. Durch Interaktion des 

Inhibitors an der sogenannten allosterischen Stelle kann dieser eine 

Konformationsänderung des Proteins induzieren, sodass die Interaktion der beteiligten 

Proteine an ihrer Bindungsstelle destabilisiert wird (Abb. 7b).[48] 

 

Abb. 7 Schematische Darstellung der Wirkmechanismen von PPI -Inhibitoren . a) Inhibition mit 

einem orthosterischen Inhibitor. b) Inhibition mit einem allosterischen Inhibitor (erstellt nach [2,48]). 

Auf der anderen Seite können Stabilisatoren eine PPI nicht nur festigen, sondern dabei 

auch verstärken. Orthosterische Stabilisatoren binden in der Regel an den Rand der 

Kontaktfläche zwischen den beiden Partnern einer PPI. Dadurch bilden diese 

Verbindungen eine neue Bindungstasche für beide Proteine aus, wodurch ihre 

Bindungsaffinität erhöht wird (Abb. 8a).[2,47] Demgegenüber findet eine allosterische 

Stabilisation nach einem ähnlichen Wirkprinzip statt wie die entsprechende 

Inhibierung. Auch die allosterischen Stabilisatoren binden an nur eines der beteiligten 
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Proteine und lösen eine Änderung der Konformation des Proteins aus. Dieses 

Konformationsänderung führt in diesem Fall allerdings zu einer Erhöhung der 

Bindungsaffinität und somit einer Stabilisierung der PPI (Abb. 8b).[2] 

 

Abb. 8 Schematische Darstellung der Wirkmechanismen von PPI-Stabilisatoren. a) Stabilisation 

mit einem orthosterischen Stabilisator. b) Stabilisation mit einem allosterischen Stabilisator (erstellt 

nach [2,48]). 

Obwohl niedermolekulare Verbindungen aufgrund ihrer Eigenschaften zu einem 

wichtigen Schwerpunkt in der Wirkstofferforschung geworden sind, wird zumindest 

die orthosterische Modulation von PPI durch diese Verbindungen häufig als schwierig 

angesehen. Einer der wesentlichen Gründe hierfür ist, dass die Kontaktfläche zwischen 

zwei Proteinen (800 ỡ 3000 Å2) in der Regel deutlich größer ist als die Bindungsstellen 

der niedermolekularen Verbindungen (300 ỡ 1000 Å2).[48] Außerdem neigen die 

Grenzflächen dazu, recht flach und schlecht  definiert zu sein, wodurch häufig geeignete 

Proteintaschen zur potenten Bindung kleiner Moleküle fehlen.[2,49,50] Hinzu kommt, 

dass die zu modulierenden PPI häufig einen recht großen hydrophoben Charakter 

ausweisen, was jedoch die Identifizierung von bioverfügbaren niedermolekularen 

Verbindungen zusätzlich erschwert, da dieses in ihrer Hydrophobie begrenzt sind.[48]  

Erst die Entdeckung von sogenannten Hot-Spot-Regionen konnte die Erforschung von 

niedermolekularen Verbindungen als PPI-Modulatoren entscheidend vorantreiben. 

Diese Regionen beinhalten oft große Aminosäuren, die in kleinen Taschen binden und 

den Großteil zur Bindungsenergie beitragen.[7,49,51] Hot-Spots ermöglichen die 

Identifizierung von PPI-Hemmstoffen mit geeigneten pharmakologischen 

Eigenschaften. Hierzu werden Wirkstoffe entwickelt, welche zielgerichtet mit diesen 

Regionen interagieren. Die Entwicklung verschiedener Methoden ermöglicht es, 

niedermolekulare Verbindungen zielgerichtet in diese Bereiche zu lenken.[7,49] Dadurch 

konnte in den vergangenen Jahren eine Vielzahl von PPI-Modulatoren erforscht werden 
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Licht aus einer Anregungsquelle vor Bestrahlung der Probe zuerst polarisiert. Die 

anschließende Bestrahlung mit polarisiertem Licht geeigneter Wellenlänge führt zu 

einer Fluoreszenzanregung des Fluorophors. Innerhalb des wenige Nanosekunden 

andauernden angeregten Zustand bewirkt die Brownsche Molekularbewegung jedoch 

eine Neuorientierung des Fluorophors. Dies führt zu einer starken Depolarisation des 

emittierten Lichtes, sodass die Stärke der Fluoreszenzpolarisation bzw. der Anisotropie 

sinkt (Abb. 10a).[61,63] Die Stärke der Fluoreszenzpolarisation P lässt sich dabei durch die 

Beiträge der emittierten Lichtintensitäten, die sich parallel (IỤ) und senkrecht (I) zur 

Anregungsquelle befinden, unter Verwendung von Formel (1) berechnen.[57,64] 

ὖ  
Ὅᴁ  Ὅ

Ὅᴁ  Ὅ
 (1) 

Oft ändert sich jedoch die Fluoreszenz, wenn ein Fluorophor an ein Protein gebunden 

wird. Aus diesem Grund wird dann die Anisotropie A statt der 

Fluoreszenspolarisation P verwendet, welche mit Formel (2) berechnet werden 

kann.[61,64] 

ὃ  
Ὅᴁ  Ὅ

Ὅᴁ ς Ὅ
 (2) 

Zwischen der Anisotropie A und der Fluoreszenspolarisation P besteht ein direkter 

Zusammenhang. Dieser wird in Formel (3) dargestellt.[64] 

ὃ  
ςὖ

σ ὖ
 (3) 

Faktoren, welche die Geschwindigkeit der Rotationsdiffusion durch die Brownsche 

Molekularbewegung beeinflussen, steuern somit auch die Fluoreszenzanisotropie. 

Solche Faktoren sind z. B. Temperatur und Viskosität der Lösung, aber auch die 

scheinbare Molekülgröße des Fluorophors. Die scheinbare Größe eines Fluorophors 

nimmt zu, wenn es mit einem (weiteren) Protein interagiert.[58] Diese Vergrößerung des 

Fluorophors macht sich in einem Anstieg der Anisotropie bemerkbar, da größere 

Moleküle langsamer rotieren als kleine Moleküle (Abb. 10b).[62] Die Messung der 

Anisotropie kann auch erfolgreich für die Untersuchungen von PPI verwendet werden. 

Dabei gibt es verschiedene Arten von Fluorophoren, die bei PPI-Messungen 

Anwendung finden. Zum einen können chemisch gebundene Fluorophore, z. B. durch 
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Applikation von Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) oder nach Fusion mit dem Grün- 

fluoreszierenden Protein (GFP) oder dessen Derivaten, verwendet werden. Ferner 

können auch Tryptophanreste in vorhandenen Proteinen als Fluorophore dienen. Dies 

stellt eine recht einfache Möglichkeit zur Messung der Wechselwirkung dar, da die 

meisten Proteine Tryptophanreste enthalten.[58] Durch Korrelation der Größe eines 

Fluorophors mit seiner Anisotropie können PPI-Modulatoren identifiziert und 

quantitativ evaluiert werden. Wird eine PPI durch einen Inhibitor gestört, nimmt im 

Mittel die Größe des Fluorophors ab, wodurch die Stärke der Anisotropie sinkt. 

Demgegenüber führt die Stärkung einer PPI durch einen Stabilisator im Mittel zu einer 

Vergrößerung des Fluorophors und somit zum Anstieg der Anisotropie (Abb. 11).[57,58] 

 

Abb. 11 Darstellung der Fluoreszenzanisotropie bei einer PPI. Anisotropieverhalten unter 

Einwirkung eines Inhibitors (oben) oder Stabilisators (unten), in Abhängigkeit der Konzentration (erstellt 

nach [57,58]). 

Die Evaluation eines PPI-Modulators mit biochemischen und biophysikalischen 

Methoden liefert zwar Aussagen über die Stärke der PPI und damit auch über die 

Leistungsfähigkeit des Modulators. Allerdings werden dabei keine Eigenschaften zur 

Bioverfügbarkeit des Modulators miteinbezogen, womit zunächst außer Acht gelassen 

wird, inwieweit ein PPI-Modulator auch als Wirkstoff für ein Arzneimittel geeignet sein 

kann. Aus diesem Grund wurden verschiedene Konzepte entwickelt, mit denen die 

Aktivitäten von Modulatoren und die physikochemischen Eigenschaften der 

Substanzen in Verbindung gebracht werden können. Solche Berechnungen sind zu 

einem wichtigen Element im Wirkstoffdesign geworden. Eine solche wichtige 

Kenngröße ist die von Hopkins et al. definierte Ligandeneffizienz (LE).[65] Wie in 
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Formel (4) beschrieben ist die Ligandeneffizienz die Bindungsenergie ΓG pro Anzahl an 

schweren Atomen (HA von heavy atoms). Als schwere Atome werden alle Atome außer 

Wasserstoff definiert. 

ὒὉ
ῳὋ

Ὄὃ
 
ὙὝὰὲὉὅ

Ὄὃ

ρȢσχὴὉὅ

Ὄὃ
   (4) 

Die LE stellt ein Maß für die Güte der Wechselwirkung einer Substanz mit einem 

Zielprotein dar. Da die LE gleichzeitig einen Zusammenhang zwischen der Aktivität 

und der Molekülgröße einer Substanz erstellt, kann diese Kenngröße zur Abschätzung 

der Qualität dieser Substanz als Wirkstoff verwendet werden.[65,66] Anstelle der 

Ligandeneffizienz kann auch der Bindungseffizienzindex (BEI von binding efficency 

index) berechnet werden. Bei dieser Kenngröße wird, wie in Formel (5) dargestellt, die 

molare Masse (M) statt der Anzahl der schweren Atome berücksichtigt. Dadurch erhält 

der Beitrag von verschiedenen Heteroatomen ein höheres Gewicht.[66,67] 

ὄὉὍ
ὴὉὅ

ὓ
   (5) 

Gemäß der Rule of Five spielen neben der Molekülgröße für die Bioverfügbarkeit einer 

Substanz auch die Lipophilie und die PSA eine entscheidende Rolle.[9] In Analogie zum 

BEI kann der Oberflächenbindungseffizienzindex (SEI von surface-binding efficency 

index) berechnet werden, bei dem die PSA anstelle der molaren Masse zur Kennzahl 

beiträgt.[66,67] Der SEI lässt sich mit Hilfe von Formel (6) berechnen. 

ὛὉὍ
ὴὉὅ

ὖὛὃȾρππ
 (6) 

Demgegenüber kann die Lipophilie einer Substanz mitberücksichtigt werden, wenn die 

Liganden-Lipophile-Effizienz (LLE) dieser, wie sie in Formel (7) gezeigt ist, berechnet 

wird.[66,68] 

ὒὒὉὴὉὅ ὧὰέὫὖ (7) 

Für die Abschätzung der ỬQualitätỪ einer Substanz als Wirkstoff ist es sinnvoll, mehrere 

Kennzahlen gleichzeitig zu betrachten. Dadurch können Eigenschaften, die molare 

Masse, PSA und Lipophile betreffen, direkt miteinander kombiniert werden, wodurch 

der Optimierungsprozess im Wirkstoffdesign unterstützt werden kann.[67,68]  
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2.2.2 Bioisostere von Phosphonsäuren  

Phosphonsäuren beinhalten analog zu den Phosphorsäuren zwei acide Protonen und 

sind bei physiologischen pH-Werten negativ geladen (Abb. 16). Die negative Ladung 

schränkt daher deren Zellpermeabilität und somit auch orale Bioverfügbarkeit stark 

ein.[88] Aus diesem Grund kann es gerade im Wirkstoffdesign hilfreich sein, Bioisostere 

von Phosphonaten zu entwickeln, welche unter physiologischen Bedingungen nicht 

geladen sind und daher über eine höhere Zellpermeabilität verfügen. 

 

Abb. 16 Acidität von Phosphorsäuren und Phosphonsäuren. a) pKS-Werte der ersten und zweiten 

Deprotonierung von Methylphosphorsäure. b) pKS-Werte der ersten und zweiten Deprotonierung von 

Methylphosphonsäure (erstellt nach [71]). 

Das Konzept der Isosterie geht ursprünglich auf Langmuir zurück. Demnach sind 

Isostere Substanzen bzw. Atomgruppen, die die gleiche Anzahl und Anordnung an 

Atomen und Elektronen haben und damit viele ähnliche physikochemische 

Eigenschaften aufweisen.[89] Eine Erweiterung dieser Definition stellt das Grimmsche 

Hydridverschiebungsgesetz dar, welches besagt, dass Elemente der dritten bis siebten 

Hauptgruppe im Periodensystem durch Aufnahme von n = 1 ỡ 4 Wasserstoffatomen die 

Eigenschaft des Elements erhaltenen, welche n Gruppen rechts von ihnen stehen.[90] 

Erlenmeyer erweiterte wiederum auch die Grimmsche Klassifikation und definierte 

Isostere als Atome, Ionen und Moleküle, die in den peripheren Elektronenschichten 

identisch sind.[91] 

Basierend auf den Konzepten der Isosterie definierte Friedmann erstmals den Begriff der 

Bioisosterie. Demnach sind Bioisostere Atome und Moleküle, die die wesentlichen 

Definitionen der Isosterie umfassen und zusätzlich eine ähnliche biologische Aktivität 

aufweisen.[92] Auch dieses Konzept wurde von Burger weiterentwickelt, wonach 

Bioisostere Atomgruppen oder Moleküle sind, die eine nahezu identische Molekülform 

und Volumen haben, eine ungefähr gleiche Elektronenverteilung und ähnliche 

physikalische Eigenschaften aufweisen.[93,94] Insgesamt ist es für Bioisostere also 

entscheidend, dass sie sich mehr in ihren biologischen als in ihren physikalischen 
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Eigenschaften ähneln. Dazu gehören Parameter wie Größe, Konformation, Löslichkeit, 

Polarisierbarkeit, pKS-Wert, sowie Reaktivität und Stabilität. Diese Eigenschaften 

können für ein biologisches System sowohl schädlich als auch von Nutzen sein. 

Gleichzeitig kann ein wirksames Bioisoster nicht automatisch auf eine andere 

biochemische Anwendung übertragen werden.[94,95] 

Vor allem für Organophosphorsäuren wurden bereits eine Vielzahl von Bioisosteren 

entwickelt. Dabei sind die Organophosphonsäuren auch bereits Bioisostere der 

Phosphorsäuren. Bioisostere der Organophosphorsäuren sind daher auch häufig 

bioisoster zu den Phosphonsäuren. Mögliche Beispiele für solche bioisosteren 

Austausche sind Borsäure- oder Sulfonamid-Derivate (Abb. 17).  

 

Abb. 17 Bioisostere von Phosphonaten. Chemische Strukturen von Phosphonat (blau) und den 

möglichen Bioisosteren auf der Basis einer Borsäure (grün) bzw. eines Sulfonamids (orange). 

Die trigonal-planaren Borsäuren können mit Nucleophilen eine koordinative Bindung 

eingehen, sodass sie tetraedrische Strukturen bilden können, die dann eine formale 

negative Ladung am Boratom aufweisen. Sulfonamide können attraktive Bioisostere zu 

Phosphonaten sein, da sie nur wenig acide sind. Methylsulfonamid hat einen pKS-Wert 

von 15.6, sodass Sulfonamide unter physiologischen Bedingungen neutral sind, was sich 

positiv auf die Zellpermeabilität auswirken kann.[71]  

 

2.2.3 Prodrugs von Phosphonsäuren  

Prodrugs sind chemisch modifizierte, inaktive Wirkstoff-Derivate, die erst durch eine 

chemische oder enzymatische Biotransformation in der Zelle in aktive Wirkstoffe 

umgewandelt werden.[96,97] Dabei werden die Prodrugs so konzipiert, dass sie im 

Vergleich zum eigentlichen Wirkstoff verbesserte physikochemische, 

biopharmazeutische oder pharmakokinetische Eigenschaften aufweisen können.[96] 

Dies ist notwendig, da der Weg eines Wirkstoffes zu seinem molekularen Target häufig 

durch verschiedene Faktoren eingeschränkt wird. Diese Faktoren können 

physikochemischen Ursprungs sein, z. B. eine schlechte Wasserlöslichkeit oder 

schlechte Zelldurchlässigkeit aufgrund einer zu hohen Polarität des Wirkstoffes. Andere 
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Der erste experimentelle Nachweis, dass ein Phosphonatdiphenylester geeignete 

Eigenschaften eines Prodrugs wie orale Absorption und Umwandlung in eine aktive 

Form hat, gelang durch die Entwicklung von Neutralen Endopeptidase (NEP)-

Inhibitoren (Abb. 20b).[104] Die Aktivierung der NEP-Prodrug erfolgt über eine 

schrittweise Hydrolyse, wobei noch nicht abschließend geklärt zu sein scheint, wodurch 

diese ausgelöst wird. Bei Spaltexperimenten in unterschiedlichen Plasmaarten (Ratte, 

Hund, Affe, Mensch) wurde beobachtet, dass es Unterschiede der Spaltungsrate in 

Abhängigkeit der Plasmaart gibt. Auch führt eine thermische Inaktivierung der 

Plasmaproben zur Hemmung der Spaltung. Diese Beobachtungen führten zu der 

Annahme, dass ein enzymatischer Spaltmechanismus vorliegen muss. Zum anderen 

wurde die chemische Hydrolyse aber auch in unterschiedlichen Puffern durchgeführt. 

Dabei wurde beobachtet, dass zumindest bei der Spaltung des Monoesters deutliche 

Unterschiede der Spaltgeschwindigkeit in Abhängigkeit des verwendeten Puffers zu 

beobachten sind. Dies legt die Vermutung nahe, dass zumindest ein Teil der Spaltung 

auch durch chemische Hydrolyse verursacht wird (Abb. 20c).[100,103] 
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2.3 Die Familie der 14-3-3 Proteine 

14-3-3 Proteine sind eine Familie hoch-konservierter, saurer Adapterproteine mit einem 

Molekulargewicht von etwa 30 kDa. Sie wurden erstmals von Moore und Perez bei der 

Analyse von Proteinen aus Rinderhirnen beschrieben.[105] 14-3-3 Proteine sind an der 

Regulation von zahlreichen zellbiologischen Prozessen beteiligt, da sie mittels 

Ausbildung von PPI die Funktionen von vielen Proteinen beeinflussen können. Dabei 

interagieren sie zwar hauptsächlich mit phosphorylierten Serin- und 

Threoninsequenzen, allerdings sind auch einige phosphorylierungsunabhängige 

Bindungsmotive bekannt.[106,107]   

Die ersten Befunde zur regulatorischen Funktion der 14-3-3 Proteine betraf deren 

Einfluss in der Synthese von Dopamin und weiteren Neurotransmittern. In diesem 

Prozess fungieren sie als Aktivatoren von Tyrosin- und Tryptophanmonoxygenasen, 

welche die geschwindigkeitsbestimmenden Schritte der Indolamin- und 

Catecholaminbiosynthese katalysieren.[108,109] Mittlerweile hat jahrzehntelange 

Forschung jedoch ein bemerkenswertes Netzwerk von Proteinen ergeben, die mit 14-3-3 

Proteinen interagieren. So weist das Säugetierinteraktom von 14-3-3 Proteinen 

inzwischen mehr als 500 Bindungspartner auf, was die Relevanz dieser Proteine 

verdeutlicht (Abb. 21).[110,111]  

 

Abb. 21 Graphische Darstellung des 14-3-3 Interaktoms (übernommen aus [110]). 

Gleichzeitig verdeutlicht die Größe des Interaktoms, dass 14-3-3 Proteine an der 

Kontrolle einer Vielzahl von zellulären Prozessen beteiligt sind.[107,109,112,113] So können 

sie den Zellcyclus, verschiedene Signaltransduktionswege, die Organisation des 
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Cytoskeletts, den Stoffwechsel und das Tumorwachstum sowie eine Reihe weiterer 

Prozesse regulieren.[113,114] 

 

2.3.1 Namensgebung und Vorkommen von 14 -3-3 Proteinen  

Ihren Namen erhielten die 14-3-3 Proteine aufgrund ihres Elutionsverhalten in der 

DEAE (Diethylaminoethyl)-Zellulose-Chromatographie und ihres Migrationsverhalten 

in der zweidimensionalen Stärkegel-Elektrophorese, die zur Isolierung und 

Identifikation der Proteine durchgeführt wurden. Zur Isolation der Proteine wurden 

diese zunächst mittels Salzpräzipitation aus den Rinderhirnen extrahiert. Danach 

erfolgte eine Aufreinigung der Proteinmischung mittels DEAE-Zellulose-

Chromatographie, wobei jede dabei erhaltene Fraktion anschließend elektrophoretisch 

weiter aufgetrennt wurde. Jedem auf dem Gel gefunden Protein wurde eine 

Zahlenkombination zugewiesen, die sich aus der Nummer der Fraktion aus der 

Chromatographie sowie den Werten für den isoelektrischen Punkt (IP) und dem 

Molekulargewicht (M) ergaben. Demnach erhielten die Proteine, welche sich in der 

Fraktion 14 der Ionenaustauscherchromatographie befanden und die Koordinaten 3-3 

in der 2D-Elektrophorese aufwiesen, den Namen 14-3-3 Proteine (Abb. 22).[105,115,116]  

 

Abb. 22 Schematische Übersicht der Prozedur zur Isolation und Identifikation de r 14-3-3 

Protein e aus dem Rinderhirn (erstellt nach [116]). 

Die hoch-homologen Mitglieder der Familie der 14-3-3 Proteine werden nicht nur im 

Gehirn, sondern auch in den meisten anderen Gewebearten, einschließlich Leber, Herz 

und Hoden, exprimiert. Innerhalb der eukaryotischen Zellen sind sie meist im 
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Cytoplasma zu finden, können allerdings auch in der Plasmamembran oder in anderen 

intrazellulären Organellen wie dem Nucleus oder dem Golgi-Apparat lokalisiert 

sein.[112] Eine Analyse von öffentlichen Datenbanken zeigte, dass bisher 153 Isoformen 

von 14-3-3 Proteinen, die sich in 48 verschiedenen Spezies finden, bekannt sind. Dabei 

variiert die Anzahl der jeweiligen Isoformen in Abhängigkeit der entsprechenden 

Spezies. Die Anzahl reicht von zwei Isoformen in einzelligen Hefepilzen wie 

Saccharomyces cerevisiae bis hin zu zwölf bis fünfzehn Isoformen in Pflanzenarten wie 

Arabidopsis thaliana.[14,111] Beim Menschen kommen sieben Isoforme vor, die als ΰ/α, β, 

δ, γ/ε, ζ, η und ς bezeichnet werden. Dabei wurde herausgefunden, dass ΰ und γ 

lediglich die phosphorylierten Formen von α und ε, sind.[117] 

 

2.3.2 Struktur und Funktion von 14 -3-3 Proteinen  

Jedes Monomer der 14-3-3 Proteine setzt sich aus einem Bündel von neun ΰ-Helices 

zusammen, von denen die meisten paarweise antiparallel angeordnet sind. Die ersten 

Kristallstrukturen der 14-3-3 Proteine haben aber gezeigt, dass diese Proteine in der 

Regel Dimere ausbilden. Die Dimerbildung der Proteine erfolgt über die Interaktion der 

N-Termini, wobei die ΰ1-Helix von Monomer I mit den ΰ2- und ΰ3-Helices von 

Monomer II interagieren.[118,119] Eine Stabilisierung der Dimere erfolgt über die 

Ausbildung von Salzbrücken und hydrophobe Effekte.[116] Dabei können die 14-3-3 

Proteine sowohl Homo- als auch Heterodimere formen. Während die 14-3-3δ-Isoform 

bevorzugt Homodimere ausbilden, formen die 14-3-3ς- und die 14-3-3η-Isoformen 

Heterodimere aus.[112] 

Die Dimerisierung führt zu der typischen W-Form der 14-3-3 Proteine mit einem 

negativ geladenen, amphipathischen Bindungskanal im Inneren. Dieser hat eine Breite 

von etwa 40 Å und verfügt über ein 6-8 Å großes Loch in der Mitte (Abb. 23d).[112,120] 

Die Ladung im Inneren des Bindungskanals entsteht aus den polaren und geladenen 

Helices 1, 3 und 5, die den Boden bilden und somit einen hydrophilen Anteil des Kanals 

erschaffen, während die hydrophoben Helices 7 und 9 die Wände des Kanals ausbilden 

(Abb. 23).[112,118] Die konkave Oberfläche im Inneren ist zwischen den 14-3-3 Isoformen 

weitestgehend identisch und somit hochkonserviert, wohingegen die Sequenzen an den 

Außenseiten und den C-Termini variieren können.[121] 
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Abb. 23 Kristallstruktur der menschlichen ε-Form eines 14-3-3 Proteins. a+c) Darstellung im 

Bändermodell mit Nummerierung der einzelnen Helices. b+d) Oberflächendarstellung (die über alle 

Isoforme vollständig konservierten Reste sind dunkelrot dargestellt) (modifiziert nach [120]). 

Mit den meisten Interaktionspartnern erfolgt die Bindungsbildung im Kanal, wobei 

jedes 14-3-3 Dimer in der Lage ist, entweder gleichzeitig zwei Zielproteine oder aber ein 

Zielprotein mit zwei 14-3-3 Bindemotive zu binden.[112,118] Dabei wurden bisher drei 

Bindemotive für die 14-3-3 Proteine ausführlich beschrieben, die sich durch bestimmte 

Sequenzen definieren (Tab. 1).[122ỡ124] Bei der strukturellen Aufklärung der 

Bindungsmotive I und II konnte gezeigt werden, dass der Argininrest an Position -3 

bzw. -4 und der Prolinrest an Position +2 (bezogen auf das phosphorylierte Serin und 

Threonin) zwar zur Bindung beiträgt, deren Konservierung für eine Bindung aber nicht 

essentiell sind.[123,125] Das Bindungsmotiv III hingegen unterscheidet sich deutlich von 

den beiden anderen und wird zur Bindung von phosphorylierten C-Termini eines 

Proteins verwendet. Daher liegen C-terminal zum phosphorylierten Serin oder 

Threonin nur noch maximal zwei Aminosäuren.[124,126] Dadurch entsteht am C-

Terminus eine Grube, die als Ansatzpunkt für die Erforschung von neuen Therapeutika 

geeignet sein kann.[116,127] 
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molecular anvil hypothesis) beschrieben. Die Hypothese besagt, dass sich ein 14-3-3 

Protein wie ein Amboss verhält und ein Protein bei einer Wechselwirkung in eine 

andere Konformation zwängt, während es selbst quasi unverändert bleibt.[133] Ein 

Beispiel hierfür stellt die Wechselwirkung der Serotonin-N-Acetyltransferase AANAT 

mit einem 14-3-3 Protein dar. Diese Interaktion führt zu einer Konformationsänderung 

des Enzyms AANAT, die mit einer 60 % gesteigerten Enzymaktivität einhergeht.[120] 

 

Abb. 26 Strukturelle Effekte der 14 -3-3 Bindung. a) Konformationelle Änderung im Zielprotein. 

b) Maskierung einer speziellen Region des Zielproteins. c) Stabilisierung von zwei Proteinen (modifiziert 

nach [120]). 

Eine weitere Möglichkeit einer 14-3-3-vermittelten Strukturveränderung ist eine 

Abschirmung von bestimmten Regionen in einem Zielprotein oder weiteren 

Bindungspartnern (Abb. 26b). Dabei kann z. B. das aktive Zentrum eines Enzyms oder 

die Ligandenbindestelle blockiert werden, wodurch die PPI inhibiert werden können. 

Auch können Lokalisationssequenzen wie nucleare Exportỡ oder Importsequenzen 

(NES, NLS) maskiert werden, was die subzellulare Lokalisation der gebundenen Proteine 

regulieren kann.[120,125,132] Ein Beispiel hierfür ist die Interaktion eines 14-3-3 Proteins 

mit dem Transkriptionsfaktor FOXO3. Nach der Bindung der beiden Proteine 
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Abb. 28 Übersicht einiger 14.3-3 Inhibitoren.  a) Strukturen von B4, IMP und PLP. b) Interaktionen 

der zuvor genannten Strukturen mit 14-3-3 Proteinen. Die H-Brücken- bzw. ionischen Interaktionen sind 

mit gestrichelten Linien dargestellt (modifiziert nach [69,142]). 

Obwohl der Stand der Technik bei 14-3-3 Stabilisatoren noch nicht so weit wie bei den 

Inhibitoren ist, konnten auch hier bereits einige 14-3-3-Proteintarget-stabilisierende 

Verbindungen identifiziert werden. Ein Beispiel für einen natürlich vorkommenden 

Stabilisator ist Fusicoccin A (FCA), ein Diterpenglycosid des Pilzes Fusicoccum amygdali 

(Abb. 29a), der das Welken von Pflanzen bewirkt.[143] FCA stabilisiert dabei die PPI 

zwischen der Plasmamembran H+-ATPase (PMA2) und den 14-3-3 Proteinen, wodurch 

die Bindungsaffinität im PMA2/14-3-3-Proteinkomplex um das 90-fache erhöht 

wird.[144] Die Stabilisierung führt zur Aktivierung der Protonenpumpe, wodurch es zur 

irreversiblen Öffnung der Stomataporen kommt und die Pflanze zu welken beginnt.[143] 

Zur Entwicklung weiterer PMA2/14-3-3-Stabilisatoren wurde ein High-Throughput-

Screening einer Substanzbibliothek durchgeführt, bei welchem Epibestitan und 

Pyrrolidon 1 identifiziert werden konnten (Abb. 29b).[53] Die Kristallstrukturen dieser 

Verbindungen zeigten, dass auch diese Stabilisatoren im amphipathischen 

Bindungskanal binden, allerdings in unterschiedlichen Bereichen.[70] Eine Optimierung 

von Pyrrolidon 1 führte zu Pyrazol 34, bei welchem das Pyrrolidin-Gerüst durch ein 

starreres Pyrazol-Gerüst ersetzt wurde (Abb. 29b).[145] 
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Abb. 29 Übersicht der chemischen Strukturen einiger 14 -3-3 Stabilisatoren. a) Fusicoccin A als 

natürlich vorkommender PMA2/14-3-3-Stabilisator. b) Epibestitan, Pyrrolidon 1 und Pyrazol 34 als nicht 

natürlich vorkommende PMA2/14-3-3-Stabilisatoren (erstellt nach [70]). 
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2.4 Der Transkriptionsfaktor ChREBP  

Das Protein ChREBP (engl. carbohydrate responese element binding protein) spielt eine 

entscheidende Rolle bei der Umwandlung von Kohlenhydraten in Fette im 

Lebergewebe.[146] Als Transkriptionsfaktor bindet ChREBP an bestimmte DNA-

Abschnitte und reguliert seine Transkriptionsrate, wodurch die Expression seiner 

Zielgene beeinflusst wird.[147] Der Name ChREBP weist nicht nur darauf hin, dass das 

Protein an die DNA bindet, sondern vor allem auch darauf, dass es auf Kohlenhydrate 

reagiert bzw. ỬantwortetỪ, da es erst durch diese aktiviert wird.[148] Auch wenn die 

Expression von ChREBP in der Leber besonders groß ist, lässt sich der 

Transkriptionsfaktor auch noch in anderen Geweben wie beispielsweise dem weißen 

und brauen Fettgewebe, dem Darm, der Niere und der Muskulatur, aber auch in 

Pankreaszellen und im Gehirn finden.[148ỡ150] 

Da ChREBP wahrscheinlich entscheidend für die optimale Langzeitspeicherung von 

Kohlenhydraten in Form von Fetten ist, wird es zu den sogenannten thrifty genes 

gezählt.[151] Die Thrifty gene-Hypothese besagt, dass das menschliche Genom während 

der Evolution einen sparsamen (engl. thrifty ) Modus entwickelt hat, in welchem Energie 

möglichst effizient genutzt werden kann. Dazu zählt unter anderem die Speicherung 

von überschüssigen Nährstoffen in Form von Fett, um so z. B. den Nahrungsmangel in 

Hungersnöten überbrücken zu können.[152] Der ỬmoderneỪ Mensch kann meist aber ein 

Überangebot an nährstoffreicher Nahrung konsumieren, wobei er gleichzeitig aber eine 

zu geringer körperliche Aktivität hat. Dies kann im Zusammenhang mit dem thrifty 

gene zu einem Ungleichgewicht zwischen Nährstoffaufnahme und Nähstoffverwertung 

führen, wodurch Übergewicht und die damit einhergehenden Krankheiten wie 

Insulinresistenz bzw. Diabetes mellitus Typ 2, Bluthochdruck und weitere 

Herzkreislauferkrankungen begünstigt werden können.[149,152]  

Dabei können insbesondere Übergewicht und Diabetes auch die Entstehung von 

nichtalkoholischen Lebererkrankungen (NAFLD) begünstigen, die durch eine 

übermäßige Ansammlung von Triglyceriden in der Leber gekennzeichnet sind.[153,154] 

Das Spektrum der NAFLD-Erkrankungen reicht dabei von der einfachen Fettleber mit 

guter Prognose bis hin zur nichtalkoholischen Fettleber-Hepatitis, die zu Leberfibrose 

und Leberzirrhose führen und dabei eine deutlich erhöhte Mortalität beinhalten 

kann.[154] 
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2.4.1 Proteinstruktur und Zielgene von ChREBP  

Das menschliche ChREBP-Protein besteht aus 852 Aminosäuren und ist somit ein 

relativ großes Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 93 kDa.[155] Dabei stimmt 

die Aminosäuresequenz des humanen ChREBP-Proteins zu 82 % mit der Sequenz des 

murinen ChREBP-Proteins überein, welches aus 864 Aminosäuren besteht und etwa 

95 kDa wiegt. Auch in Fruchtfliegen und Fadenwürmern konnte das ChREBP-Protein 

gefunden werden, wobei es in diesen Organismen mit über 1000 Aminosäuren nochmal 

deutlich größer als in Menschen oder in Mäusen ist.[156]  

 

Abb. 30 Schematische Darstellung des ChREBP/MLX-Heterodimers mit den HLH -Motiven und 

dem DNA-Bindungsbereich (modifiziert nach [146]). 

ChREBP gehört zur Familie der hochkonservierten basic helix-loop-helix/leucine 

zipper (bHLH/LZ) Transkriptionsfaktoren.[149,155,157] HLH-Motive bestehen aus zwei ΰ-

Helices, die über eine flexible Schleife (ỬloopỪ) miteinander verbunden sind und an ein 

einzelnes DNA-Motiv binden können (Abb. 30).[158] Voraussetzung für die Funktion von 

ChREBP als Transkriptionsfaktor ist die Interaktion mit dem Max-like protein X (MLX), 

welches ebenfalls ein Mitglied der (bHLH/LZ) Transkriptionsfaktoren-Familie ist.[159,160] 

So bildet ChREBP nach der Glucose-induzierten Translokation in den Nucleus ein 

obligates Heterodimer mit MLX aus (Abb. 30). Dabei ist MLX ein stabiles Protein, 

wohingegen ChREBP mit einer geschätzten Halbwertszeit von 30 min recht instabil ist 

und in dem Proteinkomplex somit als Sensor auf metabolische Einflüsse reagiert.[156,160] 

Immer zwei der obligaten Heterodimere bilden ein Heterotetramer aus, welches dann 

an das carbohydrate response element (ChoRE) binden kann, das zur Promoterregion der 

ChREBP-Zielgene gehört und dadurch die Expression der Zielgene reguliert.[156,161,162]  
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Neben dem HLH-Motiv am C-Terminus beinhaltet ChREBP einige weitere funktionelle 

Motive (Abb. 31).[157,163] Zum einen befinden sich in Nachbarschaft zu diesem Motiv 

zwei leucine zipper like domains (Zip-like) und eine proline rich region (pro-rich), bei der, 

wie der Name andeutet, eine besondere Anhäufung der Aminosäure Prolin 

vorkommt.[155] Beide Bereiche können weitere Dimerisierungen oder generell die 

Ausbildung von PPI vermitteln.[149] 

 

Abb. 31 Schematische Darstellung des ChREBP/MLX-Heterodimers. Der Interaktionsbereich 

zwischen den beiden Proteinen ist mittels gestrichelter Linien dargestellt (erstellt nach [156,163]). 

ChREBP wird durch die Translokation zwischen Zellplasma und Zellkern reguliert. Die 

für diesen Prozess verantwortlichen Bereiche befinden sich am N-Terminus des 

Proteins.[157] Bei hoher Glucosekonzentration wird ChREBP durch das nuclear 

localisation signal (NLS) in den Zellkern transportiert, wodurch die Transkription der 

Zielgene aktiviert wird.[164,165] Ist die Glucosekonzentration hingegen niedrig, wird 

ChREBP inaktiviert und mittels nuclear export signal 1/2 (NES1 und NES2) aus dem 

Zellkern wieder ins Zellplasma überführt.[165,166] 

NLS, NES1 und NES2 sind Teil des glucose sensing module (GSM), welches sich über die 

etwa ersten 300 Aminosäuren vom N-Terminus aus erstreckt.[157,163,167] GSM besteht 

dabei aus der low glucose inhibitory domain (LID) und dem glucose-response activation 

conserved element  (GRACE) (Abb. 31). Bei hoher Glucosekonzentration vermittelt 

GRACE die Transkription von ChREBP, wohingegen es bei niedriger 

Glucosekonzentration von LID gehemmt wird.[167] Zusätzlich besitzt ChREBP drei 

Phosphorylierungsbindestellen (P1 ỡ P3), die eine entscheidende Rolle bei der Glucose-

induzierten Aktivierung von ChREBP spielen (Abb. 31). Im murinen ChREBP bestehen 
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diese Phosphorylierungsbindestellen aus Serin (Ser196 und Ser626) und Threonin 

(Thr666).[168]  

Die in der Leber dominierende Form des Transkriptionsfaktors ist die ChREBPΰ-

Isoform. Inzwischen konnte aber auch eine weitere Isoform ChREBPα im Fettgewebe 

und in den Langerhans-Inseln der Bauchspeicheldrüse nachgewiesen werden.[169,170] 

ChREBPα ist am N-Terminus dabei um 177 Aminosäuren kürzer als ChREBPΰ, wodurch 

der α-Isoform unter anderem die LID-Region fehlt.[171] Das Fehlen dieser Region führt 

zu einer erhöhten transkriptionellen Aktivität, die unabhängig von der 

Glucosekonzentration ist.[170] Es wird vermutet, dass ChREBPΰ zunächst durch eine 

steigende Glucosekonzentration aktiviert wird und dadurch die Expression von 

ChREBPα aktiviert, was zu einer Verstärkung der Zielgenexpression führt.[171] 

Zur langfristigen Speicherung von Fetten reguliert ChREBP als Schlüsselmediator im 

Glucose- und Fettstoffwechsel dabei hauptsächlich die Expression von glycolytischen 

Zielgenen. Dadurch wird der Abbau von Monosacchariden und die Expression von 

lipogenen Zielgenen zur Synthese von Fettsäuren und Triglyceriden gefördert 

(Tab. 2).[172ỡ174] 

Tab. 2 Übersicht einiger Stoffwechselwege und verschieden en dazugehörigen ChREBP-

Zielgenen in de r Leber (erstellt nach [172]). 

Stoffwechselweg: ChREBP-Zielgene: 

Glycolyse: 
Liver type pyruvate kinase (PKLR) 

Fructokinase (FK) 

Lipogenese: 

Fatty acid synthase (FASN) 

Acetyl CoA carboxylase (ACC1) 

Stearoyl CoA desaturase (SCD1) 

Glyconeogenese: Glucose 6 phosphatase catalytic subunit (G6PC) 

Redox-Signalweg: Thioredoxin interacting protein (TXNIP) 

 

Darüber hinaus ist ChREBP aber auch an der Expression der Glucose 6 phosphatase 

catalytic subunit (G6PC) beteiligt, was als glyconeogenes Protein Glucose-6-phosphat 

zu Glucose dephosphoryliert und somit an der Synthese von Zuckern beteiligt ist.[172,173] 

Zwar erscheint die gleichzeitige Expression von glycolytischen und glyconeogenen 

Zielgenen paradox, allerdings wird davon ausgegangen, dass Glucose-6-phosphat 
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ChREBP selbst aktivieren kann, sodass G6CP eine Überaktivität von ChREBP zum 

Schutz der Zelle verhindern soll.[162,172]  

Einen weiteren Schutzmechanismus der Zelle stellt die ChREBP-regulierte Expression 

von Thioredoxin interacting protein (TXNIP) dar. Zum einen kann TXNIP eine 

Disulfidbrücke mit dem aktiven Zentrum von Thioredoxin ausbilden und so oxidierte 

Proteine reduzieren und freie Radikale abfangen.[175] Darüber hinaus wurde aber 

festgestellt, dass TXNIP die zelluläre Aufnahme von Glucose hemmen und somit die 

Zelle vor Überladung durch Glucose schützen kann.[175,176] 

 

2.4.2 Glucose-induzierter Aktivierungsmechanismus von ChREBP  

Die Umwandlung von Glucose in Fettsäuren und im Fettgewebe gespeicherten 

Triglyceriden in der Leber beinhaltet eine Reihe an enzymatischen Reaktionen. Bei 

diesen zumeist glycolytischen und lipogenen Stoffwechselschritten nimmt ChREBP 

eine zentrale Rolle ein.[146,177,178] 

 

Abb. 32 Umwandlung von Glucose in Fettsäuren unter Beteiligung von ChREBP. Schematische 

Darstellung der zentralen Schlüsselrolle des Transkriptionsfaktors ChREBP in der Glucose-induzierten 

Glycolyse und Lipogenese in der Leber (erstellt nach [179ỡ181]). 
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Glucose wird zunächst durch den Glucosetransporter Typ 2 (GLUT2) in das Cytosol der 

Leber aufgenommen und anschließend über den glycolytischen Stoffwechselvorgang in 

Pyruvat umgewandelt.[146,179] Mittels Glucokinase (GK) wird dabei neben einigen 

anderen Metaboliten Glucose-6-phosphat (G6P) gebildet. Dieses kann über den 

Pentosephosphatweg (PPP) in Xulose-5-phosphat (Xu5P) umgewandelt werden. Xu5P 

ist zusammen mit weiteren Metaboliten an der Aktivierung von ChREBPΰ beteiligt, 

welches dann wiederum die Expression von ChREBPα induziert.[181] Nach der 

Translokation in den Zellkern und anschließender Aktivierung können beide Isoformen 

die Expression der ChREBP-Zielgene induzieren.[180] Zeitgleich reagiert das in der 

Glycolyse entstandene Pyruvat im Citratcyclus (TCA) zunächst zu Acetyl-

Coenzym A (Acetyl-CoA) und anschließend zu Citrat. Das Citrat kann dann, unter 

Beteiligung einiger ChREBP-Zielgene wie ACC1 und FASN, zu Fettsäuren und 

Triglyceriden umgewandelt werden (Abb. 32). [179]  

Für die Aktivierung von ChREBP sind dabei zwei Dephosphorylierungsschritte 

notwendig. Durch die erste Dephosphorylierung kann ChREBP aus dem Zellplasma in 

den Zellkern translozieren. Der zweite Dephosphorylierungsschritt erhöht 

anschließend die Bindungsfähigkeit des Transkriptionsfaktors an die DNA, sodass 

dessen Aktivität dann durch die GSM-Domäne reguliert werden kann.[167,182] 

 

Abb. 33 Schematische Darstellung der Aktivierun g von ChREBP durch Glucose im Zellplasma 

und der Inaktivierung durch Glucagon (erstellt nach [178,183]). 
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Bei geringer Glucosekonzentration ist ChREBP an vielen Stellen phosphoryliert und 

liegt in inaktiver Form im Zellplasma vor. Der Anstieg der Glucosekonzentration in der 

Zelle führt zur Bildung von Xu5P. Dieses Phosphat aktiviert die Protein-Phosphatase 

Typ 2A (PP2A), sodass ChREBP dann an der P1-Position, in der Nähe der NLS-Region, 

durch PP2A dephosphoryliert werden kann.[171,183] Dadurch kann Importin ΰ, 

zusammen mit Importin α und weiteren Proteinen, an die NLS-Region von ChREBP 

binden und so den Transport des Transkriptionsfaktors aus dem Zellplasma in den 

Zellkern unterstützen (Abb. 33).[183] 

Sobald ChREBP im Nucleus lokalisiert ist, dissoziiert der Importin-Komplex wieder ab. 

Glucose aktiviert dann die inaktive Form von ChREBP, die durch die nucleare Form von 

PP2A an der P2- und der P3-Position dephosphoryliert wird.[178,183] Dadurch wird die 

bHLH-Region freigelegt, ChREBP kann mit MLX interagieren und so ein Heterodimer 

bzw. -tetramer bilden.[146,177,182] Der Tetramer-Komplex bindet dann an die ChoRE-

Region der DNA und vermittelt so die Transkription der Zielgene (Abb. 33).[146,168]  

In der Zelle kann cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) durch das Hormon 

Glucagon gebildet werden und die Proteinkinase Typ A (PKA) aktivieren. Beim Abfall 

der Glucosekonzentration kann ChREBP durch PKA in der HLH-Region wieder 

phosphoryliert werden und dadurch aus dem Zellkern exportiert werden 

(Abb. 33).[156,168,178] 

 

2.4.3 Regulation der ChREBP-Aktivität durch das 14 -3-3 Protein  

Das 14-3-3 Protein kann die ChREBP-Aktivität beeinflussen, indem beide Proteine eine 

PPI im Zellplasma ausbilden, bei welcher 14-3-3 an den N-Terminus von ChREBP 

bindet.[12,156] Der N-Terminus umfasst die ersten 250 Aminosäuren des 

Transkriptionsfaktors, wobei 14-3-3 im Bereich der Aminosäuren 81 bis 196 bindet. Zu 

diesem Bereich gehören die drei Helices ΰ1, ΰ2 und ΰ3, die NES2- und die die NLS-

Region, sowie die Phosphorylierungsstelle P1. Dabei kann 14-3-3 an zwei Bindestellen 

an ChREBP binden. Die primäre Bindestelle, die eine hohe Bindungsaffinität aufweist, 

umfasst die ΰ2-Helix (Reste 117 ỡ 137), während die sekundäre Bindestelle die Importin-

Bindungsstelle (Reste 158 ỡ 190) beinhaltet (Abb. 34).[12,13,164] 
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Wechselwirkungen zwischen dem 14-3-3 Protein und ChREBP. So bilden beide Proteine 

eine Reihe von van-der Waals-Interaktionen aus. Hierzu zählen beispielsweise die 

Wechselwirkung einer Arginin-Seitenkette (R62) von 14-3-3 mit zwei 

Tryptophanseitenketten (W127 und W130) von ChREBP oder auch die Interaktion 

zwischen einem Glutaminsäurerest (E182) von 14-3-3 mit einem Tyrosinrest (Y131) von 

ChREBP. Auch einige Wasserstoffbrückenbindungen können identifiziert werden, wie 

z. B. zwischen Asparagin (N124), Tryptophan (W127) und Arginin (R128) von 14-3-3 

mit Asparagin (N226), Arginin (R58) und Glutaminsäure (E182) von ChREBP. Insgesamt 

werden dabei etwa 35 % der ΰ2-Helix-Oberfläche von ChREBP durch die Bindung mit 

14-3-3 belegt.[12,13] 

Sato et al konnten Adenosinmonophosphat (AMP) als orthosterischen Stabilisator der 

14-3-3/ChREBP-Interaktion identifizieren, durch welchen der Import von ChREBP in 

den Zellkern gehemmt wird (Abb. 37).[13,137] Die Kristallstruktur dieses ternären 

Komplexes zeigt, dass AMP dabei den gleichen Bereich besetzt, den auch 

phosphoryliertes Serin oder Threonin bei phosphorylierungsabhängigen 14-3-3 

Wechselwirkungen besetzen würden.[70,137]  

 

Abb. 37 Wechselwirkung von AMP mit der 14-3-3/ChREBP-PPI. a) Übersicht der Interaktion von 

AMP (Stäbchenmodell) mit 14-3-3α (grau) und ChREBP (violett). b) Strukturformel von AMP (modifiziert 

nach [13]). 
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Die Hauptbindungsenergie für den 14-3-3/ChREBP-Komplex wird der Phosphatgruppe 

des AMPs zugewiesen, da diese perfekt in die Grenzfläche zwischen den beiden 

Proteinen passt und tief zwischen ihnen verankert ist (Abb. 37a).[13] Dabei ist die 

Phosphatgruppe so orientiert, dass sie mit beiden Stickstoffresten aller umgebenden 

Argininseitenketten (R58 und R129 von 14-3-3 und R128 von ChREBP) wechselwirken 

kann. Zusätzlich kann die Phosphatgruppe Interaktionen mit den 

Aminosäureseitenketten Lysin (K51) und Tyrosin (Y130) von 14-3-3 sowie einem 

Tryptophanrest (W127) von ChREBP eingehen (Abb. 38a), wobei einige dieser 

Seitenketten auch an der Ausbildung von phosphorylierungsabhängigen 

Bindungsmotiven beteiligt sind.[13,70]  

Während die Phosphatgruppe des AMP-Moleküls Wechselwirkungen mit beiden 

Proteinen eingehen kann, interagiert der Adeninring nur mit Aminosäureseitenketten 

des 14-3-3 Proteins (Abb. 38b). So wechselwirkt AMP beispielsweise mit Lysin (K127) 

und Asparagin (N175) von 14-3-3. Besonders wichtig für die Bindung ist hingegen die 

Interaktion des Adeninrings mit Serin (S47) und Phenylalaninresten (F119) des 14-3-3 

Proteins, welche mit der 6-Aminogruppe von AMP interagieren.[13] 

 

Abb. 38 Detaillierte Darstellung der Interaktionen von AMP mit dem 14 -3-3α (grau)/ChREBP 

(violett) -Proteinkomplex. Die Interaktionen sind in gestrichelten Linien dargestellt. a) Darstellung der 

Proteinkomplex-Interaktionen mit der Phosphatgruppe des AMP. b) Darstellung der Interaktionen von 

14-3-3α mit dem Adeninring des AMP (modifiziert nach [13]). 

  



Z IELSETZUNG 

57 
 

Neben den beiden Phenylringen sollten auch die Linker-Positionen derivatisiert 

werden. Zur Ausbildung möglicher Wechselwirkungen mit dem Asparaginrest (N123) 

von ChREBP sollten dafür zusätzliche Substituenten am Methylen-Linker eingeführt 

werden (Variation 4). Da in diesem Bereich aber nur Distanzen von bis zu 5 Å 

überwunden werden können, sollte daher zunächst untersucht werden, ob und welche 

Art von Substituenten an dieser Position toleriert werden können. Des Weiteren sollte 

der Ethylen-Linker einerseits durch Einschränkung der Konformation oder andererseits 

durch Addition von Substituenten variiert werden (Variation 5). Die zusätzlichen 

Substituenten sollten dabei Interaktionen mit dem Isoleucinrest (I120) von ChREBP und 

dem Lysinrest (K51) des 14-3-3 Proteins begünstigen. 

Die Synthese und daran anschließende biochemische Evaluation vieler 

verschiedenartiger Phosphophenolether-Derivate sollte somit weitere potente 

14-3-3/ChREBP-Stabilisatoren liefern und umfassende Einsichten in die 

zugrundeliegenden Struktur-Wirkungsbeziehungen (SAR) ermöglichen. Um darüber 

hinaus auch zellbiologische Untersuchungen zu ermöglichen, sollte in einem letzten 

Schritt die Zellgängigkeit der potentiellen Stabilisatoren erhöht werden. Dafür sollten 

die potentesten Phosphophenolether-Stabilisatoren in Phosphonatmimetika und in 

Phosphonat-Prodrugs (Variation 6) überführt und evaluiert werden. 
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4 Ergebnisse und Diskussion  

Ausgehend von dem initial  hit, der ursprünglich mittels eines Virtual Screening 

Ansatzes als vielversprechender Stabilisator für die 14-3-3/ChREBP-Interaktion 

identifiziert wurde, wurden zur Generierung noch potenterer Stabilisatoren 

verschiedene chemische Derivatisierungen durchgeführt. Hierzu wurde zunächst das 

Grundgerüst des Phosphophenolethers validiert und anschließend Variationen an 

beiden aromatischen Systemen und an den Linkern vorgenommen. Zusätzlich wurden 

Borate und Sulfonamide als Bioisostere der Phosphonate evaluiert und aus den 

potentesten Stabilisatoren Prodrugs generiert.  

Alle synthetisierten Verbindungen wurden hauptsächlich mittels 

Fluoreszenzpolarisation von Dr. Eline Sijbesma, Emira Visser und Marloes Pennings aus 

der Gruppe um Prof. Christian Ottmann und Prof. Luc Brunsveld von der TU Eindhoven 

in den Niederlanden biochemisch evaluiert. Dafür wurde eine Lösung aus dem 14-3-3α 

Protein und FITC-markiertem ChREBP ΰ2 vorgelegt, wobei Fluorescein-

Isothiocyanat (FITC) als Fluorophor verwendet wurde. Die zu untersuchenden 

Substanzen wurden in DMSO gelöst und konzentrationsabhängig zu der Mischung 

hinzugegeben. Durch eine Auswertung der dabei enthaltenen Daten konnten die 

mittlere effektive Konzentration (EC50-Werte) sowie teilweise die 

Dissoziationskonstante (KD) für die Stabilisierung ermittelt werden. 

 

4.1 Synthese von 2-Hydroxyphenylphosphonaten zur Darstellung 

von Phosphophenolethern  

Zur Darstellung der gewünschten Phosphophenolether bzw. ihrer geschützten 

Vorstufen müssen eine Carbonsäureamid- und eine Phenoletherbindung gebildet 

werden (Abb. 42). Die Reihenfolge der zu bildenden Bindungen ist variabel, wobei für 

beide Varianten ein Amin und ein 2-Hydroxyphenylphosphonat-Derivat wie 2 als 

Ausgangssubstanzen verwendet werden. 
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Abb. 42 Retrosynthetische Analyse des gewünschten Phosphophenolether -Motivs . Die Synthese 

kann sowohl mit der Ethersynthese (oben) als auch mit der Amidkupplung (unten) beginnen.  

Die Darstellung von 2-Hydroxyphenylphosphonat (2) erfolgte unter Verwendung einer 

etablierten zweistufigen Syntheseroute (Abb. 43).[142,186] Im ersten Schritt wurde hierzu 

aus einem Phenol das Phosphat 1 durch eine Atherton-Todd-Reaktion unter basischen 

Bedingungen mit Dimethylphosphit ((MeO)2PH) und Tetrachlormethan (CCl4) 

hergestellt. Durch eine anschließende anionische ortho-Fries-Umlagerung mit in situ 

generiertem Lithiumdiisopropylamid  (LDA) konnte dann das Phosphonat 2 erhalten 

werden. 

 

Abb. 43 Übersicht der zweistufigen Syntheseroute zur Darstellung von Phosphonat  2 aus 

Phenol. Phenol wurde mittels Atherton-Todd-Reaktion zum Phosphat 1 umgelagert, das anschließend 

in das Phosphonat 2 überführt wurde. 

Mit Hilfe der Atherton-Todd-Reaktion reagieren Dialkylphosphite unter basischen 

Bedingungen zunächst mit Tetrachlormethan zu Dialkylchlorphosphaten. Da diese 

allerdings häufig instabil sind, können sie mit einem Amin oder einem Alkohol wie z. B. 

Phenol direkt zum Phosphat umgesetzt werden (Abb. 44).[187] Eine Zeit lang herrschte 

Unklarheit über den genauen Mechanismus der Atherton-Todd-Reaktion. Zunächst 

wurde vermutet, dass die Base das Dimethylphosphit-Intermediat direkt deprotoniert. 

Da als Base in der Regel aber ein sekundäres oder tertiäres Amin verwendet wird, 

dessen Basizität nicht zur Deprotonierung von Dialkyl-H-Phosphonaten ausreicht, 
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sondern stattdessen zu einer Dealkylierung führt, wurde ein alternativer Mechanismus 

erarbeitet (Abb. 45).[188]  

 

Abb. 44 Darstellung  der beiden Reaktionsschritte einer  Atherton -Todd-Reaktion (erstellt 

nach [187]). 

 

Abb. 45 Der postulierte Mechanismus der Atherton -Todd-Reaktion  (erstellt nach [189]). 

Aus diesem Grund wird heutzutage davon ausgegangen, dass ein Dialkylphosphit-

Molekül vom Amin zunächst dealkyliert wird, wodurch das Salz 1a entsteht. 1a fungiert 

dann als Base, um ein weiteres Dialkylphosphit-Molekül zu deprotonieren. Dadurch 

werden das deprotonierte Zwischenprodukt 1b sowie das dealkylierte 

Zwischenprodukt 1c erhalten. Das deprotonierte Zwischenprodukt 1c greift dann 

Tetrachlormethan nucleophil an, sodass das Dialkylchlorphosphat 1d entsteht und ein 

CCl3--Anion freigesetzt wird. 1d kann dann schließlich mit Phenol zum Phosphat 1 
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reagieren. Außerdem kann das freigesetzte CCl3--Anion 1c deprotonieren, sodass dieses 

als 1a wieder zurück in den Kreislauf geführt wird (Abb. 45).[189] 

Das Phosphat 1 wurde bei dieser Reaktion als farbloses Öl erhalten. Anders als bei 

vorangegangen Versuchen[142] wurde Dichlormethan anstelle von Tetrachlormethan als 

Lösungsmittel verwendet und CCl4 nur äquimolar eingesetzt. Unter diesen 

Bedingungen wurde 1 in Ausbeuten zwischen 46 % und 60 % erhalten. Dabei spielte die 

Ansatzgröße der Reaktion eine entscheidende Rolle für die erzielte Ausbeute: Bei 

Reaktionsführungen mit 100 mmol und 200 mmol Phenol wurde das Phosphat 1 in 

60 %iger Ausbeute erhalten. Kleinere Ansatzgrößen lieferten hingegen bis zu 15 % 

geringere Produktmengen (Tab. 3).  

Tab. 3 Beobachtete Abhängigkeit der Ausbeute bei der Atherton -Todd-Reaktion von der 

eingesetzten Menge an Phenol. 

Ansatzgröße Phenol:  Ausbeute Phosphat 1: 

25 mmol 46 % 

50 mmol 42 % 

75 mmol 45 % 

100 mmol 60 % 

200 mmol 60 % 

 

Das Phosphat 1 wurde mittels anionischer ortho-Fries-Umlagerung zum Phosphonat 

umgesetzt. Dazu wurde LDA in situ aus Diisopropylamin (DIPA) und n-

Buthyllithium (n-BuLi) dargestellt (Abb. 46a). Die ortho-dirigierenden Eigenschaften 

der Phosphatgruppe sorgen dann für eine regioselektive Lithiierung des Aromaten, 

wodurch 2a, über 2b, zum ortho-substituierten Phosphonat 2 umgelagert werden kann 

(Abb. 46b).[190] Da sich das Phosphonat 2 teilweise in Wasser löste, wodurch eine 

wässrige Aufarbeitung zu einem Ausbeuteverlust von 10 ỡ 15 % führte, wurde bei der 

Reaktionsaufarbeitung auf einen solchen Reinigungsschritt verzichtet. Stattdessen 

wurde das Reaktionsgemisch nur mit wässriger Ammoniumchlorid-Lösung gequencht 

und anschließend direkt säulenchromatographisch aufgereinigt. Dadurch konnte 2 als 

farbloser Feststoff mit einer Ausbeute von 84 % erhalten werden. 
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Abb. 46 Reaktionsmechanismus  der anionischen ortho-Fries-Umlagerung . a) Mechanismus der 

Darstellung von LDA aus n-BuLi und DIPA. b) Mechanismus der Umlagerung von 1 zu 2 (erstellt nach 
[190]). 

Phosphonat-Derivate wie 2 können zusammen mit den entsprechenden Aminen zur 

Darstellung der gewünschten Phosphophenolether-Derivate verwendet werden. Nach 

Ethersynthese und Amidkupplung zur Darstellung der geschützten 

Phosphophenolether lassen sich diese mittels McKenna-Reaktion zur freien 

Phosphonsäure entschützen.[84,142] 
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4.2 Entwicklung eines Phosphophenolether -Grundgerüst s 

Vor Beginn der chemischen Derivatisierung des initial  hit wurde das 

Phosphophenolether-Grundgerüst validiert. Dazu wurden die Moleküllänge des 

Phosphophenolethers variiert, die Relevanz des Amids überprüft und das 

Substitutionsmuster der Phosphonat-Einheit untersucht. 

 

4.2.1 Bestimmung der idealen Moleküllänge  

Zur Bestimmung der idealen Moleküllänge wurde die Linker-Länge an beiden 

Alkylketten variiert. Dafür wurde die Atomanzahl an der Ethergruppe zwischen 

n = 1 ỡ 2 und am Amid zwischen m = 0 ỡ 3 variiert. Dies führte zu acht verschiedenen 

Derivaten (Abb. 47). Die Darstellung dieser Derivate erfolgte ausgehend vom 

Phosphonat 2. 

 

Abb. 47 Übersicht der Strukturen der acht Phosphophenolether  10 Ẩ 13 und 19 Ẩ 22. Die 

unterschiedlichen Moleküllängen ergeben sich durch die Variation von n = 1-2 und m = 0-3. 

Die Derivate mit n = 1 wurden aus der Säure 5 synthetisiert. Dabei wurde 5 über zwei 

leicht unterschiedliche Wege aus 2 dargestellt (Abb. 48). Für Variante A wurde 2 in 

einer Williamson Ethersynthese mit Bromessigsäuremethylester und 

Kaliumcarbonat (K2CO3) zum Methylester 3 umgesetzt. Das K2CO3 wurde dabei für die 

Deprotonierung des phenolischen Alkohols benötigt. Durch Verseifung des 

Methylesters mit Lithiumhydroxid (LiOH) in einem THF/ H2O-Gemisch wurde die 

Säure 5 erhalten.[142] Auch Variante B startete mit einer Williamson Ethersynthese, 
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allerdings unter Verwendung von 2 und Bromessigsäure-tert-butylester, sodass der tert-

Butylester 4 gebildet wurde. Im Gegensatz zum Methylester 3 konnte der tert-

Butylester 4 dann unter sauren Bedingungen mit Trifluoressigsäure (TFA) zur Säure 5 

gespalten werden. 

 

Abb. 48 Darstellung der Säure 5. Die Synthese von 5 konnte über den Methylester 3 (Variante A) und 

über den tert-Butylester 4 (Variante B) erreicht werden. 

Insgesamt waren beide Varianten zur Synthese der Säure 5 geeignet. Die Darstellung 

der beiden Ester 3 und 4 war durch die Ansatzgröße limitiert, da bei der Ethersynthese 

in Ansätzen mit mehr als 10 mmol Phosphonat 2 Ausbeuteverluste von 30 % bis 40 % 

auftraten. Die anschließende Verseifung des tert-Butylesters 4 konnte in einer deutlich 

geringeren Reaktionszeit erzielt werden als die Verseifung des Methylesters 3. Darüber 

hinaus fiel die Ausbeute der Synthese von 5 über den tert-Butylester 4 mit 78 % um 11 % 

höher aus als über den Methylester 3, sodass Variante B als favorisierte Route zur 

Synthese von 5 herausgearbeitet werden konnte. 

Die Säure 5 wurde anschließend mit 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-

carbodiimid (EDC) und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) in den Aktivester 5b überführt, 

welcher dann für die Amidkupplung verwendet werden konnte (Abb. 49). Bei EDC und 

HOBt handelt es sich um klassische Kupplungsreagenzien, die auch in der 

Peptidsynthese angewendet werden.[142,191]  
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wieder möglich. Der Angriff führt zur Öffnung des Lactons, so dass die Säure 14 direkt 

aus dem Phosphonat 2 erhalten wird (Abb. 53). Somit ist diese Reaktionsroute sogar um 

einen Schritt kürzer als die ursprünglich geplante Synthese über die Williamson 

Ethersynthese. Nach säulenchromatographischer Aufreinigung wurde die Säure 14 als 

farbloser Feststoff mit einer Ausbeute von 85 % erhalten. 

 

Abb. 53 Rolle des nucleophilen Angriffs bei der Darstellung  von 14 aus 2 und ɬ-Propiolacton.  

Die Säure 14 wurde wie zuvor mit EDC und HOBt aktiviert und mit den entsprechenden 

Aminen zu den Phosphophenolethern 15 ỡ 18 gekuppelt. Die anschließende 

Enschützung mit TMSBr und MeOH/ H2O lieferte die jeweiligen 

Phosphonssäuren 19 Ẩ 22 (Abb. 54). Auch diese Phosphonsäuren wurden nach 

Aufreinigung mittels HPLC als farblose Feststoffe erhalten. Mit jeweils 5 % über zwei 

Stufen fielen die Ausbeuten allerdings nochmal geringer aus als für die 

Phosphophenolether 10 Ẩ 13. 

 

Abb. 54 Darstellung der Phosphophenolether  19 Ẩ 22 aus 14. 14 wurde mit EDC, HOBt und den 

entsprechenden Aminen zu den Phosphophenolethern 15 Ẩ 18 umgesetzt und anschließend mit TMSBr 

und MeOH/ H2O zu den Phosphonsäuren 19 ỡ 22 entschützt. 

Die biochemische Evaluation der acht Phosphophenolether mit unterschiedlicher 

Moleküllänge zeigte, dass die Kettenlänge einen entscheidenden Einfluss auf die 

stabilisierenden Eigenschaften der Derivate hat (Tab. 4). Die höchste Aktivität mit 

EC50 = 9.3 µM weist der resynthetisierte initial  hit 12 mit n = 1und m = 2 auf. Dies 
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deutet darauf hin, dass die bereits vorgegebene Molleküllänge optimal für die PPI-

Stabilisierung ist. Eine verkürzte Kettenlänge wird nicht toleriert, da alle Derivate mit 

einer kürzeren Moleküllänge (10 ỡ 11 und 19 ỡ 21) inaktiv sind. Längere Kettenlängen 

werden hingegen toleriert, weisen aber eine geringere Aktivität als 12 auf (13 und 22 

mit 15.1 µM bzw. 72.5 µM).  

Tab. 4 Übersicht der Stabilisierungsa ktivitäten der acht Phosphophenolether  10 Ẩ 13 und 

19 Ẩ 22. Die Derivate unterscheiden sich in ihren Moleküllängen, welche durch Variation der 

Linkerlängen von n = 1-2 und m = 0-3 erreicht wurde. 

 n = 1  n = 2  

  EC50:  EC50: 

m = 0 10 inaktiv 19 inaktiv 

m = 1 11 inaktiv 20 inaktiv 

m = 2 12 9.3 µM 21 inaktiv 

m = 3 13 15.1 µM 22 72.5 µM 

 

Um die Wirkungsweise der PPI-Modulatoren genauer zu untersuchen, wurden der 

initial  hit 12 und die beiden inaktiven Derivate 10 und 11 daher zusätzlich zu dem 

14-3-3α Protein und ChREBP auch in Gegenwart von vier weiteren, 14-3-3-bindenden 

Modellpeptiden, welche der 14-3-3-Bindedomäne entsprechen, titriert. Diese Peptide 

enthielten dabei unterschiedliche Klassen an 14-3-3 Bindungsmotiven: Motiv I und II ist 

im TAZ-Modellpeptid realisiert, Motiv III in ERΰ, ein spezielles Motiv in p53 und ein 

weiteres phosphorylierungsunabhängiges Bindungsmotiv in ExoS (Abb. 55).[185]  

Die Derivate 10 und 11 beeinflussten weder die Bindung des speziellen Motivs (p53), 

noch die Bindung der phosphorylierungsunabhängigen Bindungsmotiven ChREBP und 

ExoS. Allerdings zeigen beide Derivate leichte inhibitorische Aktivitäten gegenüber den 

14-3-3/TAZ und 14-3-3/ERΰ Interaktionen. Die Hemmaktivität ist dabei für das 

Derivat 10 mit m = 0 höher als für das Derivat 11 mit m = 1. Beim Übergang zum 

Derivat 12 wird die inhibitorische Aktivität hingegen aufgehoben und stattdessen die 

selektive Stabilisierung von 14-3-3/ChREBP ỬeingeschaltetỪ. 
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Abb. 55 FP-Titrationskurven zur Bestimmung der Stabilisierungsselektivität. Die Selektivität von 

10, 11 und 12 wurde durch eine FP-Titration mit unterschiedlichen Modellpeptiden, die verschiedene 

14-3-3-Bindemotive enthalten, bestimmt (modifiziert nach [185]). 

Zusätzlich wurde eine Co-Kristallstruktur für die Bindung des Derivats 11 an 14-3-3 

erstellt (Abb. 56a). Dabei wurde überraschenderweise festgestellt, dass 11 Interaktionen 

mit den Aminosäuren Arginin (Arg58 und Arg129) und Tyrosin (Tyr130) eingeht. Die 

gleichen Wechselwirkungen liegen auch bei bereits zuvor beschriebenen 

Phosphophenolether-basierten Inhibitoren vor.[185] 

 

Abb. 56 Co-Kristallstruktur von 11. a) Co-Kristallstruktur von Phosphophenolether 11 (violett) 

gebunden an 14-3-3α (grau). Die Wechselwirkungen sind mittels gestrichelter Linien dargestellt. 

b) Kristallographische Überlagerung der Bindestruktur des Phosphophenolethers 11 (violett, gebunden 

an 14-3-3α) und 12 (blau, gebunden an 14-3-3/ChREBP) (modifiziert nach [185]). 

Zusätzlich wurde das Derivat 11, welches an 14-3-3 bindet, mit dem Derivat 12, das an 

den 14-3-3/ChREBP-Komplex bindet, kristallographisch übereinandergelegt (Abb. 56b). 

Dabei lässt sich erkennen, dass die beiden Moleküle in der Bindetasche zweifach 

gegeneinander verdreht sind. Die Drehung könnte dabei als eine Art Schalter zwischen 

dem hemmenden und dem stabilisierenden Modus verstanden werden.  



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

70 
 

Insgesamt konnte mit diesen Analysen die ideale Moleküllänge des initial  hit, welches 

als Phosphophenolether 12 resynthetisiert wurde, validiert werden.  

 

4.2.2 Relevanz des Amids 

Neben der Länge des Moleküls wurde auch die Rolle des Amids für den stabilisierenden 

Effekt der Phosphophenolether untersucht. In der Co-Kristallstruktur von 14-3-3α mit 

ChREBP ΰ2 und dem Phosphophenolether 12 ist zu erkennen, dass das Amid eine 

intramolekulare Wasserstoffbrückenbindung mit einem der Sauerstoffatome in der 

Phosphonatgruppe eingeht (Abb. 57a).  

 

Abb. 57 Design von Derivaten zur Überprüfung des Beitrags der Amidfunktion in den 

Phosphophenolethern zur Stabilisierung. a) Die Kristallstruktur deutet eine intramolekulare 

Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem Amid und dem Phosphonat-Sauerstoff an. b) Übersicht der 

Strukturen der Phosphophenolether 25 und 28, die zur Analyse des Beitrags dieser 

Wasserstoffbrückenbindung zur Stabilisierungseffizienz verwendet werden sollten. 

Um die Relevanz dieser Interaktion zu überprüfen, wurden daher zwei Derivate 

synthetisiert, bei denen keine solche intramolekulare Wechselwirkung möglich sein 

sollte. Dafür wurde das Amid-Stickstoffatom in einem Derivat methyliert und im 

zweiten Derivat durch eine Methylen-Einheit ersetzt (Abb. 57b). 

Das methylierte Phosphophenolether-Derivat 25 wurde aus N-Methylphenethylamin 

und dem Phosphonat 2 dargestellt. Die Reaktion von N-Methylphenethylamin mit 

Bromacetylbromid und Triethylamin führte dabei zuerst zur Bildung des Amids 23 
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Aktivität. Stattdessen weist 28 (EC50 = 14.9 µM) im Vergleich zu 12 (EC50 = 9.3 µM) nur 

eine verringerte Aktivität auf. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die 

intramolekulare Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem Amid und dem 

Sauerstoffatom des Phosphonats in 12 nicht essentiell für den stabilisierenden Effekt 

ist.[185] Nichtsdestotrotz wirkt sich die Wasserstoffbrückenbindung positiv auf die 

Stabilisierung der Konformation aus, da 12 eine höhere Aktivität hat als 28. Aus diesem 

Grund wurde die Amid-Funktionalität für die folgenden Derivate beibehalten. 

Tab. 5 Übersicht der Stabilisierungsa ktivitäten der Phosphophenolether  25 und 28, 

zusammen mit 12 als Referenz. 

 EC50: 

                 12 (Referenz) 9.3 µM 

25 inaktiv 

28 14.9 µM 

 

4.2.3 Substitutionsmuster des Phosphonats  

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem 

Amid-Stickstoff und dem Phosphonat-Sauerstoff nicht essentiell ist, sollte die 

Bedeutung der ortho-Substitution am Phenylphosphonatring (Ring B) untersucht 

werden. Hierfür wurden zwei Phosphophenolether synthetisiert, bei denen die 

Phosphonatgruppe anstelle der ortho-Anordnung entweder in meta- oder in para-

Position platziert ist (Abb. 62). 

 

Abb. 62 Übersicht der Strukturen der Phosphophenolether  32 und 33. Diese verfügen über eine 

Phosphonatgruppe in meta (links) ỡ bzw. para-Position (rechts). 

Zur Darstellung der Phosphophenolether 32 und 33 wurden kommerziell erhältliche 

Phosphonat-Phenole mit dem Bromacetamid 29 umgesetzt. Zu diesem Zweck wurde 29 

zunächst durch Amidkupplung zwischen Phenylethylamin und Bromacetylbromid 
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Tab. 6 Übersicht der Stabilisierungsa ktivitäten der Phosphophenolether  32 und 33, 

zusammen mit 12 als Referenz. 

 EC50: 

                 12 (Referenz) 9.3 µM 

32 inaktiv 

33 inaktiv 

 

Alle bisher durchgeführten Variationen führten somit zu einer Verringerung oder 

einem vollständigen Verlust der stabilisierenden Aktivität. Dies bestätigt, dass das 

Phosphophenolether-Grundgerüst von 12 die optimale Ausgangsstruktur für weitere 

Derivatisierungen ist. 
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Sauerstoffatom wandelt die Phosphonatgruppe in eine Phosphatgruppe um, während 

eine zusätzliche Methylengruppe das Molekül verlängert (Abb. 66). Demnach kann die 

Integration eines zusätzlichen Atoms sowohl funktionelle als auch strukturelle 

Veränderungen der Ausgangssubstanz verursachen. Aus diesem Grund wurden 

Derivate mit der Phosphat- bzw. Phosphonat-Einheit nicht nur in ortho-Position, 

sondern auch in meta- und para-Position synthetisiert. 

 

Abb. 66 Integration eines zusätzlichen Atoms zwischen der Phosphonat - und der Phenyl -

Einheit.   a) Übersicht der Strukturen der Phosphophenolether 40 ỡ 42, mit der Phosphat-Einheit in 

ortho- (links), meta- (Mitte), bzw. para-Position (rechts). b) Übersicht der Phosphophenolether 49 ỡ 51, 

mit der Phosphonat-Einheit in ortho- (links), meta- (Mitte), bzw. para-Position (rechts). 

Zur Darstellung der Phosphophenolether 40 ỡ 42 wurden die Phosphate 34 ỡ 36 

benötigt, die aus den entsprechenden Hydroxyphenolen generiert werden konnten 

(Abb. 67). Dabei beeinflusste das Substitutionsmuster der eingesetzten Hydroxyphenole 

die Ausbeuten dieser Atherton-Todd-Reaktionen stark.  

 

Abb. 67 Darstellung der Phosphate  34 Ẩ 36 mittels Atherton -Todd-Reaktion . Die 

Phosphate 34 Ẩ 36 wurden aus den entsprechenden Hydroxyphenolen (Catechol, Resorcin und 

Hydrochinon), CCl4 und (MeO)2PH synthetisiert. 
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Die Ausbeuten der meta- und para-Hydroxyphenylphosphaten 35 (9 %) und 36 (15 %) 

fielen deutlich geringer aus als die Ausbeute des ortho-substituierten Derivats 34 (66 %). 

Die Ursache hierfür könnte sein, dass Dimethylphosphit bei 35 und 36 auch mit der 

zweiten Hydroxygruppe reagieren kann, was zu Ausbeuteverlusten führt. Bei 34 ist die 

zweite Hydroxygruppe jedoch sterisch gehindert und reagiert nicht. Nach 

säulenchromatographischer Aufreinigung wurden die drei 

Hydroxyphenylphosphate 34 ỡ 36 als gelbe bis braune Feststoffe erhalten. 

Mittels Williamson Ethersynthese wurden die Phosphate 34 ỡ 36 anschließend 

zusammen mit dem Bromacetamid 29 zu den geschützten 

Phosphophenolethern 37 ỡ 39 umgesetzt und dann mit TMSBr und MeOH/ H2O zu den 

Phosphonsäuren 40 ỡ 42 entschützt. Dabei wurden die Phosphophenolether 40 ỡ 42 

nach HPLC-Aufreinigung in Ausbeuten von 61 %, 21 % und 69 % als farblose Feststoffe 

erhalten (Abb. 68). 

 

Abb. 68 Darstellung de r Phosphophenolether  40 ỡ 42 aus 34 ỡ 36. 29 und die entsprechenden 

Phosphate 34 ỡ 36 wurden in einer Williamson Ethersynthese zu den Phosphophenolethern 37 ỡ 39 

umgesetzt und anschließend mit TMSBr und MeOH/ H2O zu den Derivaten 40 ỡ 42 entschützt. 

Die Phosphophenolether 49 ỡ 51 wurden aus den Phosphonaten 43 ỡ 45 synthetisiert. 

Zur Darstellung des Phosphonats 43 wurde eine etablierte Syntheseroute für die 

Reaktion von ortho-Hydroxybenzylalkoholen mit Phosphorsäureestern verwendet.[197] 

Dabei konnte 43 durch die simple Umsetzung von 2-Hydroxybenzylalkohol mit 

Triethylphosphit (P(OEt)3) unter erhöhter Temperatur generiert werden (Abb. 69). Nach 

säulenchromatographischer Aufreinigung wurde 43 als gelbes Öl in einer Ausbeute von 

93 % erhalten. 
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Abb. 69 Darstellung des Phosphonats 43 aus 2-Hydroxybenzylalkohol und Triethylphosphit 

(P(OEt)3). 

Die Reaktion findet in dieser Form nur bei ortho-Hydroxybenzylalkoholen statt. Durch 

die benachbarte Stellung der beiden funktionellen Gruppen ist eine Dehydratisierung 

von ortho-Hydroxybenzylalkohol möglich.[198] Das dabei entstehende 

Zwischenprodukt 43a konnte dann von Triethylphosphit nucleophil angegriffen 

werden, sodass 43b entstand. Aus diesem Salz konnte schließlich das gewünschte 

Produkt 43 gebildet werden (Abb. 70).[199] 

 

Abb. 70 Wahrscheinlicher Mechanismus der Reaktion von 2 -Hydroxybenzylalkohol mit 

P(OEt)3 zum Phosphonat  43 (erstellt nach [198,199]). 

Demgegenüber wurden die beiden Phosphonate 44 und 45 durch eine Lewis-Säure 

katalysierte Michaelis-Arbusov-Reaktion dargestellt.[80] Im Gegensatz zur Synthese von 

43 wurde die Michaelis-Arbusov-Reaktion mit Zinkbromid (ZnBr2) als Katalysator und 

bei Raumtemperatur durchgeführt. Nach säulenchromatographischer Aufreinigung 

konnten die Phosphonate 44 und 45 als gelbe Öle in Ausbeuten von 53 % bzw. 45 % 

erhalten werden. 
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Abb. 71 Darstellung der Phosphonate  44 und 45 mittels ZnBr 2-katalysierte r  Michaelis -

Arbusov -Reaktion . Die Synthese der Phosphonate 44 und 45 erfolgte bei RT aus den entsprechenden 

3- und 4-Hydroxybenzylalkoholen, P(OEt)3 und der Lewis-Säure ZnBr2 als Katalysator. 

Auch die Phosphonate 43 ỡ 45 wurden mit dem Bromid 29 in einer Williamson 

Ethersynthese zu den geschützten Phosphophenolethern 46 ỡ 48 umgesetzt und zu den 

Phosphonsäuren 49 ỡ 51 entschützt. Dabei wurde die Abspaltung der Ethylgruppen, 

analog zur Entschützung von 30 und 31, bei Raumtemperatur und mit deutlich mehr 

Äquivalenten an TMSBr durchgeführt (Abb. 72). Nach Aufreinigung mittels HPLC 

konnten die drei Phosphophenolether-Derivate 49 ỡ 51 in Ausbeuten von 70 %, 20 % 

und 22 % als farblose Feststoffe erhalten werden.  

 

Abb. 72 Darstellung de r Phosphophenolether  49 ỡ 51 aus 43 ỡ 45. 29 und die entsprechenden 

Phosphonate 43 ỡ 45 wurden in einer Williamson Ethersynthese zu den Phosphophenolethern 46 ỡ 48 

umgesetzt und anschließend mit TMSBr und MeOH/ H2O zu den Phosphonsäuren 49 ỡ 51 entschützt. 

Die Phosphat-enthaltenen Phosphophenolether 40 Ẩ 42 bzw. die Phosphonat-

enthaltenen Derivate 49 Ẩ 51 wurden anschließend biochemisch evaluiert. Eine 

Phosphatgruppe in ortho-Position wurde toleriert, wobei das entsprechende Derivat 40 

(EC50 = 9.1 µM) eine vergleichbare Aktivität wie der initial  hit 12 (EC50 = 9.3 µM) 

aufwies. Die beiden anderen Phosphat-Derivate 41 und 42 waren jedoch inaktiv, d.h. 

eine Phosphatgruppe in meta- und para-Position wird nicht toleriert. Darüber hinaus 

wurde eine zusätzliche Methylengruppe zwischen Phosphonat- und Phenyl-Einheit in 
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keiner der drei möglichen Positionen toleriert, da alle drei Derivate 49 ỡ 51 inaktiv 

waren (Tab. 7). 

Tab. 7 Übersicht der Stabilisierungsa ktivitäten der Phosphophenolether  40 Ẩ 42 und 49 Ẩ 51. 

 Phosphat:  Phosphonat:  

Position:  EC50:  EC50: 

ortho 40 9.1 µM 49 inaktiv 

meta 41 inaktiv 50 inaktiv 

para 42 inaktiv 51 inaktiv 

 

Die biochemischen Ergebnisse der meta- und para-substituierten Derivate 41 und 42 

bzw. 50 und 51 bestätigen die Resultate der vorangegangen Derivate 32 und 33, wonach 

eine Phosphogruppe in meta- bzw. para-Position nicht toleriert wird. In ortho-Position 

wird nur die Phosphatgruppe (40) toleriert, die Phosphonat-Einheit mit zusätzlichem 

Kohlenstoffatom (49) jedoch nicht. Dies kann ein Indiz dafür sein, dass die strukturellen 

Veränderungen bei 49 im Vergleich zum initial  hit 12 deutlich größer sind als bei 40. 

Da ein zusätzliches Atom zwischen der Phosphonat- und der Phenyl-Einheit jedoch in 

keinem Fall zu einem verbesserten stabilisierenden Effekt führte, wurde diese 

Variationsmöglichkeit in der Synthese der weiteren Derivate nicht weiterverfolgt. 

 

4.3.2 Zusätzliche Substituenten  

Als weitere Derivatisierung von Ring B wurden zusätzliche Substituenten an den 

aromatischen Ring angefügt. Dabei sollte zunächst untersucht werden, ob bzw. in 

welchem Ausmaß Substituenten an diesem Ringsystem toleriert werden. Aus diesem 

Grund wurden sechs Phosphophenolether synthetisiert, welche einen zusätzlichen 

Methyl- bzw. Fluor-Substituenten an Ring B tragen (Abb. 73). Die Methyl- und Fluor-

Substituenten wurden ausgewählt, da beide Substituenten die Lipophilie des 

Phosphophenolethers erhöhen. Im Vergleich zu Wasserstoff mit einem van-der-Waals 

Radius von 1.20 Å ist der sterische Anspruch der Methylgruppe mit 2.0 Å deutlich 

größer.[200,201] Demgegenüber ist die relative Größe des Fluoratoms mit einem van-der-

Waals-Radius von 1.47 Å vergleichbar mit dem des Wasserstoff-Substituenten. Darüber 

hinaus ist der Fluor-Substituent in der Lage, Wasserstoffbrückenbindungen zu 
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benachbarten Gruppen innerhalb des Moleküls bzw. zu Aminosäureseitenketten der 

Proteine auszubilden, wodurch einerseits die Molekülgeometrie oder andererseits die 

Wechselwirkung in der Bindetasche beeinflusst werden kann.[201,202] 

 

Abb. 73 Übersicht der Strukturen der Phosphophe nolether -Derivate mit  zusätzlichem 

Substituenten an Ring  B. a) Strukturen der Phosphophenolether 67 ỡ 69 mit einem zusätzlichen 

Methyl-Substituenten. b) Strukturen der Phosphophenolether 73 ỡ 75 mit einem zusätzlichen Fluor-

Substituenten. 

Für die Darstellung der Phosphophenolether 67 ỡ 69 und 73 ỡ 75 wurden die 

Phosphonate 58 ỡ 63 benötigt, welche über die bereits beschriebene, zweistufige Route 

synthetisiert werden konnten. Dafür wurden die Phosphate 52 ỡ 57 zunächst aus den 

jeweiligen Kresolen und Fluorphenolen mittels Atherton-Todd-Reaktion gebildet und 

anschließend mittels anionischer ortho-Fries Umlagerung in die entsprechenden 

Phosphonate 58 ỡ 63 umgelagert (Abb. 74). 

 

Abb. 74 Zweistufige Syntheseroute zur Darstellung de r Phosphonate 58 ỡ 63. Die Phenol-Derivate 

(Kresole und Fluorophenole) wurden in einer Atherton-Todd-Reaktion zu den Phosphaten 52 ỡ 57 

umgesetzt und anschließend mittels anionischer ortho-Fries-Umlagerung zu den Phosphonaten 58 ỡ 63 

umgelagert. 
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Die Phosphate wurden als gelbe bis farblose Öle erhalten und die Phosphonate als 

hellgelbe bis farblose Feststoffe. Mit  einer Ansatzgröße von jeweils 20 mmol Phenol-

Derivat lagen die Ausbeuten der Phosphate 52 ỡ 54 und 55 ỡ 57 im Bereich zwischen 

30 % und 57 %. Dabei sind die Ausbeuten vergleichbar mit den Resultaten von 1 (Tab. 3). 

Während die Art des zusätzlichen Substituenten keinen Einfluss auf die Ausbeute hatte, 

scheint diese jedoch von der Substitutionsposition abzuhängen (Tab. 8).  

Tab. 8 Übersicht der Ausbeuten der Phosphate  52 Ẩ 54 und 55 Ẩ 57 sowie der 

Phosphonate 58 Ẩ 60 und 61 Ẩ 63 in Abhängigkeit der Position der Substituenten.  

  Phosphate:  Phosphonate:  

 Position:  Ausbeute:  Ausbeute: 

 a 52 30 % 58 34 % 

R = CH3 b 53 44 % 59 31 % 

 c 54 52 % 60 66 % 

 a 55 40 % 61 19 % 

R = F b 56 34 % 62 23 % 

 c 57 57 % 63 53 % 

 

Die höchsten Ausbeuten wurden für die Phosphate 54 und 57 erhalten, in welchen sich 

der Methyl- bzw. Fluor-Substituent in para-Position (Position c) zur Phosphatgruppe 

befindet. Dieser Effekt könnte sterische Ursachen haben, da der nucleophile Angriff des 

Hydroxids durch den zusätzlichen Substituenten in para-Position am wenigsten 

behindert wird. 

Die Ausbeuten der Phosphonate 58 ỡ 63 fielen mit 19 % bis 53 % deutlich geringer aus 

als beim unsubstituierten Phosphonat 2 (84 %). Im Gegensatz zu den entsprechenden 

Phosphaten 52 ỡ 57 schien bei den Phosphonaten 58 ỡ 63 außerdem ein 

Zusammenhang zwischen der Ausbeute und der Substituentenart zu bestehen. So 

wiesen die Methyl-substituierten Phosphonate 58 ỡ 60 (31 % bis 66 %) etwas höhere 

Ausbeuten als die Fluor-substituierten Phosphonate 61 ỡ 63 (19 % bis 53 %) auf. 

Darüber hinaus ließ sich auch bei den Phosphonaten der Effekt beobachten, dass die 

höchsten Ausbeuten für die Derivate 60 und 63 (66 % bzw. 53 %) mit zusätzlichem 

Substituenten in Position c erhalten wurden (Tab. 8). 
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Die Phosphonate 58 ỡ 63 wurden dann mit dem Bromacetamid 29 mittels Williamson 

Ethersynthese in die geschützten Phosphophenolethern 64 ỡ 66 und 70 ỡ 72 überführt 

und unter Verwendung von TMSBr und MeOH/ H2O zu den Phosphonsäuren 67 ỡ 69 

und 73 ỡ 75 entschützt. Dabei konnten alle sechs Phosphophenolether nach 

Aufreinigung mittels HPLC als farblose Feststoffe erhalten werden (Abb. 75). 

 

Abb. 75 Darstellung de r Phosphophenolether  67 Ẩ 69 und 73 Ẩ 75 aus 58 ỡ 63. 29 und die 

entsprechenden Phosphonate 58 ỡ 63 wurden in einer Williamson Ethersynthese zu den 

Phosphophenolethern 64 ỡ 66 und 70 Ẩ 72,  umgesetzt und anschließend mit TMSBr und MeOH/ H2O zu 

den Phosphonsäuren 67 Ẩ 69 und 73 Ẩ 75 entschützt. 

Über zwei Stufen wurden die entschützten Phosphophenolether 67 ỡ 69 und 73 ỡ 75 in 

Ausbeuten von 10 % bis 38 % bzw. 17 % bis 40 % erhalten (Tab. 9). Im Gegensatz zu den 

dazugehörigen Phosphaten und Phosphonaten schien dabei der zusätzliche Substituent 

an Ring B keinen Einfluss auf die Ausbeute zu haben.  

Tab. 9 Übersicht der Ausbeuten der Phosphonsäuren  67 Ẩ 69 und 73 Ẩ 75 über zwei Stufen in 

Abhängigkeit ihrer Substitutionsmuster . 

 R = CH3:  R = F:  

Position:  Ausbeute:  Ausbeute: 

a 67 25 % 73 40 % 

b 68 38 % 74 17 % 

c 69 10 % 75 23 % 

 

Die drei Methyl-substituierten-Phosphophenolether 67 ỡ 69 und die drei Fluor-

substituierten-Phosphophenolether 73 ỡ 75 wurden anschließend biochemisch 

evaluiert (Tab. 10). Die methylsubstituierten Phosphophenolether 67 ỡ 69 waren dabei 

größtenteils inaktiv. Einzig der Phosphophenolether 67, mit dem Methyl-Substituenten 

in Position a, zeigte eine Restaktivität, welche jedoch deutlich geringer (EC50 = 30.2 µM) 

als die vom initial  hit 12 (EC50 = 9.3 µM) war. Im Gegensatz dazu wiesen alle Fluor-
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substituierten Phosphophenolether 73 ỡ 75 stabilisierende Aktivitäten auf. Die 

Stabilisierungsaktivitäten der Phosphophenolether 73 und 75 (EC50 = 16.1 µM und 

EC50 = 12.9 µM) mit den Fluor-Substituenten in Position a und. Position c waren dabei 

leicht geringer, während die Aktivität von 74 (EC50 = 9.3 µM) vergleichbar mit der des 

initial  hit 12 war.  

Tab. 10 Übersicht der Stabilisierungsa ktivitäten der Phosp hophenolether  67 Ẩ 69 und 73 Ẩ 75. 

Die Phosphophenolether 67 ỡ 69 enthalten einen Methyl-Substituenten und 

Phosphophenolether 73 ỡ 75 einen Fluor-Substituenten. 

 R = CH3:  R = F:  

Position:  EC50:  EC50: 

a 67 30.2 µM 73 16.1 µM 

b 68 inaktiv 74 9.3 µM 

c 69 inaktiv 75 12.3 µM 

 

Die Ergebnisse zeigen, dass Methyl-Substituenten an Ring B zu einer Verringerung oder 

einem vollständigen Verlust der Aktivität führen. Grund hierfür könnte ein begrenztes 

Platzangebot in der Umgebung von Ring B sein. Nach dieser Theorie wäre der Methyl-

Substituent mit dem van-der-Waals Radius von 2.0 Å zu groß und erzeugt einen steric 

clash in der Bindetasche. Der Fluor-Substituent ist mit einem van-der-Waals Radius von 

1.47 Å jedoch deutlich kleiner, weswegen die Fluor-substituierten-

Phosphophenolether 73 ỡ 75 aktiv bleiben. Aufgrund der Tatsache, dass der verfügbare 

Platz in der Umgebung von Ring B aber stark limitiert zu sein scheint und dass mit den 

bisherigen Phosphophenolethern 67 ỡ 69 und 73 ỡ 75 keine Verbesserung der 

stabilisierenden Aktivität erzielt werden konnte, wurde die Derivatisierung von Ring B 

nicht weiterverfolgt. 
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4.4 Variationen  an Ring A 

Da Derivatisierungen des Phenylphosphonatrings (Ring B) im Vergleich zum 

initial  hit 12 zu keinen potenteren Stabilisatoren führten, wurden des Weiteren 

Variationen am zweiten Phenylring (Ring A) vorgenommen. Dazu zählten neben 

Modifikationen des Ringsystems auch das Anbringen von verschiedenen Substituenten 

mit unterschiedlichem räumlichem Anspruch. 

 

4.4.1 Untersuchung der Rolle des Phenylrings  

Eine Möglichkeit zur Derivatisierung des Rings A stellt die Substitution dieser Phenyl-

Einheit durch eine Adenin-Einheit dar. Adenin ist ein Purin-Derivat und Bestandteil 

von AMP (Abb. 76a). Dementsprechend verstärkt das Einfügen einer Adenin-Einheit in 

die Phosphophenolether-Struktur die Ähnlichkeit zu AMP, dem bekannten endogenen 

Stabilisator der 14-3-3/ChREBP-Interaktion. Aus diesem Grunde wurden 

Phosphophenolether-Derivate synthetisiert, in denen die Phenyl-Einheit durch Purin 

bzw. Purin-Derivate substituiert worden waren (Abb. 76b). 

 

Abb. 76 Variation des Phosph ophenolethers durch AMP -ähnliche Substituenten. a) Chemische 

Struktur von AMP (die Adenin-Einheit ist in violett markiert). b) Übersicht der Strukturen der 

Phosphophenolether 82 ỡ 84, welche anstelle des Phenylrings ein Purin-Derivat tragen. 

Die Darstellung der Phosphophenolether erfolgte ausgehend von Purin bzw. Purin-

Derivaten. Diese wurden unter basischen Bedingungen mit 2-(Boc-Amino)-ethylbromid 

umgesetzt. Danach wurde die Boc-Gruppe unter sauren Bedingungen abgespalten, was 
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zu den Aminen 76 ỡ 78 führte (Abb. 77).[203] Die Amine wurden anschließend mit der 

Säure 5 gekuppelt. Dabei wurden die geschützten Phosphophenolether 79 ỡ 81 nach 

Aufreinigung mittels HPLC als hellgelbe bis farblose Feststoffe in Ausbeuten von 21 %, 

22 % und 7 % erhalten. 

 

Abb. 77 Darstellung de r Phosphophenolether  79 ỡ 81. 2-(Boc-Amino)-ethylbromid wurde mit Purin, 

Adenin bzw. 9H-Purin-2-amin und anschließender Entschützung zu den Aminen 76 ỡ 78 umgesetzt. Die 

Umsetzung zu den Phosphophenolethern 79 ỡ 81 erfolgte dann durch Kupplung mit der Säure 5 unter 

Verwendung von Oxalylchlorid.  

Da bei den vorangegangenen Amidkupplungen mit EDC und HOBt nur sehr geringe 

Ausbeuten erzielt werden konnten, wurde die Amidkupplung bei diesen Derivaten 

unter Verwendung von Oxalylchlorid durchgeführt. Bei dieser Reaktion bildet 

Oxalylchlorid mit der Säure 5 in einem ersten Schritt ein gemischtes Anhydrid 5b. 

Durch Zersetzung dieses Anhydrids bildet sich dann das Säurechlorid 5c, welches als 

aktives Reagenz fungiert (Abb. 78).[204,205] 

 

Abb. 78 Mechanismus der Aktivierung der Säure  5 mit Oxalylchlorid zur Bildung de s 

Säurechlorids 5c (erstellt nach [204,205]). 

Die geschützten Phosphophenolether 79 ỡ 81 wurden anschließend unter Verwendung 

von TMSBr und MeOH/ H2O zu den Phosphonsäuren 82 ỡ 84 entschützt. Die 

entschützten Phosphophenolether wurden dabei nach Aufreinigung mittels HPLC als 

farblose Feststoffe in Ausbeuten von 15 %, 59 % und 48 % erhalten (Abb. 79). 
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Abb. 82 Mechanismus der Aktivierung der Säure  5 mit Isobutylchlorformiat . Dabei wurde ein 

gemischtes Säureanhydrid 5d gebildet (erstellt nach [205,206]). 

Auch hier zeigte die biochemische Evaluation der Phosphophenolether 87 und 88, dass 

beide Derivate inaktiv sind (Tab. 12). Der Verlust der Stabilisierungsaktivität im 

Derivat 87, welches im Vergleich zu 82 ỡ 84 weniger Heteroatome und funktionelle 

Gruppen enthält, weist darauf hin, dass diese nicht für den Verlust der Aktivität 

verantwortlich sind. Zusammen mit dem Ergebnis von 88, welches eine Cyclohexyl- 

anstatt einer Phenyl-Einheit enthält, verdeutlichen die biochemischen Resultate, dass 

der Phenylring als Ring A entscheidend für die stabilisierende Aktivität der 

Phosphophenolether ist, da andere Ringsysteme nicht toleriert werden. Aus diesem 

Grund wurde die Phenyl-Einheit für die weiteren Derivatisierungen der 

Phosphophenolether beibehalten. 

Tab. 12 Übersicht der Stabilisierungsa ktivitäten der Phosphophenolether  87 und 88 im 

Vergleich zur Referenz  12. 

 EC50: 

                 12 (Referenz) 9.3 µM 

87 inaktiv 

88 inaktiv 

 

4.4.2 Variation  durch zusätzliche kleine Substituenten  

Statt direkter Modifikationen der Phenyl-Einheit wurden nun, wie auch bereits bei den 

Derivatisierungen von Ring B, relativ kleine Substituenten an Ring A angefügt. Die 

Einführung von zusätzlichen Substituenten am Phenylring stellt eine interessante 

Möglichkeit der Derivatisierung dar, da durch Substitutionen an allen Ringpositionen 

die Aminosäureseitenketten von Asparaginsäure (Asp215), Lysin (Lys122) und 
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Tab. 13 Übersicht der Stabilisierungsa ktivitäten der Phosphophenolether  95 Ẩ 97 im Vergleich 

zur Referenz 12. 

  EC50: 

R = H                  12 (Referenz) 9.3 µM 

R = OH 95 inaktiv 

R = Cl 96 5.7 µM 

R = Br 97 --------- 

 

Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden weitere Derivate mit Substituenten an 

Ring A getestet. Als Reste wurden Fluor- und Trifluormethyl-Substituenten eingeführt, 

welche jedoch nicht nur in para-Position, sondern auch in ortho- und meta-Position 

eingefügt wurden (Abb. 86). Aufgrund seiner vergleichbaren Größe und weiterer 

Faktoren wird Fluor häufig als Wasserstoffmimetikum verwendet.[201] Vor allem in der 

medizinischen Chemie findet die Trifluormethylgruppe wiederum Anwendung als 

Halogenmimetikum, da die CF3-Gruppe ỡ ebenso wie ein Halogen ỡ als 

elektronenziehender Substituent fungiert.[94] 

 

Abb. 86 Übersicht der Phosphophenolether  110 Ẩ 112 und 113 Ẩ 115. Die Derivate enthalten 

zusätzliche Fluor- oder Trifluormethyl-Substituenten an allen drei Positionen von Ring A. 

Auch die Synthese der Phosphophenolether 110 ỡ 115 erfolgte aus den entsprechenden 

Bromacetamiden 98 ỡ 103. In Analogie zur Darstellung der Bromacetamide 89 ỡ 91 
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wurden die Amide 98 ỡ 103 ebenfalls aus den entsprechenden Aminen, 

Bromacetylbromid und Triethylamin als Base generiert (Abb. 87). 

 

Abb. 87 Darstellung de r Bromacetamid e 98 ỡ 103. Die Derivate 98 ỡ 103 wurden mittels 

Amidkupplung aus den Aminen ((Fluorphenylethyl)aminen und (Trifluormethyl)phenylethylaminen), 

Bromacetylbromid und Triethylamin (Et3N) als Base dargestellt. 

Nach Aufreinigung mittels HPLC wurden die Bromacetamide 98 ỡ 103 als farblose 

Feststoffe erhalten. Die Ausbeuten lagen zwischen 75 % und 98 % und waren damit 

vergleichbar mit den Ausbeuten der Chlor- und Brom-substituierten Derivate 90 und 

91. Während die Ausbeuten der Fluor-substituierten Derivate 98 ỡ 100 dabei nahezu 

identisch ausfielen, wurde bei den Trifluormethyl-substituierten Derivaten 101 ỡ 103 

eine Abhängigkeit vom Substitutionsmuster beobachtet. Das lässt vermuten, dass die 

Trifluormethylgruppe die Amidkupplung sterisch beeinflusst. Dieser negative Einfluss 

scheint dabei mit der Entfernung von der Kupplungsstelle abzunehmen, weswegen die 

Ausbeute der Derivate mit ortho-Substitution vs. der para-Substitution anstieg (Tab. 14). 

Tab. 14 Übersicht der Ausbeuten der Bromacetamide  98 Ẩ 100 und 101 Ẩ 103, welche aus den 

entsprechenden Aminen  hergestellt wurden . 

 R = F:  R = CF3:  

Position:  Ausbeute:  Ausbeute: 

ortho 98 88 % 101 75 % 

meta 99 88 % 102 87 % 

para 100 88 % 103 98 % 

 

Mittels Williamson Ethersynthese wurden die Bromacetamide 98 ỡ 103 dann durch 

Reaktion mit dem Phosphonat 2 in die Phosphophenolether 104 ỡ 109 überführt. Es 

folgte die Entschützung der Phosphophenolether mit TMSBr und MeOH/ H2O in die 

Phosphonsäuren 110 ỡ 115 (Abb. 88). 
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Abb. 88 Darstellung de r Phosphophenolether  110 Ẩ 115 aus 98 Ẩ 103. Die Bromacetamide 98 Ẩ 103 

und das Phosphonat 2 wurden in einer Williamson Ethersynthese zu den 

Phosphophenolethern 104 Ẩ 109 umgesetzt und anschließend mit TMSBr und MeOH/ H2O zu den 

Phosphonsäuren 110 Ẩ 115 entschützt. 

Die Phosphophenolether 110 ỡ 115 konnten nach Aufreinigung mittels HPLC als 

farblose Feststoffe erhalten werden. Dabei wurden die Fluor-substituierten 

Phosphophenolether 110 ỡ 112 in tendenziell etwas höheren Ausbeuten generiert als 

die Trifluormethyl-substituierten Phosphophenolether 113 ỡ 115. 

Überraschenderweise war die Ausbeute für die beiden meta-substituierten Derivate 111 

und 114 (70 % bzw. 37 %, über zwei Stufen) die höchsten der Syntheseserie. 

Demgegenüber fiel sie für die ortho- und para-Fluor-substituierten Derivate 110 und 

112 (35 % und 36 %) und die ortho- und para-Trifluormethyl-substituierten Derivate 113 

und 101 (24 % und 23 %) fast gleich aus (Tab. 15). 

Tab. 15 Übersicht der Ausbeuten der Umsetzungen der Bromacetamide  98 Ẩ 103 zu den 

entsprechenden Phosphophenolether n 110 Ẩ 115 über zwei Stufen. 

 R = F:  R = CF3:  

Position:  Ausbeute:  Ausbeute: 

ortho 110 35 % 113 24 % 

meta 111 70 % 114 37 % 

para 112 36 % 115 23 % 

 

Die biochemische Evaluation zeigte, dass alle sechs Phosphophenolether 110 Ẩ 112 und 

113 ỡ 115 eine stabilisierende Aktivität aufwiesen (Tab. 16). Im direkten 

Substitutionsmustervergleich schienen dabei die Fluor-substituierten 

Derivate 110 Ẩ 112 leicht aktiver zu sein als die Trifluormethyl-substituierten 

Derivate 113 ỡ 115. So wies das ortho-substituierte Derivat 110 einen minimal höheren 

EC50-Wert auf als das ortho-substituierte Derivat 113 (5.0 µM gegenüber 5.2 µM). Das 

gleiche Verhalten ließ sich auch für die para-substituierten-Derivate 112 und 115 
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Protonierung von 116b führte dann zur Bildung des Alkohols 116c.[207] Da im 

Alkohol 116c weitere acide Protonen enthalten sind, erfolgte eine Dehydratisierung, 

durch die sich dann die Nitrovinylverbindungen 116 und 117 bildeten (Abb. 90b).[207,210] 

Die Nitrovinyl-Derivate 116 und. 117 präzipitierten nach dem Ansäuern als gelbe 

Feststoffe und wurden in Ausbeuten von 77 % und 94 % erhalten. 

Zur Darstellung der Naphtylethanamine 118 und 119 wurden die Nitrovinyl -

Derivate 116 und 117 mit Lithiumaluminiumhydrid (LiAlH4) reduziert.[211] Dabei bietet 

LiAlH4 gegenüber anderen Reduktionsmitteln den Vorteil, dass dieses Reagenz 

aufgrund seiner hohen Reaktivität sowohl die Nitrogruppe als auch die Doppelbindung 

reduzieren kann. Nach Aufreinigung mittels HPLC konnten die beiden 

Naphtylethanamine 118 und 119 als farblose Feststoffe mit annähernd gleichen 

Ausbeuten (51 % und 48 %) erhalten werden. Anschließend erfolgte die Amidkupplung 

der Amine 118 und 119 mit der Säure 5, die zuvor mit Isobutylchlorformiat (ICF) 

aktiviert wurde. Die dabei gebildeten Phosphophenolether 120 und 121 wurden 

daraufhin unter Verwendung von TMSBr und MeOH/ H2O entschützt. Nach 

Aufreinigung mittels HPLC wurden die Phosphonsäuren 122 und 123 als farblose 

Feststoffe mit Ausbeuten von 25 % und 16 % über zwei Stufen erhalten (Abb. 91). 

 

Abb. 91 Darstellung de r Phosphophenolether  122 und 123 aus 118 und 119. Unter Verwendung 

von Isobutylchlorformiat (ICF) wurde die Säure 5 mit den Aminen 118 und 119 zu den 

Phosphophenolethern 120 und 121 umgesetzt und anschließend mit TMSBr und MeOH/ H2O zu den 

Phosphonsäuren 122 und 123 entschützt. 

Die biochemische Evaluation der Phosphophenolether 122 und 123 zeigte für beide 

Derivate einen stabilisierenden Effekt (EC50 = 5.2 µM) (Tab. 17). Das Platzangebot in der 

Umgebung des Ring A erscheint demnach ausreichend, um eine Vergrößerung des 

aromatischen Systems durch Anellierung eines zweiten aromatischen Ringes an Ring A 

zu tolerieren. Dabei ist die Aktivität der Derivate 122 und 123 leicht höher als die 

Aktivität des initial  hit 12 (EC50 = 9.3 µM). Überraschenderweise schien die Position der 
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Anellierung keinen Einfluss auf die Aktivität des Phosphophenolethers zu haben, da 

sowohl der Phosphophenolether 122, bei der die Position 2 des Naphthalinringes zur 

Anbringung des Phosphophenolethers, als auch der Phosphophenolether 123, bei dem 

die Verknüpfung über die Position 1 des Naphthalinringes erfolgte, die gleiche Aktivität 

aufwiesen. Ursache hierfür könnte die hohe Flexibilität des Ethylen-Linkers sein, durch 

welche die Ausrichtung des Naphthalinringes recht variabel ist. Dies könnte zu einer 

Verringerung des Einflusses des Substitutionsmusters führen. 

Tab. 17 Übersicht der Stabilisierungsa ktivitäten der Phosphophenolether  122 und 123 im 

Vergleich mit der Referenz  12. 

 EC50: 

                 12 (Referenz) 9.3 µM 

122 5.2 µM 

123 5.2 µM 

 

Als zweite Variation wurde ein zusätzlicher aromatischer Ring über einen Linker an 

Ring A angebracht. Dazu wurde eine Benzyleinheit über eine Hydroxylgruppe in die 

ortho-, meta- und para-Position an Ring A angefügt Außerdem wurde eine Pyridin-

Einheit in para-Position von Ring A angebracht, wobei die Position des Heteroatoms 

verändert wurde (Abb. 92).  

Zur Darstellung der Phosphophenolether 131 ỡ 133 wurden die entsprechenden 

Bromacetamide 124, 125 und 89 benötigt. Die Synthese der Bromacetamide 124 und 

125 erfolgte aus kommerziell erhältlichen (Methoxyphenyl)ethanaminen über zwei 

Stufen (Abb. 93a). Dafür wurden beide Amine zunächst, in Analogie zur Synthese von 

89, mit Bromacetylbromid und Triethylamin umgesetzt und anschließend demethyliert. 

Die Abspaltung der Methylgruppe erfolgte unter Verwendung von Bortribromid (BBr3) 

als Lewis-Säure (Abb. 93b). Hierbei bildete BBr3 mit dem Phenol-Derivat ein Lewis-

Säure-Base-Adukt 124a, welches in ein Oxonium-Ion 124b und ein Brom-Anion 

dissoziierte. Das Bromid griff  die Methylgruppe nucleophil an, sodass das Phenol-

Derivat 124c erhalten wurde, welches durch Hydrolyse das Produkt 124 bzw. 125 
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freisetzte.[212] Nach Aufreinigung mittels HPLC wurden die Bromacetamide 124 und 

125 als farblose Feststoffe in Ausbeuten von 79 % und 86 % über zwei Stufen erhalten. 

 

Abb. 92 Übersicht der Strukturen der Phosphophenolether  131 Ẩ 133 und 137 Ẩ 139. Die 

Phosphophenolether 131 Ẩ 133 enthalten eine zusätzliche Benzylalkohol-Einheit in ortho-, meta-, und 

para-Position von Ring A. Die Phosphophenolether 137 Ẩ 139 enthalten eine zusätzliche Pyridin-Einheit 

in para-Position von Ring A. 

 

Abb. 93 Darstellung der Bromcetamide  124 und 125. a) Synthese der Bromacetamide 124 und 125 

aus den entsprechenden Phenylethylaminen (2-(2-Methoxyphenyl)ethanamin und 2-(3-

Methoxyphenyl)ethanamin), Bromacetylbromid und Triethylamin (Et3N) als Base, sowie anschließender 

Demethylierung mit BBr3. b) Mechanismus der Demetylierung mit BBr3 (erstellt nach [212]). 
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wurden anschließend zu den Phosphonsäuren 137 ỡ 139 umgesetzt und nach 

Aufreinigung mittels HPLC als farblose Feststoffe in Ausbeuten von 9 % bis 14 % über 

zwei Stufen erhalten (Abb. 96). 

 

Abb. 96 Darstellung de r Phosphophenolether  137 Ẩ 139 aus 92. Die entsprechenden 

Brommethylpyridin-Hydrobromide (C6H6BrNῤHBr) und der Phosphophenolether 92 wurden in einer 

Williamson Ethersynthese zu den Phosphophenolethern 134 ỡ 136 umgesetzt und anschließend mit 

TMSBr und MeOH/ H2O zu den Phosphonsäuren 137 Ẩ 139 entschützt. 

Die biochemische Evaluation der Phosphophenolether 131 ỡ 133 und 137 ỡ 139 zeigte 

für alle Derivate einen stabilisierenden Effekt an. Dementsprechend wurden neben 

einem zusätzlichen aromatischen Ring auch ein Heteroatom im zusätzlichen Ring als 

Substituenten an Ring A toleriert (Tab. 18).  

Tab. 18 Übersicht der Stabilisierungsa ktivitäten der Phosphophenolether  131 Ẩ 133 und 

137 Ẩ 139. 

 R = OBn:   R = OCH2Pyr:  

Position:  EC50: Substitution:  EC50: 

ortho 131 7.0 µM X = N,   Y,Z = H 137 1.8 µM 

meta 132 3.7 µM Y = N,   X,Z = H 138 8.2 µM 

para 133 2.3 µM Z = N,   X,Y = H 139 5.9 µM 

 

Dabei war die stabilisierende Aktivität der Phosphophenolether 131 ỡ 133 und 

137 ỡ 139 insgesamt vergleichbar mit der Aktivität des initial  hit 12. Beim Vergleich 

der Phosphophenolether 131 ỡ 133, die über einen zusätzlichen Benzyloxy-

Substituenten an Ring A verfügen, war zu beobachten, dass die Stabilisierungsaktivität 

in der Reihe der ortho- über die meta- bis hin zur para-Substitution leicht anstieg. Das 

Einfügen eines Stickstoffatoms in ortho-Position, wie in 137 realisiert, erhöhte die 

Stabilisierungsaktivität (EC50 = 1.8 µM) im Vergleich zum Derivat 133 (EC50 = 2.3 µM) 

nochmals leicht. Demgegenüber führte ein Heteroatom in meta- und para-Position in 
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den Derivaten 138 und 139 (EC50 = 8.2 µM und EC50 = 5.9 µM) im Vergleich zu 133 zu 

einer leichten Verringerung der Aktivität. Insgesamt zeigten die Ergebnisse aber, dass 

auch die Addition zusätzlicher (Hetero-)Aromaten an Ring A der Phosphophenolether 

die Entwicklung potenterer Stabilisatoren für die 14-3-3/ChREBP-Interaktion 

ermöglichten. 

Die Wirkungsweise einiger PPI-Stabilisatoren wurde unter Verwendung von 

Proteintitrationen genauer untersucht. Zunächst wurde eine Lösung aus FITC-

markiertem ChREBP ΰ2 (100 nM) und dem Phosphophenolether 12 (initial  hit) in 

unterschiedlichen Konzentrationen mit dem 14-3-3α Protein titriert. Aus den 

dazugehörigen Bindungskurven ließ sich erkennen, dass 12 eine 14-fache Verstärkung 

der Bindungsaffinität von 14-3-3α für ChREBP bewirkte (Abb. 97a). Außerdem wurde 

eine Lösung aus dem FITC-markiertem ChREBP ΰ2 (100 nM) und einem der 

repräsentativ ausgewählten Phosphophenolether 12, 112 bzw. 131 (100 µM) mit dem 

14-3-3α Protein titriert. Aus den daraus erhaltenen Bindungskurven ließ sich erkennen, 

dass die leicht verbesserten Stabilisierungsaktivitäten von 112 und 131 zu einer 26-

fachen bzw. 24-fachen Verstärkung der 14-3-3/ChREBP-Bindungsaffinität führten 

(Abb. 97b).[185] Somit zeigten auch die Ergebnisse dieser Proteintitrationen, dass es sich 

bei 112 und 131, im Vergleich zum initial  hit 12, um etwas potentere 14-3-3/ChREBP-

Stabilisatoren handelt. 

Zusätzlich wurden die Phosphophenolether 112 und 131 sowie der initial  hit 12 erneut 

in Gegenwart des 14-3-3α Proteins mit verschiedenen 14-3-3-Bindepeptidmotiven der 

Proteine ChREBP, TAZ, ERΰ, p53 und ExoS titriert (Abb. 97c). Dabei zeigte sich, dass 

die beiden Phosphophenolether 112 und 131 leichte inhibitorische Aktivitäten 

gegenüber den 14-3-3/TAZ und 14-3-3/ERΰ Interaktionen aufwiesen, während die 

Peptidmotive p53 und ExoS nicht beeinflusst wurden. Insgesamt war der hemmende 

Effekt gegenüber den Bindungsmotiven TAZ und ERΰ aber deutlich geringer als die 

stabilisierende Aktivität für die 14-3-3/ChREBP-Interaktion. Dementsprechend konnte 

von einer selektiven Aktivität der Phosphophenolether gesprochen werden. Dies weist 

darauf hin, dass diese Verbindungen eine einzigartige Bindungstasche adressieren, die 

nur im 14-3-3/ChREBP-Komplex vorhanden ist.[185] 
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Abb. 97 Untersuchungen der B indungsaffinität und Selektivität von 12, 131 und 112. Die 

Bindungsaffinität von 12 wurde durch Proteintitrationen von 14-3-3α mit einer Lösung aus FITC-ChREBP 

und verschiedenen Konzentrationen des Phosphophenolethers bestimmt. b) Die Bindungsaffinität 12, 

112 bzw. 131 wurde durch Proteintitrationen von 14-3-3α mit einer Lösung aus FITC-ChREBP und 

verschiedenen Konzentrationen von einem der Phosphophenolether bestimmt. c) Die Selektivität von 12, 

131 und 112 wurde durch eine FP-Titration mit unterschiedlichen Modellpeptiden, die verschiedene 

14-3-3-Bindemotive enthalten, bestimmt (modifiziert nach [185]). 
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4.5 Variationen  am Methyl en-Linker  

Ergänzend zu den Derivatisierungen der beiden Phenylringe innerhalb der 

Phosphophenolether-Grundstruktur wurden auch an den Linkern Variationen 

vorgenommen. Am Methylen-Linker wurden dazu zusätzliche Substituenten angefügt. 

Solche Variationen könnten zusätzliche Interaktionen mit den Aminosäureseitenketten 

Asparagin (Asn123) und Tryptophan (Trp127) von ChREBP ermöglichen (Abb. 98a). Zu 

diesem Zweck wurde ein Phenyl-Substituent verwendet, mit dem die Ausbildung von 

ο ỡ ο-Wechselwirkungen zum Tryptophan (Trp127) begünstigt werden sollte. Darüber 

hinaus wurden ein Methyl-Substituent sowie ein Fluor-Substituent angefügt, die im 

Vergleich zum Phenyl-Substituenten einen deutlich geringeren sterischen Anspruch 

aufweisen (Abb. 98b). 

 

Abb. 98 Entwicklung von Phosphophenolethern mit zusätzliche m Substituenten am Methylen -

Linker.  a) Darstellung der potentiellen Wechselwirkungen zwischen Substituenten am Methylen-Linker 

von 12 (blau) und der Aminosäuren Asn123 und Trp127 von ChREBP (rot). b) Übersicht der Strukturen 

der Phosphophenolether 146 ỡ 148 mit Substituenten am Methylen-Linker. 

Zur Darstellung der Phosphophenolether 146 ỡ 148 wurden zunächst die 

Bromacetamide 140 ỡ 142 synthetisiert. Zu diesem Zweck wurde Phenylethylamin mit 

dem jeweiligen Σ-Brom-Carbonsäure-Derivat umgesetzt. Die für die Amidkupplungen 

verwendeten Methoden variierten jedoch aufgrund unterschiedlicher Verfügbarkeiten 

der kommerziell erhältlichen Carbonsäure-Derivate. Das Bromacetamid 141 wurde 

mittels Amidkupplung aus Brompropionylbromid und Phenylethylamin und 

darauffolgender säulenchromatographischer Aufreinigung als farbloser Feststoff in 

einer Ausbeute von 80 % erhalten (Abb. 99b). Auch die Synthese des 

Bromacetamids 140 erfolgte über die Amidkupplung mit einem Säurehalogenid. Das 
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entsprechende Säurechlorid musste allerdings zunächst aus kommerziell erhältlicher 

Brom(phenyl)essigsäure und Oxalylchlorid generiert werden. Die anschließende 

Kupplung zu 140 erfolgte dann unter den gleichen Bedingungen wie für 141, sodass 

140 nach säulenchromatographischer Aufreinigung als farbloser Feststoff in einer 

Ausbeute von 46 % erhalten wurde (Abb. 99a). 

 

Abb. 99 Darstellung de r Bromacetamid e 140 und  141. Für die Synthese von 140 wurden 

Brom(phenyl)essigsäure und Oxalylchlorid zum Säurechlorid umgesetzt und für die Synthese von 141 

Brompropionylbromid verwendet. Beide Säurehalogenide wurden mittels Amidkupplung mit 

Phenylethylamin und Triethylamin (Et3N) als Base zu 140 und 141 umgesetzt.  

Demgegenüber erfolgte die Synthese des Bromacetamids 142 direkt aus dem 

Carbonsäureester Ethylbromfluoracetat und Phenylethylamin.[213] Dabei wurde die 

Amidbildung zwischen dem Ester und einem Amin durch Erbium(III)-Triflat  (Er(OTf)3) 

katalysiert und unter neutralen Bedingungen durchgeführt (Abb. 100).[213,214]  

 

Abb. 100 Darstellung de s Bromacetamid s 142. Das Derivat 142 wurden mittels 

Amidkupplung aus Phenylethylamin, Ethylbromfluoracetat und dem Katalysator Erbium(III)-

Triflat (Er(OTf)3) unter neutralen Bedingungen dargestellt. 

Erbium(III)-Triflat kann als Lewis-Säure an die Carbonylgruppe des Esters koordinieren 

und so den nucleophilen Angriff des Amins unterstützen. Nach 




































































































































































































































































































































































































































































































