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Zusammenfassung

Fragment-basierte Ansétze zur Entwicklung neuer Arzneistoffe erfreuen sich immer gro-
Berer Beliebtheit. Dies liegt darin begriindet, dass bereits durch den Einsatz und die Kom-
bination von verhéltnismédBig kleinen Fragment-Bibliotheken ein groBer chemischer
Raum abgedeckt werden kann. Als Startpunkt dient dabei meist ein Primirfragment, das
durch geschicktes Anhédngen weiterer funktioneller Gruppen oder durch Verkniipfung
(Ligation) mit weiteren Fragmenten so erweitert wird, dass neue Interaktionspunkte mit
der jeweiligen Zielstruktur entstehen. Hierdurch ist die Bildung hochaffiner Liganden
moglich.

In der vorliegenden Arbeit wird die Amidierung als irreversible Form der Ligation
zweier Fragmente nidher untersucht. Die Arbeit gliedert sich dabei in zwei Teile. Im ersten
Teil wurde ein Ligationsassay entwickelt, bei der die Amidierung Templat-unterstiitzt im
Stil einer Proteintarget-geleiteten Synthese durchgefiihrt wird. Nach vorheriger Bindung
der beiden Fragmente begiinstigt dabei das Templat bzw. der Templat-Effekt die Reak-
tion der beiden Fragmente, wenn sich deren komplementire funktionelle Gruppen in aus-
reichender Nihe zueinander befinden. Als Zielprotein wurde dabei Faktor Xa eingesetzt,
an dem die Ligationsreaktion eines S1-bindenden Amin-Fragments, mit einem aktivierten
Carbonsiure-Fragment Templat-unterstiitzt, durchgefiihrt werden sollte. Das Produkt
dieser Reaktion ist ein nanomolar-aktiver Faktor Xa-Inhibitor. Die Templat-unterstiitzte
Amidierung wurde dabei durch Umsetzung unterschiedlich reaktiver Carbonsédurederi-

vate (Aktivester) nachgewiesen, indem die Reaktion in An- und Abwesenheit des

X1X



Proteintemplats untersucht wurde. Da im Zuge der Reaktion aus zwei millimolar-aktiven
Fragmenten ein nanomolar-aktives Ligationsprodukt gebildet wird, konnte zur Detektion
der Produktbildung ein Enzymaktivititsassay verwendet werden. Dieser ermdglichte auf-
grund der hohen Affinititsunterschiede der Ausgangsfragmente im Vergleich zum
Fragment-Kombinationsprodukt bereits den Nachweis kleinster Produktmengen. Fiir den
Phenyl- und den Trifluorethylester der Carbonsiure konnte dabei eine selektiv-templierte
Reaktion nachgewiesen werden, d. h. die templierte Reaktion lduft ohne gleichzeitige
Reaktion durch nicht gebundene Fragmente ab (Hintergrundreaktion). Die Menge des
gebildeten Produkts konnte nachfolgend mittels HPLC-QTOF-MS quantifiziert werden.
Ebenfalls konnte durch die Untersuchung der Faktor Xa-Kristallstruktur mit dem co-
kristallisierten Fragment-Ligationsprodukt der Reaktionsmechanismus der Reaktion auf
molekularer Ebene aufgekldart werden. AbschlieBend konnten Reaktionsbedingungen
gefunden werden, die auch im Mikrotiterplatten-MaBstab eine erfolgreiche Umsetzung
von Carbonsduren zum entsprechenden Aktivester zulassen.

Im zweiten Teil wurde ein in-situ Screening gegen die NS2B-NS3-Protease des
West-Nil-Virus durchgefiihrt. Dabei sollte eine aus 1615 Carbonsdure Fragmenten
bestehende Substanz-Bibliothek mit einem Amin-Fragment verkniipft werden. Das ver-
wendete Amin stellte hierbei ein bekannter S1-Binder der WNV-Protease dar. Zur Liga-
tion der Fragmente mussten zunéchst geeignete Reaktionsbedingungen gefunden werden,
die eine moglichst effiziente Umsetzung der Carbonsduren zum entsprechenden Amid
gewdhrleisten. Hierbei stellten sich die Aktivierung mittels HBTU/DIPEA in einem
DMF/DMSO-Gemisch und die Aktivierung mittels DCC/DMAP in Dioxan als geeignet
heraus. Nachfolgend wurde das Protease-Screening durchgefiihrt. Zur Detektion wurde
dabei ein Fluoreszenz-basierter Enzymaktivititsassay eingesetzt. Unterstiitzend wurden
in-silico Methoden verwendet. Nach der Validierung der erhaltenen Ergebnisse konnten
durch geeignete Hit-Selektionsschritte drei Fragment-Ligationspaare ausgewihlt werden,
die in groBerem MaBstab nachsynthetisiert wurden und anschlieend nédher untersucht
wurden. Fiir die aussichtsreichste Fragment-Kombination CA3-Amid konnte dabei ein

IC5y-Wert von 2,66 uM ermittelt werden.
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Abstract

Fragment-based drug discovery approaches are getting popular more and more. This is
due to fact that despite using and combining relatively small fragment-libraries a broad
chemical space can be covered. In most cases a primary fragment is used as a starting
point which consecutively gets expanded by further functional groups or through the
ligation with another fragment. Thereby additional interactions with the target structure
can be formed that can finally lead to the formation of highly active ligands.

In the presented work, the use of the amidation reaction is investigated to link two
fragments irreversibly. The work is divided into two parts. In the first part a ligation assay
was developed that uses the template-assisted amidation in a “target-guided-synthesis”
reaction. Here, the protein template accelerates the reaction of two fragments if both are
bound to the template and if the complementary functional group of the two fragments
are in the right orientation to each other. Factor Xa was thereby used as a test system.
This factor Xa-template was subsequently used to establish a method to link an S1-
binding amine fragment to an activated carboxylic acid fragment. The reaction of the two
fragments, here, leads to the formation of a nanomolar-active factor Xa inhibitor. To
investigate the occurrence of a template-assisted reaction several active esters were
synthesized, covering a broad spectrum of reactivity. These synthesized esters were sub-
sequently tested to react in a template-assisted manner with the amine fragment in

presence of the protein template. The reaction in abscence of the protein-template was
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used as a control. Since in the course of the ligation reaction two millimolar-active frag-
ments are linked together to form a nanomolar-active ligation product, the formation of
the product can be detected highly sensitively through the use of an enzyme activity assay.
In the case of the phenyl- and trifluoroethyl-ester a selective templated reaction was
demonstrated without the formation of the ligation product through unbound fragments
(background reaction). In later experiments the amount of the formed product was
quantified via HPLC-QTOF-MS. Furthermore using the crystal structure with the co-
crystallized ligation product the reaction mechanism of the templated amidation reaction
have been clarified. Finally, reaction conditions were found that allow the formation of
active esters from carboxylic acids in microtiter plates.

In the second part an in-situ screening against the NS2B-NS3 protease of the west-
nile virus was conducted. Firstly, a library containing 1615 carboxylic acid fragments
were supposed to be linked to an amine fragment. In this case the used amine fragment
was a known S1-binding ligand of the WNV protease. In the starting experiments several
reaction conditions were investigated to find an efficient way to convert the carboxylic
acids to the respective amides. The activation via HBTU/DIPEA in a DMF/DMSO-
mixture and the activition with DCC/DMAP in dioxane were found to be effective and
were subsequently used for the protease screening. To detect inhibiting amides an enzyme
activity assay was performed using a fluorogenic substrate. As a support in-silico methods
were used. After the validation of the identified screening hits using several hit selection
approaches, three different hit-structure groups were chosen. One compound representing
each group was synthesized in a larger scale and further investigated. For the best

fragment-combination CA3-Amid, an ICs,-value of 2.66 uM was found.
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. Allgemeiner Tell






1. Einleitung

1.1. Fragment-basierte Wirkstoffentwicklung

Fragment-basierte Methoden zur Entwicklung neuer Arzneistoffe werden mittlerweile
seit iiber 20 Jahren sowohl in den Universitidten als auch in der Pharmaindustrie einge-
setzt.!'¥ Jihrlich erscheint eine groe Anzahl an Publikationen, die von der Entdeckung
neuer Leitstrukturen oder der Aufkldrung biologischer Prozesse berichten, welche auf
Erkenntnissen aus Fragment-basierten Versuchsansitzen beruhen.** So ist es auch nicht
verwunderlich, dass der Ansatz bisher iiber 30 Arzneistoffkandidaten hervorgebracht hat,
welche es in die klinische Entwicklung geschafft haben. Im Fall von Vemurafenib® und

Venetoclax” reichte es sogar bis hin zur Marktreife (s. Abb. 1.1).

—N Cl
N\ ,// ~NH
=
Vemurafenib (Zelboraf®) Venetoclax (Venclexta®)
B-Raf -Inhibitor Bcl-2 -Inhibitor
Indikation: Malignes Melanom Indikation: Chronische lymphatische Leukamie (CLL)

Abbildung 1.1. Dargestellt sind die beiden ersten Arzneistoffe auf dem Markt, die aus Fragment-basierten

Wirkstoffkampagnen hervorgegangen sind.

Fragmente besitzen in der Regel eine Molekiilmasse von unter 300 Da. Was den Einsatz
von Fragmenten als Startpunkt zur Wirkstoffsuche so attraktiv macht, ist die Tatsache,
dass ein gefundenes Fragment zwar grofl genug ist um Wechselwirkungen zu einer be-
stimmten Zielstruktur zu ermdglichen, gleichzeitig aber zu klein ist, um energetisch un-
giinstige Interaktionspunkte zu verursachen, die einer Bindung wieder entgegenwirken-
wiirden.® Den Grundstein fiir Fragment-basierte Wirkstoffentwicklung lieferte dabei eine
Arbeit von Jencks aus dem Jahre 1981. Darin werden Berechnungen aufgestellt, aus de-

nen hervorgeht, dass die Bindungsenergie zweier verkniipfter Fragmente groBer als die



Summe der Bindungsenergien der Einzelfragmente sein kann.® Ein einzelnes Fragment
bildet aufgrund seiner geringen GroBe meist nur wenige, schwache Interaktionen aus.
Durch geschickte Verldngerung eines ersten gefundenen ,,Primér*-Fragments, konnen je-
doch durch Anhingen weiterer funktioneller Gruppen (Fragment-Elongation bzw.
»-Growing*) oder durch Verkniipfung mit weiteren, benachbart-bindenden Fragmenten
(Fragment-Ligation) neue Interaktionspunkte zum Zielprotein entstehen, womit dann ins-

gesamt eine sehr hohe Affinitét zur Zielstruktur moglich wird (s. Abb. 1.2).1

N Sid

Fragment-Elongation Fragment-Ligation

Abbildung 1.2. Dargestellt sind zwei Moglichkeiten zur Verldngerung von Primérfragmenten. Bei der
Fragment-Elongation wird zunéchst Kontakt mit der Oberfliche erzeugt und dann versucht das Primérfrag-
ment in benachbarte Bindungstaschen ,,wachsen* zu lassen. Die Fragment-Ligation zielt darauf ab, in be-

nachbarte Bindungstaschen bindende Fragmente iiber einen Linker miteinander zu verkniipfen.

Eine erste praktische Anwendung dieser aufgestellten These findet sich in einer Arbeit
von Fesik aus dem Jahre 1996, in der von der Entwicklung einer NMR-basierten Methode
berichtet wird (,,SAR by NMR*). Diese ermoglichte es niedrigaffine Fragment-Liganden
in benachbarten Bindungstaschen aufzuspiiren, welche dann durch Verkniipfung zu ei-
nem hochaffinen Fragment-Ligationsprodukt umgesetzt werden konnten.'" Der grofle
Vorteil von Fragment-basierten Ansétzen ist dabei die Moglichkeit bereits mit verhilt-
nismélig kleinen Bibliotheken, durch geschickte Elongation bzw. Ligation der Frag-
mente, einen sehr grofen ,,chemischen Raum* abzudecken. Diese strukturelle Vielfalt
ermoglicht es die Methode an einem grofen Spektrum moglicher Zielstrukturen einzu-
setzen. In der Regel werden dabei Bibliotheken bestehend aus mehreren Hundert bis Tau-
send Fragmenten verwendet. Im Vergleich zu den meist mehrere Hunderttausend bis Mil-
lionen Substanzen umfassenden, standardméBig im Zuge von Hochdurchsatz-Screenings
eingesetzten Substanzbibliotheken, sind die Anschaffungskosten von Fragment-Biblio-
theken damit erheblich geringer. Dies macht die Methode besonders auch fiir Universiti-

ten und kleinere Unternehmen attraktiv.



Zu Beginn jedes Fragment-basierten Ansatzes steht zunéchst die Suche nach Primirfrag-
menten. Dabei werden im Zuge eines Primérscreenings eine kleine Auswahl oder bereits
ganze Bibliotheken von Fragmenten auf die Bindung an eine bestimmte Zielstruktur ge-
testet. Die Detektion dieser Bindung kann sich dabei als schwierig herausstellen, da die
Fragmente, aufgrund ihrer geringen GréBe und damit verbunden einer nur geringen An-
zahl moglicher Interaktionspunkte, lediglich eine geringe Affinitit zum Zielmolekiil auf-
weisen (meist im hohen mikromolaren bis millimolaren Bereich).

Die Detektionsmoglichkeiten waren hier in der Vergangenheit stark begrenzt, je-
doch gelang es mit voranschreitender Technik und immer sensitiver werdenden Metho-
den, besonders durch Verwendung von biophysikalischen Detektionsmethoden, wie
NMR-Spektroskopie,” Rontgenkristallographie oder Oberflachenplasmonenreso-
nanz," immer zuverlédssiger erste Primérfragmente zu identifizieren. Diese Detektions-
methoden eignen sich dazu eine Bindung nachzuweisen und liefern im Fall der Rontgen-
kristallographie sogar strukturelle Daten zur Bindung des Fragments an die Zielstruktur.
Sie haben jedoch den Nachteil, dass sie bisher kostenintensiv und zeitaufwendig sind und
sich daher eher fiir kleinere MaBstibe eignen.

Neben den biophysikalischen Detektionsmethoden, dem Thermal Shift Assay!
und der isothermen Titrationskalorimetrie,' erfreuen sich heutzutage vor allem Bio-
assays groBer Beliebtheit. Besonders hédufig werden hier Enzymaktivitits-Assays mit
Fluoreszenzsubstraten¥ und Bindungsassays mit Fluoreszenzpolarisationssonden®” ein-
gesetzt. Bioassays bieten den Vorteil, dass hier direkt eine Aussage zur resultierenden
Bioaktivitit der jeweiligen Zielstruktur getroffen werden kann. Die anderen géngigen De-
tektionsmethoden lassen lediglich Aussagen zur Bindung der Substanz zu. Erwihnt wer-
den muss in diesem Zusammenhang jedoch auch, dass dieser Vorteil mit einer erhohten
Anfilligkeit fiir falsch-negativ und -positiv Aussagen einhergeht, was durch Interferen-
zen der Testsubstanz mit dem Detektionssignal oder bestimmten Assaybestandteilen
(z. B. dem Zielprotein) bedingt ist.2"

Trotz der groBen Fortschritte im Bereich der Detektionsmoglichkeiten von Pri-
mirfragmenten, haben alle bisherigen Methoden gemein, dass auf die eigentlich wichtige

Frage zur Optimierung dieser ersten Primérhits keine Antwort gegeben wird: Wie kann



ein solches Fragment vergroflert oder mit einem benachbart-bindenden Fragment ver-
kniipft werden, um in den wirklich hochaffinen Bindungsbereich vorzustolen? Das An-
hingen weiterer funktioneller Gruppen (Fragment-Elongation), mit der Absicht das Frag-
ment aus der Bindungstasche heraus ,,wachsen* zu lassen, stellt meist ein zeitintensives
und chemisch aufwendiges Unterfangen dar.

Auch die zweite Methode zur Fragment-Optimierung sieht leider nur auf dem Pa-
pier leicht aus. Zwei Fragmente werden hierbei durch einen Linker miteinander verkniipft
und im Idealfall resultiert daraus eine Fragment-Kombination, welche eine superadditive
Bindungsenergie im Vergleich zu den Einzelfragmenten aufweist. Die Suche nach einem
geeigneten Linker stellt jedoch oft eine komplexe Herausforderung dar.> Dieser muss
niamlich bewerkstelligen, dass die beiden Fragmente auch in verkniipfter Form moglichst
den identischen urspriinglichen Bindungsmodus einnehmen konnen. Gleichzeitig muss er
selbst moglichst spannungsfrei sein und gleichzeitig dazu in der Lage sein die zwei Frag-
mente in Position zu halten.> Dies funktioniert in der Realitét oft nur miBig (mit subad-

ditiver Bindungsenergie als Ergebnis) oder manchmal auch gar nicht.»s

1.2. Templat-unterstutzte Methoden

Aufgrund der potentiellen Moglichkeit synergistische Effekte mit superadditiven Bin-
dungsenergien als Resultat zu erzielen, ist die Fragment-Ligation besonders reizvoll hin-
sichtlich der Optimierung von Primérfragmenten. Dieser stehen jedoch oben genannte
Schwierigkeiten im Weg. Eine elegante Losung zu dieser Problematik lieferten Huc und
Lehn im Jahr 1997 mit ihrer Veroffentlichung zu Virtual combinatorial libraries.” Sie
verwendeten dabei einen fiir dynamic combinatorial chemistry (DCC) typischen Ver-
suchsansatz: Zwei Gruppen von Fragmenten werden eingesetzt mit jeweils komplemen-
taren reaktiven Gruppen. Eine Gruppe trigt eine Aldehyd-Funktion, die andere eine
Amin-Funktion. Ein Gemisch dieser Fragmentgruppen fiihrt zur Entstehung komplexer
Gleichgewichte aus den Fragmenten sowie allen moglichen Ligationsprodukten (Imine)
der jeweiligen Fragment-Kombinationspaare. Die Fragmente wurden dabei so gewihlt,
dass bei der Reaktion bereits bekannte Carboanhydrase II-Inhibitoren entstehen. Nach

Zugabe der Zielstruktur Carboanhydrase II konnte eine Verschiebung der Gleichgewichte



zugunsten der Ligationsprodukte mit den hochsten Affinititen zu Carboanhydrase II
nachgewiesen werden. Der Produktnachweis erfolgte hierbei nach Reduktion der Imine
durch NaCNBH3;, in Form der entsprechenden sekundidren Amine, mittels HPLC.

Diese Methoder® nutzt also den durch das Zielprotein bzw. Templat bedingten
Selektionsdruck auf ein dynamisches Gleichgewichtssystem aus, um das am stirksten
gebundene bzw. am besten stabilisierte Kombinationsprodukt nachweisen zu konnen. In-
zwischen existieren zahlreiche Berichte iiber den erfolgreichen Einsatz von Zielproteinen
als Templat fiir DCC-Versuchsansitze.” Trotz der Vielzahl der Veroffentlichungen zu
DCC erlangte die Methode keine praktische Bedeutung. Da das Templat hier nur zur Bin-
dung und Stabilisation der bereits verkniipften Fragmente verwendet wird, muss es na-
hezu dquimolar zu den Fragmenten bzw. den Fragment-Kombinationsprodukten einge-
setzt werden, was sehr kostenintensiv ist.2¥ Weiterhin fehlen Moglichkeiten zur direkten
Bewertung der Bioaktivitit der gebildeten Produkte und das Entstehen labiler Produkte
macht Folgereaktionen notwendig (z. B. Reduktion mit NaCNBH3), um stabile nachweis-
bare Reaktionsprodukte zu erhalten. All dies macht die Methode unpraktikabel.

Doch die jeweilige Zielstruktur kann nicht nur als Templat zum Nachweis des
besten Binders einer kombinatorischen Fragment-Bibliothek genutzt werden. Das Ziel-
protein bzw. Templat kann ebenfalls dazu eingesetzt werden, die Reaktion bzw. Ligation
der beiden Fragmente aktiv in Form einer Proteintarget-geleiteten Synthese (kinetic tar-

get-guided synthesis) zu induzieren (s. Abb. 1.3).®

Abbildung 1.3. Schema einer Templat-unterstiitzten Fragment-Ligation. Nach Bindung der beiden Frag-
mente an das Templat und nachfolgender Ligation der Fragmente dissoziert das Fragment-Kombinations-

produkt wieder (reversible Ligation) oder bleibt als stabiles Produkt erhalten (irreversible Ligation).



Notwendige Bedingung fiir diesen Templat-Effekt ist die vorherige Bindung der beiden
Fragmente in benachbarte Bindungstaschen. Das Templat fiihrt so zu einer erhohten ,.ef-
fektiven Molaritét* der Fragmente, da deren komplementire reaktive Gruppen in rdumli-
che Nihe zueinander dirigiert werden.

Im Lauf der Zeit wurde die Templat-unterstiitzte Fragment-Ligation immer popu-
larer. Gleichzeitig wurde auch stetig von neuen Reaktionen berichtet,* die Templat-un-
terstiitzt durchgefiihrt werden konnten und so das Spektrum einsetzbarer Reaktionstypen
immer mehr vergroBerten (s. Tabelle 1.1). Doch nicht nur reversible (also im Gleichge-
wicht stehende) Reaktionen konnten erfolgreich Templat-unterstiitzt eingesetzt werden,

inzwischen existieren auch zahlreiche Beispiele von irreversiblen Reaktionen.=

Tabelle 1.1. Beispiele Templat-unterstiitzter Fragment-Ligationsreaktionen*”
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Die grofite Relevanz besitzt hier die von Sharpless et al. veréffentlichte Protein-templierte
Version der Click-Reaktion, bei der Azide und Alkine zu 1,2,3-Triazolen umgesetzt wer-

den.=n

1.3. Dynamisches Ligationsscreening — DLS

Das dynamische Ligationsscreening (dynamic ligation screening) ermoglichte es erst-
mals die dynamische, Templat-unterstiitzte Synthese von Fragment-Kombinationspro-
dukten sowie deren direkte Testung auf eine mogliche Hemmung der Zielstruktur inner-
halb eines Assays zu kombinieren.'” Auch diese Methode nutzte in ihren Anfdngen Frag-
mentgruppen mit Aldehyd- und Amin-Funktionen mit den entsprechenden Iminen als
mogliche Ligationsprodukte (s. Abb. 1.4). In spéteren Arbeiten konnten jedoch auch an-
dere nukleophile Fragmente, wie bspw. Alkohole und Thiole eingesetzt werden.

Ein gefundenes, erstes Primérfragment wird bei dieser Methode als dirigierende
chemische Sonde eingesetzt, welche es ermoglicht, Fragmente mit komplementirer reak-
tiver Gruppe direkt auf ,,Passen® auf benachbarte, im Enzym vorhandene Bindungstas-
chen zu iiberpriifen. Die erhaltenen reversibel-verbundenen Fragment-Kombinationspro-
dukte werden anschlieBend direkt, ohne vorherige Stabilisierung des Produkts, mittels
Kompetitionsassay auf das mogliche Ausmal} der Verdréangung eines fluorogenen Repor-
tersubstrats vom aktiven Zentrum des Zielproteins hin getestet. Somit kann eine sofortige
Aussage Uiber die Aktivitit des jeweiligen Zielenzyms und damit iiber die hemmenden
Eigenschaften des gebildeten Ligationsprodukts getroffen werden. Durch Ausnutzen der
immer weiter voranschreitenden Enzymreaktion findet eine stetige Verstirkung des
Messsignals durch zunehmende Freisetzung des Fluorophors statt, bei gleichzeitigem
Einsatz von nur geringen Proteinmengen. Die Detektion der Bindung des Imin-Ligations-
produkts erfahrt dabei aufgrund der Affinitédtssteigerung des Kombinationsprodukts eine
deutliche Erhohung der Sensitivitdt im Vergleich zum Bindungsnachweis der Einzel-
fragmente. Aussichtsreiche Kandidaten werden im Anschluss mittels weiterer chemischer
Schritte (z. B. reduktive Aminierung mit NaCNBHj3) in den irreversibel-verbundenen In-
hibitor umgewandelt und weiteren Tests unterzogen. Durch DLS kann so ein ortsaufge-

l16stes Screening in einfachen Mikrotiterplatten im Hochdurchsatzformat durchgefiihrt



werden. Eine spiter verwendete modifizierte Version dieses Assayformats nutzte En-
zymsubstrate, die selbst eine reaktive Gruppe tragen und somit mit potentiell bindenden
Fragmenten reagieren konnen." > Die Ligation von Substrat mit einem passenden Frag-
ment fiithrt dann zu einer Erhohung der Substrataffinitit zum Zielprotein, was mit einem
erhohten Substratumsatz einhergeht. Dieses Format wird Substrat-Verstirkungsassay ge-
nannt.”’ Andere Modifikationen des DLS erlaubten dann die Verwendung von FRET-
Substraten™ sowie die Ausweitung auf das grofe Feld der Proteinbindungsassays.”
Durch Einsatz von Fluoreszenspolarisationssonden war es hier erstmals moglich auch

Fragment-Kombinationen an nichtenzymatischen Bindungsstellen zu identifizieren.
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Abbildung 1.4. Schematische Darstellung des dynamischen Ligationsscreenings. Aldehyd- und Amin-

RFU —>»

Fragment reagieren in einer Gleichgewichtsreaktion zum Imin-Ligationsprodukt. Die Bindung der Frag-
mente in benachbarte Bindungstaschen des Zielproteins fithrt durch dessen Templat-Effekt zur Verschie-
bung der Gleichgewichtslage in Richtung des Imin-Ligationsprodukts (Templat-unterstiitzte Fragment-Li-
gation). Da sowohl die Fragmente als auch das Fragment-Ligationsprodukt mit dem Fluoreszenzsubstrat
um das Enzym konkurrieren, kann die Bildung eines Fragment-Ligationsprodukts durch eine deutliche Re-

duktion des Substratumsatzes detektiert werden, welche im Idealfall zur superadditiven Inhibition im Ver-

gleich zu den Einzelfragmenten fiihrt.!'”
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1.4. Enzyminhibitoren als Arzneistoffe

Enzyme sind ubiquitir in lebenden Organismen und sind dort in nahezu alle Stoffwech-
selvorginge eingebunden. Als biologische Katalysatoren sind sie dazu in der Lage, die
Einstellung chemischer Reaktionsgleichgewichte enorm zu beschleunigen, indem sie zu
einer Senkung der Aktivierungsenergie der jeweiligen Reaktionen fiihren. Das Molekiil,
das im Zuge einer solchen katalysierten Reaktion im aktiven Zentrum des Enzyms um-
gesetzt wird, bezeichnet man als Substrat. Sowohl die Katalyse als auch die spezifische
Erkennung des Substrats ist durch die einzigartige dreidimensionale Struktur des Enzyms
bedingt. Nur wenn das Substrat an die jeweilige Bindungsstelle ,,passt und sich in der
richtigen Position im aktiven Zentrum befindet, ist eine Reaktion mdglich. Die Erken-
nung erfolgt dabei iiber spezifische Wechselwirkungen vermittelt durch Wasserstoffbrii-
cken, ionische Wechselwirkungen, Metallkomplexierung, hydrophobe Wechselwirkun-
gen sowie Kation-m-Elektronen-Wechselwirkungen.s¥ Je stirker und je zahlreicher diese
Interaktionen sind, desto hoher ist die Affinitéit des jeweiligen Substrats. Molekiile, die
ebenfalls dazu in der Lage sind, in Wechselwirkung mit dem Enzym zu treten und
dadurch die Bindung und Umsetzung eines physiologischen Substrats verhindern, nennt
man Enzymhemmstoffe oder auch Inhibitoren.

Solche Enzyminhibitoren stellen eine wichtige Arzneistoffklasse dar,*" da der
Mensch zwar iiber effiziente Regulationsmechanismen der zahlreichen korpereigenen
Enzyme verfiigt, es jedoch auch immer wieder zu Fehlregulationen im Korper kommen
kann. Dies kann wiederum zu Uberexpression oder Uberaktivitit bestimmter Enzyme
fithren, was bei der Entstehung zahlreicher Krankheitsbilder eine Rolle spielt. Doch nicht
nur der Mensch ist auf eine normale Funktion von Enzymen angewiesen, auch fiir
Mikroorganismen ist sie essenziell und eine Hemmung kann zu deren Schidigung fiihren.
Somit stellt die Abwehr und Bekdmpfung von Infektionen ein weiteres grofes Einsatzge-
biet fiir Enzyminhibitoren dar, wobei hier immer auch die Selektivitit gegeniiber den

menschlichen Enzymen von Bedeutung ist.
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1.5. Proteasen als Zielstruktur

Die Klassifizierung verschiedener Enzyme erfolgt iiber das jeweilige Substrat, welches
umgesetzt wird: Im Fall von Peptidbindungen (Amidbindung zwischen zwei Aminoséu-
ren) spricht man hier von Peptidasen. Werden groflere Proteine gespalten spricht man
auch von Proteasen.® Proteasen sind wichtige Zielstrukturen von Arzneistoffen,s was
sich anhand zahlreicher Beispiele belegen lésst (s. Tabelle 1.2). Inhibitoren von Proteasen
stellen oft Peptidmimetika dar oder besitzen Ubergangszustands-dhnliche Strukturen.s”
Neben reversiblen Hemmmechanismen existieren auch zahlreiche irreversible Bindungs-

mechanismen, welche die fiir die Katalyse wichtigen Seitenketten im katalytischen Zent-

rum zum Ziel haben.ss 5

Tabelle 1.2. Beispiele von Proteasen als Arzneistoff-Zielstruktur
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Fiir die Spaltung von Peptiden/Proteinen miissen Peptidbindungen aufgebrochen werden,
welche die einzelnen Aminosduren miteinander verkniipfen. Zur Erkennung der Substrate
besitzen Proteasen dabei in der Regel ausgedehnte Bindungsstellen mit definierten Bin-
dungstaschen fiir jede einzelne Aminosédure der Erkennungssequenz des Substrats. Diese
stark ausgesprigten Bindungsstellen lassen sich jedoch ebenfalls durch andere Protein-
liganden (proteinbindende Molekiile) nutzen und so eignen sich Proteasen von Natur aus
auch ideal fiir Fragment-Ligationsmethoden.®

Um die Spezifitit einer Protease bzw. ihrer Spaltsequenz zu beschreiben, fiihrten
Schechter und Berger im Jahr 1967 das nach ihnen benannte Nomenklatur-Modell“ ein
(s. Abb. 1.5). In diesem Modell wird die Spaltstelle mit Sitz des katalytischen Zentrums
flankiert von den zur Erkennung und Unterbringung der einzelnen Aminosiureseiten-
ketten verantwortlichen Bindungsstellen bzw. -taschen. Per Definition werden die
Aminosdureseitenketten mit P bezeichnet und deren komplementire Bindetaschen mit S.
Links der Spaltstelle (zum N-Terminus des Substrats hin) wird beginnend mit der ersten
Position neben der Spaltstelle aufwérts S1, S2, S3 etc. gezihlt, rechts (zum C-Terminus

des Substrats hin) mit S1°, S2’, S3’ etc.

Abbildung 1.5. Schematische Darstellung der Schechter-Berger Nomenklatur. Die Schnittstelle ist durch

einen roten Pfeil dargestellt.

Verschiedene Proteasen besitzen hier unterschiedliche Vorraussetzungen, die erfiillt sein
miissen, damit eine Spaltung erfolgt. Unterschiede bestehen hier sowohl hinsichtlich dem
Ausmale, in dem diese Bindungsstaschen besetzt sein miissen als auch hinsichtlich der

Seitenketten die darin akzeptiert werden.
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1.6. Serin-Proteasen

Auf Grundlage des katalytischen Mechanismus, der zur Spaltung der Amidbindung fiihrt,
lassen sich Proteasen in verschiedene Gruppen einteilen. Der Grofteil der Proteasen lasst
sich dabei den vier groBen Gruppen der Serin-, Cystein-, Aspartat- und Metallo-Proteasen
zuordnen. Namensgebend ist hier jeweils die fiir das Ablaufen der Reaktion maf3gebliche
funktionelle Gruppe. Serin-Proteasen lassen sich geméal} ihrer Substratspezifitit weiter in
die drei groBen Kategorien der Trypsin-dhnlichen (Spaltung nach basischer Aminoséure),
Chymotrypsin-dhnlichen (Spaltung nach Aminosduren mit volumindsen hydrophoben
Resten) und Elastase-dhnlichen (Spaltung nach Aminosduren mit kleinen aliphatischen
Resten) Proteasen unterteilen. Das katalytische Zentrum der Serin-Proteasen beinhaltet
die katalytische Triade, welche neben einer Serin-Seitenkette, noch aus einer Histidin-
Seitenkette und einer Aspartat- oder Glutamat-Seitenkette besteht (s. Abb. 1.7). Aufgrund
dieser, in allen Serin-Proteasen gleichermaB3en vohandenen strukturellen Gegebenheiten,
existiert eine Reihe funktioneller Gruppen, die inhibitorische Wirkung auf fast das ge-
samte Spektrum der verschiedenen Serin-Proteasen besitzen. Meist sind dies Elektro-

phile, die das katalytische Serin binden (s. Abb. 1.6).157
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Abbildung 1.6. Schematische Darstellung einiger universeller Serin-Protease Inhibitoren.
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Abbildung 1.7. Schematische Darstel-
lung des Katalysemechanismus von
Serin-Proteasen.’

Die Nummerierung der Aminosduren
entspricht der Primérstruktur des Rinder-
Chymotrypsinogens, welche u. a. auch
fiir Trypsin und Faktor Xa gilt.

(A) Im aktiven Zentrum erfolgt ein nuk-
leophiler Angriff von Serin an der Spalt-
stelle des Substrats. Histidin und Aspara-
ginsdure sorgen als weitere Bestandteile
der katalytischen Triade fiir eine korrekte
Positionierung des Serins, sowie durch
die basischen Eigenschaften von Histidin
fiir eine Polarisierung mit anschlieen-
dem Protonenabzug am Serin. Hierdurch
wird dessen Nukleophilie erhoht und der
Angriff am Substrat erleichtert. Die re-
sultierende Ladung am Histidin wird
durch die Asparaginsiure stabilisiert. (B)
Es entsteht ein kurzlebiger tetraedrischer
Ubergangskomplex mit negativer La-
dung am Sauerstoffatom. Die Ladung
wird iiber Wasserstoffbriicken im Oxya-

nionen-Loch stabilisiert. Der Komplex
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zerfillt unter Eliminierung der Amin-Komponente des Substrats. Dieser Zerfall wird durch Ubertragung

des Protons vom Histidin auf die Amin-Funktion des Spaltprodukts erleichtert. (C) Ein Acyl-Enzym Inter-

mediat entsteht. Dieses Ester-Zwischenprodukt wird im Anschluss durch Wasser angegriffen. Dabei erfolgt

abermals eine Polarisation mit anschlieBender Deprotonierung durch Histidin-57, was den nukleophilen

Angriff des Wassers erleichtert. (D) Ein zweiter tetraedrischer Ubergangskomplex wird gebildet. (E) Der

Zerfall dieses zweiten Komplexes fiihrt zur Freisetzung des Carbonsédure-Produkts mit gleichzeitiger Re-

generierung der katalytischen Triade.
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1.7. Faktor Xa

Ein bekannter Vertreter der Serinproteasen ist Faktor Xa, welcher auch Stuart-Prower-
Faktor (aktiviert) oder Prothrombinase genannt wird. Aufgrund seiner Aminosdurese-
quenz-Homologie ldsst sich Faktor Xa der Chymotrypsin-Familie zuordnen.™ 7 Faktor
Xa ist ein Gerinnungsfaktor und nimmt in der Blutgerinnungskaskade des Menschen eine
zentrale Rolle ein (s. Abb. 1.8). Im Korper wird zunéchst die inaktive Vorstufe (auch:
Zymogen) Faktor X gebildet, welche dann bei Bedarf durch Proteolyse aktiviert wird.
Diese Proteolyse kann auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen, dem intrinsischen und
dem extrinsischen Weg. Die Spaltung fiihrt dabei zu einer Konformationsédndernung des
Faktor X, welche das aktive Zentrum fiir das Substrat ,.,empfanglich® macht und damit
das Enzym in seine aktive Form (Faktor Xa) iiberfiihrt. Die Aktivierung durch Proteolyse
ist auch bei anderen Gerinnungsfaktoren wie bspw. Faktor II, IX und XI bekannt, welche
ebenfalls Serin-Proteasen darstellen. Im Anschluss an die Aktivierung folgt eine iiber
Calcium-Ionen vermittelte Bindung von Faktor Xa an Phospholipidmembranen sowie die
Rekrutierung von Faktor Va als Kofaktor. Dieser auch als Prothrombinase-Komplex be-
zeichnete Komplex ist nun dazu in der Lage, Prothrombin zu spalten, was mit dessen
Aktvierung zu aktivem Thrombin einhergeht.”» Weitere Schritte fithren tiber Thrombus-
Bildung, Fibrinpolymerisation und Quervernetzung der Fibrinstrange zu einem Stoppen
der Blutung.

Was bei der Verletzung von Blutgefilen gewollt ist, kann verbunden mit be-
stimmten Vorerkrankungen zu schwerwiegenden thromboembolischen Ereignissen fiih-
ren. So sind gerinnungshemmende Medikamente (Antikoagulantien) u. a. zur Throm-
boseprophylaxe nach Operationen, Schlaganféllen und Herzinfarkten sowie bei koronarer
Herzkrankheit, Lungenembolien, tiefen Venenthrombosen und Vorhofflimmern ange-
zeigt. Da bei den bisherigen Therapieoptionen aufgrund fehlender oraler Bioverfiigbar-
keit™ (Heparine) sowie geringer therapeutischer Breite™ ' (Vitamin-K-Antagonisten
vom Cumarintyp) noch dringend nach Alternativen gesucht wurde, war die Entwicklung
von direkten oralen Antikoagulantien in Form von Thrombin- und Faktor Xa-Hemmstof-

fen ein groBer Fortschritt.is 7
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Abbildung 1.8. Schematische Darstellung der Blutgerinnungskaskade und deren Hemmung durch
Arzneistoffe. Bei der Auslosung der Kaskade wird zwischen dem intrinsischen und dem extrinsischen
Weg unterschieden. Beide Wege fithren zur Aktivierung von Faktor Xa. Dieser Kaskadenmechanismus
startet mit wenigen aktivierten Faktoren und fiihrt dann zu einer lawinenartigen Aktivierung von einer mas-
siven Anzahl nachfolgender Faktoren. Gleichzeitig wirken die Gerinnungsfaktoren iiber Riickkopplungs-
mechanismen auf hohere Ebenen der Kaskadenhierarchie zuriick, sodass eine sehr schnelle Reaktion auf
den Ausloser moglich ist. Bei thromboembolischen Erkrankungen sowie zu deren Prophylaxe, ist die (iiber-
schieBende) Blutgerinnung jedoch unerwiinscht, weswegen im Laufe der Zeit zahlreiche Arzneimittel mit
unterschiedlichen Angriffspunkten entwickelt wurden.

Mechanismus Cumarine: Bei der Synthese in der Leber werden die Gerinnungsfaktoren II, VII,
IX, X am y-C-Atom bestimmter Glutamatreste carboxyliert. Diese Carboxylierung ist notig, um iiber Cal-
cium-Ionen an die Phospholipidmembranen der Thrombozyten zu binden. Fiir die Carboxylierung ist Vita-
min K notwendig, dessen Stoffwechsel durch Cumarine (Vitamin-K-Antagionisten) gchemmt wird.

Mechanismus Heparine: Heparine komplexieren Antithrombine. Allen voran fiihrt der Komplex
mit Antithrombin III dabei zu einer enormen Beschleunigung der Inaktivierung von aktivierten Gerinnungs-

faktoren.
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Da Faktor Xa (s. Abb. 1.9) eine hohe Spezifitit fiir basische Aminoséuren, insbesondere
fiir Arginin, in der S1-Bindetasche besitzt,” enthielt die erste Generation von Inhibitoren
nahezu ausnahmslos sog. Arginin-Mimetika in Form von bis-Amidinen oder anderen ba-
sischen Gruppen.”  Arginin und dementsprechend auch dessen Mimetika fiihren iiber
die Ausbildung einer ionischen Wechselwirkung mit der Aspartyl-Seitenkette von Asp-
189 zu einer besonders starken und wichtigen Interaktion.™ Der Einsatz solcher basischen
Gruppen fiihrt unter physiologischen Bedingungen jedoch zu einer positiven Ladung des
Inhibitors, weswegen die erste Inhibitor-Generation nahezu nicht oral bioverfiigbar
war.® s [n den folgenden Jahren konzentrierte sich die Forschung daher darauf die Ami-
din-Funktion durch weniger polare und vor allem weniger basische Gruppen zu erset-
zen.® ® Ein grofer Paradigmenwechsel fand statt, als entdeckt wurde, dass mit nur
geringen Affinitdtseinbuflen in S1 auch ein Arylhalogen toleriert wird, was durch eine
starke hydrophobe Edge-to-Face-Hal-n-Wechselwirkung mit dem Arylrest von Tyr-228
ermoglicht wird.** Damit waren nachfolgende Inhibitoren nicht mehr auf die Interaktion
mit Asp-189 angewiesen, womit auch auf basische Gruppen verzichtet werden konnte.
Folgearbeiten fiihrten dann schlieBlich zur Entwicklung und Zulassung von Rivaroxaban
im Jahr 2008.® Spiter folgten die Zulassung von Apixaban® (2011) und Edoxaban®"
(2015).
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1.7. Faktor Xa

Abbildung 1.9. (A) Cartoon-Darstellung von Fakor Xa (Helices = rot; Faltblitter = gelb; Loop-Regionen

= griin). (B) Darstellung der Faktor Xa-Oberfliche (links; grau = Kohlenstoff; rot = Sauerstoff; blau =
Stickstoff; gelb = Schwefel) sowie einer VergroBerung des katalytischen Zentrums mit benachbarten Bin-
deregionen (rechts). Die S1-Tasche stellt die fiir die Spezifitit entscheidende Bindetasche dar. Aufgrund
der Asparaginsiure-189 am Boden der Tasche werden bevorzugt basische Aminosduren wie bspw. Arginin
gebunden, mit denen eine starke ionische Wechselwirkung moglich ist. S2 ist nur gering ausgeprigt, wes-
wegen hier bevorzugt kleine Aminosiduren wie Glycin gebunden werden. Die S3 ,,Tasche* bietet keine
nennenswerte Vertiefung mit der Wechselwirkungen moglich sind. S4 wird von Tyr-99, Trp-215 und Phe-
174 gebildet (nicht eingezeichnet) und erzeugt aufgrund der hydrophoben aromatischen Reste die sog. aro-
matic box. In diesem Bereich befinden sich ebenfalls die Carbonylgruppen der Aminoséauren Lys-96, Glu-

97 und Thr-98 (nicht eingezeichnet), welche eine elektronegative Kavitit bilden, das sog. Kationenloch.

Daher werden in S4 sowohl hydrophobe als auch basische Reste akzeptiert.” (PDB: SkOH)
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1.8. West-Nil-Virus NS2B-NS3-Protease

Das West-Nil-Virus ist ein pathogenes Virus der Gattung Flavivirus (Familie:
Flaviridae).® Zu dieser Gattung gehoren ebenfalls das Zika-Virus (ZIKV), das Dengue
Virus (DENV), das Gelbfieber-Virus (YFV), das Japanische Enzephalitis-Virus (JEV)
sowie das FSME-Virus (TBE).® Die Ubertragung des Virus erfolgt durch Mosquitos. Die
erstmalige Identifizierung erfolgte 1937. Berichte tiber Ausbriiche in Asien, Europa und
Afrika sind aus den 1950er bis 1980er Jahre bekannt.* In den Fokus der Offentlichkeit
riickte das durch den West-Nil-Virus iibertragene West-Nil-Fieber erstmals in den 1990er
Jahren, da Frequenz, Schweregrad und geographische Ausbreitung immer mehr zunah-
men und erste Fille dann schlieBlich auch in Nord- und Siidamerika gemeldet wurden.®"

Heute wird das West-Nil-Virus als einer der wichtigsten Verursacher von viraler
Enzephalopathie iiberhaupt angesehen.*” Bisher existieren hier jedoch weder ein geeig-
neter Impfstoff*” noch eine gezielte antivirale Therapie.* Etwa 80 % der West-Nil-Fie-
ber-Infektionen verlaufen milde und symptomlos. In den restlichen 20 % der Fille duf3ert
sich eine Infektion in Form einer fiebrigen Episode verbunden mit Kopf-, Gelenk-, und
Muskelschmerzen sowie Miidigkeit, Verdauungsbeschwerden, Hautausschligen und
Lymphadenopathie.” Bei einem geringen Prozentsatz der Erkrankungen (in 1 von 150
Fillen) dringt das Virus jedoch auch in das zentrale Nervensystem ein, wo es zu Menin-
gitis, Enzephallitis sowie akut auftretender, schlaffer Parese fithren kann.* Besonders
gefdhrdet sind hier dltere und immunsupprimierte Menschen.*”

Das West-Nil-Virus-Genom enthélt einen 11 kb grof3en, positivstringigen RNA-
Einzelstrang, welcher direkt nach der Infektion translatiert werden kann. Codiert werden
von diesem Strang die drei Strukturproteine (Kapsid-, Hiill-, und Membran-Protein) so-
wie die sieben Funktions-Proteine (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, und NS5).e
Das Protein NS3 besitzt eine Helikase-Domine und eine Protease-Doméne, welche iiber
einen kurzen Linker miteinander verbunden sind. Die Protease-Domdne ist erst nach Bin-

dung des Kofaktors NS2B enzymatisch aktiv.v
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Als NS2B-NS3-Protease besitzt sie eine zentrale Rolle in der posttranslationalen Verar-
beitung des Vorldufer-Polyproteins (s. Abb. 1.10). Hierbei fiihrt sie zur Spaltung der
NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4B/NS5 Verkniipfungen sowie der Kapsid-,
NS3- und NS4A-Proteine.* Diese essentielle Rolle in der viralen Replikation macht die

WNV NS2B-NS3-Protease zu einer geeigneten Arzneistoff-Zielstruktur. 1o

vV VvV ¥

v
[C%prlj\g E %NS%E}E@NSS 'j§4\| "] Ns5 |

Abbildung 1.10. Schematische Darstellung des Polyprotein-Vorlaufers. Dieses wird durch die wirtseige-

nen Proteasen Furin und Signalase (Schnittstellen in schwarz) sowie der viralen Serinprotease NS2B-NS3
(Schnittstellen in rot) in die individuellen Proteine gespalten (C: Kapsidprotein; prM: pra-Membran- und

Membran-Protein; E: Hiillprotein).!*

Fiir enzymkinetische Messungen wird ein rekombinantes Fusionsprotein aus dem Kofak-
tor NS2B- und der NS3-Proteasedomine verwendet.** Eine eingefiihrte Mutation in der
NS2B-Domine (K96A) verhindert dabei die autoproteolytische Zersetzung des Pro-
teins.o

In Arbeiten von Aleshin et al. aus dem Jahre 2007 konnte nachgewiesen werden,
dass die WNV Protease in zwei verschiedenen Konformationen existiert: offen und ge-
schlossen. Es konnte dabei anhand von Kristallstrukturen der Protease gezeigt werden,
dass erst nach Substratbindung, im Zuge eines induced fit-Mechanismus, die produktive,
geschlossene Konformation entsteht. NS2B nimmt hier eine wichtige Rolle ein, da erst
durch dessen Bindung die NS3-Aminosdurereste der Aminosiduren 116-132 so koordi-
niert werden, dass die Ausbildung der S1-Bindetasche mit Asparaginsdure-129 am Boden
der Tasche moglich wird (s. Abb. 1.11). Wie bei Faktor Xa fiihrt dies zu einer Spezifitit
fiir basische Aminosduren in S1, mit denen eine starke ionische Wechselwirkung moglich

ist.o
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1. Einleitung

Abbildung 1.11. (A) Cartoon-Darstellung der NS2B-NS3-Protease (Helices = rot; Faltblitter = gelb; Loop-

Regionen = griin). (B) Darstellung der NS2B-NS3-Protease-Oberfliche (links; grau = Kohlenstoff; rot =
Sauerstoff; blau = Stickstoff; gelb = Schwefel) sowie einer Vergroerung des katalytischen Zentrums mit
benachbarten Binderegionen (rechts). Die katalytische Triade der NS2B-NS3-Protease setzt sich aus Asp-
75, His-51 und Ser-135 zusammen. Sowohl die S1- als auch S2-Bindetasche besitzt Spezifitit fiir basische
Aminosduren. In S1° (nicht eingezeichnet) werden Glycin, Alanin, Serin und Threonin akzeptiert, wobei

die Priferenz bei Glycin liegt. Dies trifft ebenfalls auf S2° zu. S3 und S4 sind weniger spezifisch und er-

lauben ein groBeres Spektrum an Aminoséureresten."* ! (PDB: 2YOL)
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Trotz intensiver Bemithungen im Bereich der NS2B-NS3-Protease Inhibitor-Entwicklung
zeigen die meisten synthetisierten Verbindungen bisher nur moderate Affinitédten zur Pro-
tease, welche meist im mikromolaren Bereich liegen.'7 Am vielversprechendsten sind
hier bisher Ansétze, welche auf Substratmimetika basieren: So fiihrte bspw. die Steinmet-
zer-Gruppe in einer Veroffentlichung aus dem Jahr 2013 ein P1 Screening mit decarboxy-
lierten Arginin-Mimetika durch. Bei diesem Screening wurde trans-(4-Guanidino)cyclo-
hexylmethylamid (GCMA) als bester S1-Binder identifiziert und mit ihm in P1-Position

war die Entwicklung eines 0,13 mikromolar-affinen Inhibitors moglich.t
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2. Zielstellung und Planung der Arbeit

Im Mittelpunkt der Arbeit soll die zentrale Frage der Fragment-basierten Wirkstoffsuche
stehen, ndmlich wie ein gefundenes Startfragment moglichst effizient erweitert werden
kann. Wie unter 1.1. beschrieben, birgt die Fragment-Ligation das Potential ein Kombi-
nationsprodukt hervorzubringen, welches eine superadditive Bindungsenergie im Ver-
gleich zu den Einzelfragmenten aufweist und so theoretisch zu einem enormen Affini-
tatszuwachs fithren kann. Die Fragment-Ligation soll daher im Fokus dieser Arbeit ste-
hen. Aufgrund ihrer essentiellen Bedeutung in der Natur und der hohen Verbreitung in
bisher entdeckten bioaktiven Liganden'® soll dabei die Amidbindung als irreversible
Fragment-Verkniipfungsart zum Einsatz kommen. Ausgehend von einem S1-bindenden
Arginin-Mimetikum als Startfragment sollen zwei Varianten der Amidierung als Frag-
ment-Ligationsmethode untersucht und entwickelt werden: eine methodische, Templat-
unterstiitzte Amidierung im Stil einer Proteintarget-geleiteten Synthese und eine techno-
logisch-orientierte, zum Hochdurchsatz-geeignete Form des in-situ Screenings. Dies teilt
die Arbeit in zwei Teilprojekte ein:

Wie in Tabelle 1.1 gezeigt, existieren inzwischen einige Beispiele in denen
Fragmente irreversibel durch Proteintarget-geleitete Synthesen miteinander verkniipft
wurden. Das Templat induziert dabei aktiv die Ligation der Fragmente, indem es die
komplementiren reaktiven Gruppen der beiden gebundenen Fragmente in rdumliche
Néhe zueinander dirigiert. Bisher fehlt im Repertoire der Templat-unterstiitzten Frag-
ment-Ligationsreaktionen jedoch die enorm wichtige Amidierungsreaktion, welche eine
deutliche Bereicherung in diesem Feld bedeuten wiirde. Daher sollen im ersten Teil Re-
aktionsbedingungen gefunden werden, die es ermdglichen eine Amidierung Templat-un-
terstiitzt durchzufiihren. Vergleichbar, wie bei der bereits in der Arbeitsgruppe etablierten
Methode des dynamischen Ligationsscreenings, soll dabei ein Ligationsassay entwickelt
werden, der die Templat-unterstiitzte Synthese der Fragment-Kombinationsprodukte und
deren direkter Nachweis innerhalb eines Assays vereint. Wie beim DLS soll dabei zum

Produktnachweis ein Kompetitionsassay mit Fluoreszenzsubstrat zum Einsatz kommen,
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der eine sofortige Aussage liber die Bioaktivitit des gebildeten Produkts zulisst. Die po-
tentiell zu erwartende deutliche Aktivitétssteigerung des Fragment-Ligationsprodukts er-
moglicht dabei einen hochsensitiven Nachweis der Produktbildung. Da im Vergleich zum
dynamischen Ligationsscreening bei der Templat-unterstiitzten Amidierung eine irrever-
sible Ligation der Fragmente erfolgt, kann der finale Nachweis der inhibierenden Spezies,
ohne vorherige Stabilisierung des Ligationsprodukts, ebenfalls mittels LC/MS-Analytik
erfolgen.

Zur Methodenentwicklung sollte Faktor Xa als Zielstruktur verwendet werden,
welches grofle Relevanz als Arzneistofftarget besitzt.'"*' Amidbindungen werden {ibli-
cherweise durch Umsetzung eines Amin-Nukleophils mit einer aktivierten Carbonsiure
(Aktivester) gebildet.v Als Carbonsédure wurde hierbei die Teilstruktur eines publizierten
Faktor Xa-Inhibitors's gewdhlt, aus der eine Reihe Aktivester, unterschiedlicher Reakti-
vitit, hergestellt werden soll. Von dieser Dipeptidteilstruktur wird erwartet, dass sie in
die S2—-S4-Bindetasche von Faktor Xa bindet. Im publizierten Inhibitor ist diese Teil-
struktur iiber eine Amidbindung mit 4-Aminomethylbenzamidin (einem bekannten S1-
Binder"s ") verkniipft — genau diese Bindung soll im Zuge des proof of concept als Mo-
dellsystem dienen und Templat-unterstiitzt gekniipft werden (s. Abb. 2.1). Werden geeig-
nete Versuchsparameter gefunden, soll die Kinetik und der molekulare Ablauf der temp-
lierten Reaktion nédher untersucht werden. AnschlieBend soll die Moglichkeit zur Paral-
lelisierung der Reaktion iiberpriift werden, womit die Durchfiihrung von ortsaufgeldsten

Screenings auch fiir bisher unbekannte Verbindungen prinzipiell moglich wire.
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@ Templat-unterstiitzte
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Abbildung 2.1. Schematische Darstellung der geplanten Templat-unterstiitzten Amidierungsreaktion.
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Eine Templat-unterstiitzte Form der Amidierung im Stil einer Proteintarget-geleiteten
Synthese ist bis dato nicht bekannt. Zwar existiert eine Veroffentlichung von Gelin et al.,
in der ein Nukleotid-Analoga mit einem nicht-aktivierten Citrat im Kristall der NAD
Kinase von Listeria monocytogenes umgesetzt wird und dabei auf Grundlage der Elekt-
ronendichte die Entstehung eines Amid-Ligationsprodukts postuliert wird," dieses wird
nachfolgend aber nicht nachgewiesen. Klar abzugrenzen sind auBerdem Arbeiten zur Pro-
tease-katalysierten Bildung von Amidbindungen, welche auf der Transpeptidase-Aktivi-
tit von (Serin-)Proteasen beruhen.!" Hierbei liegt ein enzymatischer Prozess zugrunde,
da die dort beschriebene Amidierung iiber ein Acyl-Enzym-Intermediat verliuft, welches
im Anschluss von einem zweiten Nukleophil gespalten wird und dadurch das Amid-Pro-
dukt freisetzt.i2 1>

Im zweiten Teilprojekt der Arbeit soll eine technologisch-orientierte Variante der
Amidierung als Methode zur Fragment-Ligation entwickelt werden, die sich zur Suche
neuer Proteaseinhibitoren eignet. Zur Bildung der Amidbindung soll hier die in-situ Ami-
dierung verwendet werden. Diese soll im Zuge eines Hochdurchsatz-Bibliotheksscree-
ning dazu genutzt werden, neue Inhibitoren fiir die WNV NS2B-NS3-Protease zu finden.
Bisher existiert keine antivirale Therapie gegen das West-Nil-Virus. Neue Leitstrukturen
werden daher dringend bendtigt. Das nach Hammamy et al. aktivste P1-Fragment trans-
(4-Guanidino)cyclohexylmethylamid (GCMA)i soll dabei als Ausgangspunkt des in-

situ Screenings dienen (s. Abb. 2.2).

in-situ 0

Screening
=0
NG

s4  s3  S2 )e

Abbildung 2.2. Darstellung des geplanten NS2B-NS3-Protease Screenings. Das P1-Fragment trans-(4-
Guanidino)cyclohexylmethylamid dient als Startfragment und soll im Zuge des in-situ Screenings iiber eine

Amidbindung mit Carboxylat-Fragmenten der Carboxylat-Bibliothek verkniipft werden.
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Dieses stellt ein Arginin-Mimetikum mit freier Amin-Funktion dar und eignet sich somit
ideal als Startfragment. Die Amin-Funktion soll durch eine Amidbindung mit Carboxylat-
Fragmenten verkniipft werden. Hierfiir muss zunichst eine moglichst effiziente Methode
gefunden werden, um die vorhandene Carboxylat-Bibliothek (1615 Fragmente) innerhalb
der Mikrotiterplatten zu aktivieren und sie im nichsten Schritt mit dem Amin umsetzen
zu konnen. Diese ,,Amid‘“-Bibliothek soll dann gegen WNV NS2B-NS3-Protease gescre-
ent werden. Aussichtsreiche Fragment-Kombinationen sollen in groerem Malistab nach-
synthetisiert und anschlieBend getestet werden. Computergestiitzte Methoden (in-silico

Docking) sollen als Ergédnzung eingesetzt werden.
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3. Grundlagen

3.1. Reaktivitat von Carbonsaurederivaten

Die fiir die meisten Carbonsdurederivate typische Reaktivitit beruht auf der Polaritit der
Carbonylfunktion, deren partiell-positiv geladener Kohlenstoff fiir Angriffe durch Nuk-
leophile empféanglich ist. Nach dem nukleophilen Angriff entsteht dabei zunéchst das tet-
raedrische Intermediat, aus dem dann die beste Abgangsgruppe eliminiert wird. Insge-
samt entspricht die Reaktion einer nukleophilen Acyl-Substitution, welche iiber einen

Additions-Eliminierungsmechanismus verlduft (s. Abb. 3.1).

. .0 .
?': = R ‘(C?;DY — ('c?; + YQ
S i T
' Abgangs-
Produkt gruppe

tetraedrisches

nukleophiler Angriff !
Intermediat

Abbildung 3.1. Dargestellt ist die fiir Carbonséurederivate typische nukleophile Acyl-Substitution.

Unterschiede in der Reaktivitit der Carbonsédurederivate bzw. Aktivester gegeniiber dem
Angriff durch Nukleophile ergeben sich dabei durch die elektronenziehenden Eigenschaf-
ten von Y. Stirkerer Elektronenzug fiihrt hier zu einer Erhdhung der positiven Partialla-
dung, was wiederum zu einer erhohten Elektrophilie des Carbonyl-Kohlenstoffs fiihrt.
Eine mogliche Resonanzstabilisierung durch Y verringert hingegen die Elektrophilie und

senkt damit die Reaktivitdt gegeniiber dem Angriff von Nukleophilen (s. Abb. 3.2).

zunehmende Resonanzstabilisierung

L Ja don Tl Jg

zunehmende Reaktivitat

Abbildung 3.2. Schematische Darstellung der Reaktivitit von Carbonsdurederivaten als Folge der Reso-

nanzstabilisierung
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Das Carboxylat besitzt eine Resonanzenergie von ca. 126 kJ/mol, das Amid 92 kJ/mol
und der Alkyl-Ester 59 kJ/mol. Je hoher der Verlust an Resonanzenergie, der sich durch
Bildung des tetraedrischen Intermediats ergibt, desto energetisch hoher liegt der Uber-
gangszustand der Reaktion und desto unreaktiver ist ein Carbonsdurederivat. Auf der
Stufe des tetraedrischen Intermediats beeinflusst insbesondere die Elektronegativitidt von
Y die jeweilige Reaktivitdt des Carbonsiurederivats. Eine hohe Elektronegativitit fiihrt
hier zu einer Stabilisierung der negativen Ladung des tetraedrischen Intermediats und be-
giinstigt somit die Bildung des Intermediats. Nach der Bildung des tetraedrischen Inter-
mediats spielen vor allem die Abgangsgruppeneigenschaften von Y eine Rolle, welche
sich umgekehrt proportional zur Basenstéirke der jeweiligen Gruppe verhalten. Je nach
Basenstidrke kann die Eliminierung der entsprechenden Gruppe aus dem tetraedrischen

Intermediat somit entweder erleichtert oder erschwert sein.

3.2. Aktivierungsreagenzien

Amidbindungen werden iiblicherweise durch Umsetzung eines Amin-Nukleophils mit ei-
ner aktivierten Carbonsédure (z. B. einem Aktivester) gebildet."# Die Aktivierung ist hier
notig, da sonst im Zuge einer einfachen Sdure-Base-Reaktion ein Nukleophilieverlust des
Amins erfolgt und gleichzeitig die Carbonséure in das fiir Nukleophile wenig empfingli-
che Carboxylat umgewandelt wird (s. Abschnitt 3.1). Zur Aktivierung von Carbonséduren
nutzen die eingesetzten Aktivierungsreagenzien meist die Nukleophilie des konjugierten
Carboxylat-Anions aus, um die Carbonsduren in aktivere Carbonsdurederivate zu iiber-
fiihren (s. Abb. 3.3).

Bei vielen Aktivierungreagenzien besteht die Gefahr der Racemisierung, wenn
chirale Aminosduren aktiviert werden. Dies kann durch direkte Enolisierung gesche-
hen, hiufiger ist jedoch die Entstehung einer Oxazolon-Zwischenstufe, bei der die chirale
Information durch zwischenzeitliche sp?-Hybridisierung des a-Kohlenstoffs verloren
geht (s. Abb. 3.4)."4 Aus diesem Grund wird oft ein Additiv wie 1-Hydroxybenzotriazol
(HOBt) zugegeben, welches durch Bildung eines HOBt-Aktivesters diese potentielle Ge-
fahr zu unterdriicken vermag. Inzwischen existieren viele Aktvierungsreagenzien, die

bereits eine Aktivester-Komponente enthalten, welche nach dem nukleophilen Angriff
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mit der aktivierten Carbonsdurespezies reagieren. Oft sind die resultierenden Aktivester
so stabil, dass sie isoliert werden konnen. Wichtig ist, dass das Gegenion dieser Reagen-
zien nur sehr schwach nukleophil ist, um Konkurrenzreaktionen zu vermeiden. Dafiir

werden z. B. Hexafluorophosphate eingesetzt.

Carbodiimide
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Abbildung 3.3. Darstellung einiger in dieser Arbeit verwendeter Aktivierungsreagenzien.

Zu den klassischen Aktivierungsreagenzien gehoren die Carbodiimide, zu denen u. a.
auch Dicyclohexylcarbodiimid™ (DCC) gehort. Diese Reagenzien fithren aufgrund der
Basizitét ihrer Diimid-Funktion zunéchst zur Deprotonierung der Carbonsédure. Anschlie-
Bend nutzen Carbodiimide die Nukleophilie des Carboxylat-Anions aus, um einen sehr
reaktiven O-Acylisoharnstoff zu bilden (s. Abb. 3.4).m2 21 Dieser kann nun mit einem
zweiten Carboxylat-Anion ein symmetrisches Anhydrid bilden oder im Zuge einer in-
tramolekularen Reaktion zum Oxazolon reagieren. Ebenfalls ist eine direkte Reaktion mit
dem zu kuppelnden Amin oder einer Aktivester-Komponente moglich. Bei allen drei Re-

aktionswegen entsteht ein Harnstoff-Nebenprodukt.

31



Die verschiedenen Carbodiimid-Reagenzien fiihren dabei zu jeweils unterschiedlichen
Harnstoff-Nebenprodukten. Diese besitzen besonders beziiglich der Loslichkeit eine hohe
Variabilitit, was gezielt bei der Abtrennung aus dem Reaktionsgemisch ausgenutzt wer-
den kann. Bei der Verwendung von DCC entsteht ein Harnstoff, der in nahezu allen L&-
sungsmitteln schwerloslich ist und daher oft einfach abfiltriert werden kann. Wird 1-
Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid™ (EDC) verwendet, bildet sich ein was-
serlosliches Harnstoff-Nebenprodukt, welches sich gut von den meist hydrophoben Pro-

dukten (Amide geschiitzter Aminoséduren oder Ester) durch wissrige Extraktion abtren-

nen l&sst.
R\fo
N.
OY R
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R
N @ R._O__N N-Acylharnstoff
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Abbildung 3.4. Schematische Darstellung der Aktivierung einer Carbonsidure durch Carbodiimid-Aktivie-
rungsreagenzien und anschliefender Kupplung mit einem Nukleophil bzw. einer Aktivesterkomponente

(rot).

Eine Nebenreaktion der Carbodiimid-Aktivierung tritt ausgehend vom O-Acylisoharn-
stoff in Form eines [1,3]-Acylshifts auf, welcher irreversibel zum unreaktiven N-Acyl-
harnstoff fiihrt. Diese Reaktion ist zwar langsam, gewinnt aber vor allem dann an Bedeu-
tung, wenn sich nur ungeniigend starke Nukleophile in Losung befinden. Ebenso tritt
diese Reaktion in polaren Losungsmitteln gehiuft auf, da hier der stark polare Ubergangs-

zustand dieser Nebenreaktion begiinstigt wird. Da besonders die bei der Herstellung von
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Estern verwendeten Alkohole oft eine zu geringe Nukleophilie aufweisen, wird hier meist
4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP) im Zuge einer sog. Steglich-Veresterung zuge-
setzt.» DMAP dient als Acylierungs-Katalysator, der iiber die Bildung eines DMAP-
Aktivesters einen solchen N-Acylshift verhindert. Dieser Aktivester konserviert einen
Grofteil der Reaktivitit, da ein N-Acylpyridinium-Ion gebildet wird, dessen Mesomerie-
Stabilisierung zu einer hochreaktiven doppelt positiv geladenen Teilstruktur fithren

wiirde.

3.3. Michaelis-Menten-Gleichung

Um ein Enzym experimentell kinetisch zu charakterisieren, wird in der Regel die aus der
Variation der Substratkonzentration resultierende Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt,
indem die Substratabnahme oder Produktzunahme pro Zeit gemessen wird. Da die Sub-
stratkonzentration im Laufe der Reaktion abnimmt, beschrinkt man sich zur Bestimmung
der Reaktionsgeschwindigkeit auf die Anfangsgeschwindigkeit vy unter der Annahme,
dass die Konzentration des Substrats in der Anfangsphase der Reaktion noch nicht maf3-
geblich abgenommen hat und demzufolge als anndhernd konstant betrachtet werden kann.
Trigt man die eingesetzten Substratkonzentrationen gegen die gemessenen Anfangsge-
schwindigkeiten auf, erhélt man eine Sattigungskurve mit typischen hyperbolem Kurven-

verlauf (s. Abb. 3.5).

max

Vo / Mol x (L x s}

o

[S]/mol x L -

Abbildung 3.5. Graphische Auftragung der Anfangsgeschwindigkeit v, gegen die Substratkonzentration

[S]. Die resultierende hyperbole Sittigungskurve nihert sich der Maximalgeschwindikgeit v,,,, an.
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Bei geringen Substratkonzentrationen ist die Wahrscheinlichkeit relativ hoch, dass ein
Substratmolekiil auf ein freies Enzym trifft und direkt gebunden und umgesetzt werden
kann. Dies fiihrt zu Beginn der Kurve zu einem linearen Anstieg der Anfangsgeschwin-
digkeit v, in Abhéngigkeit zur eingesetzten Konzentration. Bei hoheren Konzentrationen
tritt jedoch immer hiufiger auch der Fall ein, dass ein Substratmolekiil auf ein bereits
besetztes Enzym trifft. Hierdurch steigt die Reaktionsgeschwindigkeit nicht mehr propor-
tional zur Substratkonzentration an, sondern es stellt sich eine Séttigung ein, was sich in
einem Abflachen der Kurve duflert. Bei sehr hohen Substratkonzentrationen nihert sich
die Anfangsgeschwindigkeit vy dadurch einer Maximalgeschwindigkeit v.,,, an. Dies
entspricht einem Zustand in dem alle Enzymmolekiile dauerhaft Substrat-gebunden vor-
liegen und mit maximalem Substratdurchsatz arbeiten. Eine weitere Steigerung der Sub-
stratkonzentration fiihrt hier also zu keiner weiteren Steigerung der Anfangsgeschwindig-
keit vy, da das Enzym bereits mit maximaler Geschwindigkeit arbeitet. Praktisch kann
dieser v,,,-Wert nicht erreicht werden und muss daher aus dem Diagramm extrapoliert
werden. Ein noch heute giiltiges Model zur quantitativen Beschreibung einer solchen en-
zymatischen Umsetzung stellt das Michaelis-Menten Modell dar. 1
E+S ..—i‘_-— ES —» E+P

Wobei £ fiir die Geschwindigkeitkonst;lnte der jeweiligen Reaktion steht. Dieses Modell
nimmt an, dass der erste Reaktionsschritt einer enzymatischen Reaktion eine schnelle
Gleichgewichtsreaktion mit Bindung des Substrats an das Enzym darstellt, wobei ein En-
zym-Substrat Ubergangskomplex gebildet wird. Dieser Komplex kann nachfolgend im
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt zum Produkt und dem regenerierten Enzym rea-
gieren. Die Riickreaktion wird herbei vernachlissigt, da zu Anfangsbedingungen noch zu
wenig Produkt vorliegt, um eine nennenswerte Riickreaktion zu ermdglichen. Die Ge-
schwindigkeit der Produktbildung kann also in Abhéngigkeit der Konzentration des En-
zym-Substrat-Komplexes [ES] beschrieben werden.

v =k, x [ES] 3.1
Der [ES]-Wert ldsst sich jedoch nicht experimentell ermitteln, weswegen er auf Grund-
lage der Enzym- und Substratkonzentration bestimmt werden muss: Die Zunahme von
[ES] erfolgt durch Bindung von Substrat an das Enzym. Die Abnahme von [ES] erfolgt

durch Zerfall zuriick in Substrat und Enzym sowie durch die Umsetzung zum Produkt.
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Bildung von ES: v=k x[E] x[S] (3.2)
Zerfall von ES: v =k, x [ES] + k1 x [ES] (3.3)
Die Konzentration des Komplexes kann unter der Annahme von steady-state-Bedingun-
gen als konstant angenommen werden, da er zu Anfangsbedingungen mit derselben Ge-
schwindigkeit gebildet wird, wie er zerfillt. Diese Annahme lésst sich solange treffen,
wie das Substrat noch in deutlichem Uberschuss im Vergleich zum Enzym vorliegt. Erst
wenn im Verlauf der Reaktion ein deutlicher Substratanteil umgesetzt wurde, nimmt die
Konzentration von ES merklich ab. Somit lassen sich die Gleichungen 3.2 und 3.3 unter
steady-state-Bedingungen gleichsetzen:
k; x [E] x [S] =k, [ES] + k_; x [ES] (3.4)
Da auch die Konzentration an freiem Enzym nicht bekannt ist (da sich das Enzym teil-
weise in Substrat-gebundenem Zustand befindet), muss zunéchst eine weitere Gleichung
zur Losung von Gleichung 3.4 aufgestellt werden.
[E.] = [E] + [ES] (3.5)
Nach [E] umgestellt folgt: [E] = [Eg] + [ES] (3.6)
Wobei [Eg] hier der Gesamtenzymkonzentration im System entspricht, also der anfangs
eingesetzten Enzymkonzentration. Durch Einsetzen von 3.6 in 3.4 und nachfolgender

Umformung erhélt man fiir [ES]:

[Eg] < [S]

ES]= =2 7

[ S] [S]+kzl-:lk_1 (3 )

Bzw. mit Ky = % (3.8)
Eq| x [S]

folgt: [ES] = [[Sﬁ]TKM (3.9)

Der Ky;-Wert ist hierbei als Michaelis-Konstante definiert. Das Einsetzen von Gleichung
3.1 in 3.9 fiihrt nun zu einer Geschwindigkeitsgleichung mit Messgrof3en, die sich voll-

standig experimentell bestimmen lassen.

_kx [Eg] x [S]

Bt I5] (3.10)

Vo

Durch die Annahme, dass die Maximalgeschwindigkeit erreicht wird, wenn alle Enzym-
molekiile Substrat-gebunden vorliegen, lisst sich weiter folgern, dass fiir diesen Fall auch

[ES] maximal sein muss. [ES] ldsst sich dementsprechend mit [Eg] gleichsetzen.
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Vmax = ko X [ES],_,, = ky X [Eq] 3.11)

max

Einsetzen von 3.11 in 3.10 ergibt die Michaelis-Menten-Gleichung, eine der zentralen

Gleichungen in der Enzymkinetik:

_ Vmax X [S]

" (Km + (S (3.12)

Yo
Ebenfalls ist der Ky;-Wert eine wichtige Enzymkenngrofle. Fiir den Fall [S] = Ky, ergibt
sich fiir die Anfangsgeschwindigkeit v, ein Wert von %2 v, (s. Abb. 3.6). Das jeweilige

Enzym setzt das Substrat also mit halbmaximaler Geschwindigkeit um oder anders aus-

gedriickt, die Hilfte aller Enzymmolekiile liegen Substrat-gebunden vor.

w
x
-
—~ Vm ax
x
- 2
o
E
~
w©
0

K [S]/ mol x L*" >

Abbildung 3.6. Graphische Auftragung der Anfangsgeschwindigkeit v, gegen die Substratkonzentration
[S] mit Ermittlung des Ky;-Werts.

Die Michaelis-Menten Konstante ist auch ein wichtiges MaB fiir die Affinitéit des jewei-
ligen Substrats zum Enzym. Denn wenn k, viel kleiner ist als k_;, kann k, im Zihler ver-

nachléssigt werden.

Aus 3.8 wird dann: Ky ~ ’;—1 - Kp (3.13)
1

Somit ergibt sich fiir den Ky;-Wert ein Wert der ungefdhr dem Kp-Wert entspricht. Je
kleiner der Kp-Wert, umso hoher ist die Affinitét eines Substrats zum Enzym. Da sich
experimentell die Anfangsgeschwindigkeit nur asymptotisch annéhert und der Maximal-
wert nie erreicht wird, lassen sich der Ky;-Wert und v, aus dem ermittelten Graphen
nur ungeniigend genau bestimmen. Bildet man jedoch den Kehrwert der Michaelis-Men-

ten-Gleichung erhélt man:

(3.14)
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Beim Auftragen von 1/[S] gegen 1/v, erhilt man nun eine lineare Funktion, welche auch
als Lineweaver-Burk-Plot bekannt ist (s. Abb. 3.7). Mittels linearer Regression lédsst sich
nun der Ky;-Wert und v, aus der Steigung der resultierenden Geraden und dem extra-

polierten Achsenabschnitt bestimmen.

Vo'1 /L xs xmol!—>

0 [SI"/ L x mol" >

-1/K

M

Abbildung 3.7. Graphische Auftragung des Kehrwerts der Anfangsgeschwindigkeit v, gegen den Kehr-

wert der Substratkonzentration [S].

3.4. Inhibitionskonstante und Hemmmechanismen

Fiir ein Gleichgewichtssystem bestehend aus Enzym, Substrat und kompetitivem Inhi-
bitor lassen sich folgende Gleichgewichtsreaktionen aufstellen:
g k1
E+S =—= ES —— E+P
+ ki

I Das Dissoziationsgleichgewicht
E|l x[I
1L zwischen E und I wird definiert als K; = % (3.15)
El

Der Inhibitor verhindert durch Bindung im aktiven Zentrum des Enzyms die Bindung und
Umsetzung des Substrats. Die Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes
wird hier als Kj-Wert definiert. Dieser Kj-Wert kann als allgemeine Kenngrée zur Be-
schreibung der Affinitit eines Inhibitors zum Enzym bzw. der Potenz eines Inhibitors
herangezogen werden. Je niedriger er ist, desto mehr Enzym liegt Inhibitor-gebunden vor.
Die Anwesenheit des Inhibitors fiihrt somit zu einer scheinbaren Affinitdtssenkung des

Substrats zum Enzym, d.h. der Ky;-Wert steigt (wird gréer). Zum Erreichen der halb-
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maximalen Umsetzungsgeschwindigkeit muss daher nun eine hohere Substratkonzentra-
tion eingesetzt werden. Man spricht bei diesem erhohten Wert auch vom apparenten
Ky-Wert Ky Im Lineweaver-Burk-Plot duBert sich dies in einer verinderten Steigung
der Geraden, wihrend der Ordinatenabschnitt jedoch unverdndert bleibt (da v, keine
Anderung erfihrt).

Daraus ldsst sich schlieen, dass bei der kompetitiven Hemmung der Inhibitor
durch eine ausreichend hohe Substratkonzentration vom Enzym verdringt werden kann
und die urspriingliche maximale Umsetzungsgeschwindigkeit v,,,, weiterhin moglich ist

(s. Abb. 3.8).

hohe [l] niedrige [I]

v,/ Lx s xmal? >

v, bleibt unverandert
und ist unabhangig von [I]

Vo / mol x (L x s)! >

0
K, K; ha o [SI'/L x mol* ==

[S]/ mol x L' —
VK, Ak

Abbildung 3.8. Schematische Darstellung der durch Zugabe eines kompetitiven Inhibitors resultierenden
Verdnderungen auf den Ky;- und v, -Wert im hyperbolen Plot (links). Sowie die Verianderungen resultie-

rend aus einer niedrigen und hohen Inhibitorkonzentration [I] im Lineweaver-Burk-Plot (rechts).

Zur Ermittlung des K;-Werts wird experimentell die Anfangsgeschwindigkeit bei einer
fixen Inhibitorkonzentration [I], aber unterschiedlichen Substratkonzentrationen [S] ge-
messen. Aus dem Lineaweaver-Burk-Plot wird im Anschluss der Ky;""-Wert bestimmt.
Mit dem zuvor ermittelten Ky;-Wert ohne Inhibitor ldsst sich dann auf Grundlage von
Gleichung 3.16 der K;-Wert bestimmen.

[1]
Ky = KPP 1 (3.16)

Km
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Neben der kompetitiven Hemmung existieren jedoch auch andere Hemmmechanismen,
die sich experimentell mithilfe des Lineweaver-Burk-Plots bestimmen lassen. Bei der
nicht-kompetitiven Hemmung bindet der Inhibitor reversibel an das Enzym, jedoch nicht
an der Substrat-Bindungsstelle des Enzyms. Das Substrat kann so unverédndert an das En-
zym binden, es findet allerdings nur eine verringerte Umsetzung zum Produkt statt. Der
Inhibitor besitzt dabei die gleiche Affinitit zum freien Enzym wie zum Enzym-Substrat-
Komplex. Diese Art der Inhibition kann nicht durch eine Erhhung der Substratkonzent-

ration umgangen werden und héngt allein von der Inhibitorkonzentration ab.

1

k,
ES —— E+P

E+S

+ k, +
1 I
EIl ESI

Im Lineweaver-Burk-Plot zeigt sich hier eine verringerte Maximalgeschwindigkeit v,,.
Der Ky-Wert erfdhrt hingegen keine Veridnderung, da die Anwesenheit des Inhibitors

nicht zur Senkung der Substrataffinitdt des Enzyms fiihrt (s. Abb. 3.9).

4 hohe [l]  niedrige [I]
s

+ T £
% a | M,
x V x i

max -
SN -
E hﬁ v K, bleibt unverandert
:c, 2 und ist unabhangig von [I]

11y,
0
Ka  [S1/mol x LT = T 0 [SI" /L x mol! -

-1/K,

M

Abbildung 3.9. Schematische Darstellung der durch Zugabe eines nicht-kompetitiven Inhibitors resultie-
renden Verdnderungen auf den Ky;- und v,,,,-Wert im hyperbolen Plot (links). Sowie die Verinderungen

resultierend aus einer niedrigen und hohen Inhibitorkonzentration [I] im Lineweaver-Burk-Plot (rechts).

Dieselben Inhibitionsmerkmale lassen sich auch bei der Anwesenheit von sog. allosteri-

schen Inhibitoren beobachten. Diese Inhibitoren binden an Bindungsstellen abseits des
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aktiven Zentrums des Enzyms. Meist fiihrt die Bindung des Inhibitors hier zu einer Kon-
formationsdnderung des Enzyms, welche zwar die Substrataffinitit nicht verindert, je-
doch aufgrund der strukturellen Verdnderung die Aktivitit des Enzyms herabsetzt. Fiir
den Fall, dass bedingt durch diese Strukturinderungen ebenfalls eine Verdnderung der
Substrataffinitét erfolgt, spricht man von einer gemischten Inhibition.

Bei einer unkompetitiven Hemmung bindet der Inhibitor bevorzugt an den En-
zym-Substrat-Komplex, wodurch das Substrat nicht zum Produkt umgesetzt werden
kann. Es findet jedoch keine Beeinflussung des freien Enzyms statt.

k,
E+S =—= ES —— E+P
k
-1 +
I

|

ESI

Daher fiihrt der Inhibitor in diesem Fall nicht zu einer Verminderung der Substrataffinitit
des Enzyms, sondern diese ist scheinbar sogar erhoht, was sich in einem erniedrigten
Kyi""-Wert zeigt. Der Inhibitor fiihrt hier nimlich durch ein Entziehen des ES-Komplexes
und damit der Senkung von [ES], zu einer Senkung von v,,,, und damit ebenfalls zu einer
verringerten Substratmenge, die zum Erreichen der halbmaximalen Geschwindigkeit not-
wendig ist (s. Abb. 3.10). Das Verhiltnis von vy, zu Ky’ bleibt dabei stets erhalten.

Unkompetitive Hemmung ist in der Natur jedoch recht selten anzutreffen.
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Abbildung 3.10. Schematische Darstellung der durch Zugabe eines nicht-kompetitiven Inhibitors resultie-
renden Verdnderungen auf den Ky;- und v, -Wert im hyperbolen Plot (links). Sowie die Verinderungen

resultierend aus einer niedrigen und hohen Inhibitorkonzentration [I] im Lineweaver-Burk-Plot (rechts).
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Neben den reversiblen Inhibitoren existieren auch irreversible Inhibitoren. Diese binden
kovalent an fiir die Katalyse notwendige Aminosduren im aktiven Zentrum des Enzym
und inaktivieren so das Enzym dauerhaft (z. B. in Form eines Acyl-Enzym-Intermediats,

das nicht mehr gespalten werden kann).®

3.5. Freie Bindungsenergie und Bindungsaffinitat

Die Bindungsaffinitit eines Liganden lédsst sich auf Grundlage der freien Bindungsener-
gie (auch Gibbs-Bindungsenergie) beurteilen. Diese kann durch Gleichung 3.17 be-
stimmt werden.

AG=AH-TxAS (3.17)
AH steht hier fiir die Enthalpie der Bindung und AS fiir die Entropieinderung der Reak-
tion. Eine negative Anderung der freien Bindungsenergie resultiert in einer Erhohung der
Bindungsaffinitit. Uber Gleichung 3.18 ist die freie Bindungsenergie mit der Inhibitions-
konstante K7 verbunden.

AG = -RT x In(Ky) (3.18)
Die treibende Kraft einer Templat-unterstiitzten Fragment-Ligation stellt die mogliche
Additivitdt der Bindungsenergien der eingesetzten Startfragmente dar.” Diese kann zu
einer deutlichen Zunahme der resultierenden Bindungsaffinitit des Ligationsprodukts
fiihren. Vorraussetzung ist jedoch, dass die Bindung der Fragmente voneinander unab-
hiingig erfolgt und keine Uberlappungen der benachbarten Bindungsstellen existieren. !
Erste Berechnungen, zu der aus der Ligation zweier Fragmente resultierenden Bindungs-
energie, fiihrten Jencks et al. in ihrer Arbeit von 1981 durch (Gleichung 3.19).©

AGag = AGx + AGy + AGs (3.19)

AG g steht hier fiir die Bindungsenergie des Ligationsprodukts, AG, und AGg fiir die
Bindungsenergien der Einzelfragmente. Der Term AGg wird auch als super-additivity-
Term bezeichnet.’* Der Begriff der Superadditivitit wird dabei zur Beschreibung einer
aus der Ligation der Fragmente resultierenden Bindungsenergie verwendet, die die
Summe der Bindungsenergien der Ausgangsfragmente iibersteigt."' AGg steht dabei fiir

den Wert der Abweichung vom reinen Additionsergebnis der Bindungsenergien. Eine
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Beurteilung der Effizienz der Ligation zweier Fragmente kann ebenfalls durch die Ermitt-
lung des Verkniipfungskoeffizienten E erfolgen (Gleichung 3.20).1

KM =K A x KB X E (3.20)
Wobei KB fiir die Inhibitionskonstante des Ligationsprodukts und K{KE fiir die Kon-
stanten der jeweiligen Fragmente stehen. Wird fiir £ ein Wert von iiber 1 erhalten, liegt

ein superadditiver Effekt vor.m

3.6. I1C5o-Wert

Zur Evaluierung von Enzyminhibitoren innerhalb eines bestimmten Testsystems dient
meist der IC5y-Wert. Der ICsy-Wert entspricht der Inhibitor-Konzentration, die zu einer
50%igen Hemmung des Enzyms fiihrt. Im Vergleich zum K;-Wert, stellt der IC5,-Wert
jedoch keine Konstante dar und kann nur verglichen werden, wenn gleiche Enzym- und
Substratkonzentrationen zur Bestimmung eingesetzt wurden.

Zur Ermittlung des ICsy-Werts wird die Enzymaktivitét bei verschiedenen Inhi-
bitorkonzentrationen gemessen. Trigt man diese Aktivitdtswerte gegen den Logarithmus
der jeweiligen eingesetzten Konzentration auf, erhilt man eine sigmoidale Konzentrati-
ons-Wirkungs-Kurve, die sich durch das Vier-Parameter-Modell (auch Hill-Modells 13#7)
beschreiben ldsst (s. Abb. 3.11). Mittels nicht-linearer Regression ldsst sich auf Grund-

lage von Gleichung 3.21 der IC5-Wert bestimmen.

100+

(ymax_ ymin) (321)

Y= Ymin T 17 100020Cs0) - v x Hill-slope)

Aktivittat / % —»

log (Konzentration) —»

Abbildung 3.11. Exemplarische Bestimmung des IC5,-Werts.
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Der Hill-slope ist dabei ein MaB fiir die Steilheit der Kurve und kann als Indikator dafiir
herangezogen werden, ob die Inhibitor-Bindung spezifisch an einer definierten Bindungs-
stelle erfolgt (mit einem Idealwert von 1)."* Mithilfe der Cheng-Prusoff Gleichung'+
(Gleichung 3.22) lésst sich ausgehend vom ICs,-Wert der Kj-Wert berechnen

IC
K = 1—5;;] (3.22)
Y

3.7. Enzymaktivitatsassay

Zur Ermittlung des IC5y-Werts wird ein Enzymaktivititsassay (s. Abb. 3.12) durchge-
fiihrt. Dazu eignet sich prinzipiell jedes Assayformat, das dazu in der Lage ist, entweder
die Substratabnahme oder die Produktzunahme zu detektieren. Meist werden hier LC/MS
oder spektroskopische Methoden verwendet.

Im Zuge dieser Arbeit sind dies vor allem UV/Vis-Spektroskopie und Fluores-
zenzspektroskopie. Diese Methoden arbeiten mit Absorptions- bzw. Fluoreszenz-
substraten, die in einem Spektrometer mit einer bestimmten Wellenldnge bestrahlt wer-
den. Die Spaltung durch das Enzym fiihrt dabei zu charakteristischen Veridnderungen der
Absorptions- bzw. Emissionseigenschaften z. B. durch Verdnderung des mesomeren Sys-
tems, wodurch Konzentrationsinderungen detektiert werden konnen. Weiterhin soll auf-
grund der zentralen Stellung in dieser Arbeit ein typischer fluoreszenzspektroskopischer
Assay erkladrt werden.

In einem solchen Assay wird der zeitliche Verlauf der enzymatischen Spaltung
eines Fluoreszenzsubstrats untersucht. Dazu wird die Intensitdt der Fluoreszenz in be-
stimmten Zeitintervallen gemessen. Diese Fluoreszenz nimmt bei der gemessenen Wel-
lenldnge durch voranschreitende Spaltung des Fluoreszenzsubstrats immer weiter zu.
Grund hierfiir ist die Freisetzung eines Fluorophors aus dem Fluoreszenzsubstrat wie
bspw. 7-Amino-4-methylcumarin (Anregungswellenldnge 380 nm; Emissionswellen-
lange 460 nm). Dieses zeichnet sich durch eine sehr intensive Fluoreszenz aus, wodurch

bereits die Detektion kleinster Substratumsétze moglich ist.i#
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Trigt man die Zeit gegen die gemessene Fluoreszenzintensitit auf, erhélt man in der Ini-
tialphase einen direkt proportionalen Zusammenhang, der mittels Geradengleichung be-
schrieben werden kann. Die Steigung dieser Geraden kann nun zur Aktivititsbestimmung
herangezogen werden: Der Steigungswert (Gleichung 3.23), der aus der Messung ohne
Inhibitor resultiert, entspricht einem zu 100 % aktivem Enzym (= Positiv-Kontrolle).
Setzt man nun den Wert, der in Anwesenheit eines Inhibitors gemessen Steigung (Glei-
chung 3.24), in Relation zum 100 %-Wert, lasst sich die restliche Aktivitit bzw. die re-

sultierende Inhibition des Enzyms ermitteln (Gleichung 3.25).
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Abbildung 3.12. Darstellung eines Enzymaktivititsassays mit einem AMC-Fluoreszenzsubstrat (rot) und

einem Beispielinhibitor (blau).

3.8. Docking und in-silico Methoden

Docking ist mittlerweile ein elementarer Bestandteil der modernen Wirkstoffentwicklung
geworden."= 1 Ein typischer Docking-Prozess besteht dabei aus zwei Komponenten. Die
erste Komponente besteht aus einem Algorithmus, der den Liganden in verschiedenen
Zustanden erzeugt und anschliefend versucht diesen an das Enzym zu binden. Dabei wer-

den sog. Posen erzeugt. Eine Pose beschreibt eine bestimmte raumliche Anordnung bzw.
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Orientierung des Liganden zum Zielprotein.'+ 1 Die zweite Komponente stellt ein Be-
wertungssystem dar, das die erzeugten Posen in Form eines sog. scorings auf energeti-
scher Ebene bewertet. Ziel des Dockings ist eine moglichst korrekte und realititsnahe
Darstellung des Bindungsprozesses sowie den damit verbundenen Wechselwirkungen
zwischen Ligand und Protein.i
Das in dieser Arbeit verwendete Glide (Schroedinger Software Suite 2017) nutzt
dabei einen Docking-Algorithmus, der die zu testenden Liganden systematisch in allen
moglichen Positionen, Orientierungen und Konformationen generiert und am Protein tes-
tet."” Die Software filtert, gruppiert und bewertet daraufthin die Liganden bzw. die damit
erzeugten Bindungsposen. Die Bewertung erfolgt hier durch Berechnung des sog.
GScore, der aus den einzelnen die Bindung beeinflussenden Energiebeitrdgen ermittelt
werden kann (Gleichung 3.26).14
GScore = Ecoui + Evaw + Ebing + Epenalty (3.26)
E..,u steht dabei fiir den coulombschen Energiebeitrag, E, 4w fiir den Van-der-Waals-
Energiebeitrag der Protein-Ligand-Interaktion. Ey;,4 errechnet sich aus Beitridgen der
Wasserstoffbriickenbildung, m-Kationen-Interaktionen und lipophilen Wechselwirkun-
gen. Eenqry beinhaltet Strafterme fiir Desolvatisierung und Deformation.' Abschliefend
wird ein Ranking basierend auf den scores der jeweiligen besten Pose eines Liganden
erstellt. Docking kann so fiir den relativen Vergleich der Bindungsaffinititen der geteste-
ten Substanzen genutzt werden. Der Entwickler betont dabei, dass sich erhaltene GScore -
Werte aufgrund der genutzten Berechnungsmethode insbesondere fiir die Unterscheidung
von aktiven zu inaktiven (Kj < 10 uM) Substanzen eignet. Ein Vergleich mit experimen-
tell zu erwartenden Bindungsenergien ist jedoch laut Angaben des Entwicklers im besten
Fall auf wenige kcal x mol - Differenz moglich.tss In der Realitiit findet man hier sogar
noch gréere Abweichungen. Eines der zentralen Probleme stellt dabei die Flexibilitit

des Proteins dar, deren Berechnung sich als duflerst komplex darstellt.!«-su
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Il. Ergebnisse und Diskussion
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4. Entwicklung des Ligationsassays

Eine Templat-unterstiitzte Amidierungsreaktion erfordert zunichst die Bindung eines
Amin- und Aktivester-Fragments an das Templat. Dieses kann nun die Reaktion zum
Fragment-Ligationsprodukt begiinstigen, wenn sich die komplementéren funktionellen
Gruppen der beiden Fragmente in ausreichender Néhe zueinander befinden (s. Abb. 4.1).
Produktbildung durch nicht-gebundene Fragmente wird hierbei als Hintergrundreaktion
definiert. Die Bildung des Ligationsprodukts soll durch einen Enzymaktivititsassay de-
tektiert werden. Da das Fragment-Ligationsprodukt bzw. der finale Inhibitor im vorlie-
genden Fall im nanomolaren Bereich aktiv ist," reichen hier bereits die Bildung kleinster
Mengen Inhibitor aus, um zu einer Aktivititsminderung zu fithren. Bei einer zu groflen
Hintergrundreaktion konnte dabei eine Templat-bedingte zusitzliche Inhibitorbildung
nicht mehr von der nicht-templierten Hintergrundreaktion unterschieden werden, da das
Enzym bereits zu 100 % gehemmt ist. Daher muss zunichst ein geeigneter Aktivester
gefunden werden, der zwar Templat-unterstiitzt mit dem Amin reagiert, Templat-unge-
bunden jedoch zu unreaktiv ist, um eine Hintergrundreaktion zu ermoglichen. Nur so ist

gewihrleistet, dass das Detektionsfenster im Enzymaktivititsassay ausreichend groB ist.
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Abbildung 4.1. Schematische Darstellung der Templat-unterstiitzten Amidierungsreaktion.
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4.1. Synthese der Aktivester

Zuerst wurde das Carbonsiure-Fragment O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1
synthetisiert, wofiir eine modifizierte Vorschrift von Kiinzel et al. verwendet wurde (s.
Schema 4.1).1= 151 O-Benzyl-D-serin wurde dazu vorgelegt und unter Schotten-Baumann-
Bedingungen's ' mit kduflich erworbenem Benzylsulfonylchlorid umgesetzt. Das Kupp-
lungsprodukt 1a wurde nach Extraktion in einer Ausbeute von 69 % erhalten. Anschlie-
Bend wurde 1a mit Methyl-geschiitztem Glycin gekuppelt, wobei PyBOP"¢ als Kupp-
lungsreagenz eingesetzt wurde. Die Verwendung von Methyl-geschiitztem Glycin diente
hier dem Erhalt eines einheitlichen Produkts, da Nebenreaktionen durch Kupplung mit
einem weiteren Glycin-Molekiil so verhindert werden. Extraktion und Aufreinigung mit-
tels HPLC lieferte Verbindung 13 in guter Ausbeute (82 %). Im Anschluss folgte eine
alkalische Esterhydrolyse mit 5 Aquivalenten Lithiumhydroxid, welche nach zwei Stun-
den vollstindig war. Nach Evaporation des Losungsmittels wurde das Produkt nochmals
in Wasser aufgenommen und mit einem stark saurem Kationenaustauscherharz (Dowex
S0WXR) fiir drei Stunden geriihrt. Bereits nach wenigen Minuten fing die freie Carbon-
sdure an auszufallen. Das prizipitierte Produkt wurde in Aceton geldst und das Austau-
scherharz abfiltriert. Dieser Schritt ist notwendig, da vorrangegangene Kupplungsversu-
che ohne Erfolg waren, vermutlich aufgrund der Bildung des Lithiumsalzes der Carbon-

sdure. Ohne weitere Ausbeuteverluste konnte so Verbindung 1 erhalten werden.

o gl ; o
a
O
1,1 Aqg. HzN\AO/
) 0
1,1 Aq PyBOP S
2,1 Ag. DIPEA 5 Aq LiOH
DCM ©\/ Jﬁ(“\)k ~ MeOH/H,0 3:1 ©\/ JY
0°C fur 30 min 2h, RT
RT Uber Nacht 13

Schema 4.1. Schematische Darstellung der Synthese von Methylester 13 und Carbonsiure-Fragment 1.
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Ausgehend von Verbindung 1 wurde dann, um die fiir eine Templat-unterstiitzte
Amidierung notige Reaktivitit des Aktivesters auszuloten, eine Reihe von Aktivestern
hergestellt, welche das komplette Reaktivititsspektrum von Carbonsdurederivaten abde-
cken sollten (s. Abb. 4.2). Das Spektrum der hergestellten Aktivester reichte dabei vom

sehr reaktiven Carbonsdurefluorid (2) bis hin zum wenig reaktiven Methylester (13).

NO,

Abbildung 4.2. Reaktivitit der synthetisierten Aktivester gegeniiber Angriffen von Nukleophilen.

Mit Ausnahme der Ester 2, 3 und 13 wurden alle Aktivester mittels 1-Ethyl-3-(3-dime-
thylaminopropyl)carbodiimid™ (EDC) hergestellt. Da in diesem Fall die zu aktivierende
Carbonsiure Glycin darstellt, konnte auf die Zugabe weiterer Additive verzichtet werden.
Die mittels EDC hergestellten Aktivester wurden nach HPLC-Aufreinigung in Ausbeuten
von 53 % bis 76 % erhalten (s. Schema 4.2). Schwankungen sind hier hauptsédchlich auf
die unterschiedliche Nukleophilie der Aktivesterkomponente zuriickzufiihren. Eine Erho-
hung der Basendquivalente und damit verbunden eine durch Deprotonierung bedingte
Steigerung der Nukleophilie, konnte hier keine besseren Ausbeuten erzielen, da dies le-
diglich zur Zunahme des N-Acylharnstoff-Nebenprodukts fiihrte. Ebenfalls fiihrte eine
Erhohung der Aktivesterkomponenten-Aquivalente nicht zu hoheren Ausbeuten, da dies
vermehrt zur Bildung von Isoharnstoff mit gebundener Aktivesterkomponente fiihrte und

nicht zur Acylierung durch die aktivierte Carbonséaure.
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Das Carbonsiurefluorid 2 wurde mit Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST),"s 58 einem
klassischen Fluorierungsreagenz, in einer Ausbeute von 75 % erhalten. Fiir die Herstel-
lung von Carbonsdureimidazolid 3 wurde 1,1’-Carbonyldiimidazol™' (CDI) verwendet.

Die Ausbeute betrug hier 83 %.

M \ /F
o) 1,2 Aq. N—S—F (0]
2 / \ /;

s’ F 'S
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o f H
o 0°C fur 60min ) ;
(0] 75%
BECEN ! 1A //\NJL
/\N/ ~ NN N
EDC
1 Ag. NMM
4 Aq. AE—K?mponente 0°C fir 30 min Jo
0°Cfirth g’
RT fiir 6h @ GONH O
O\)\”/N ~

F NO,
4 5 6 7 8 9 10 11 12
59% 67% 61% 55% 53% 63% 55% 76% 74%

Schema 4.2. Schematische Darstellung der Aktivester-Synthesen.

4.2. Synthese des S1-bindenden Amin-Fragments

Die Synthese des P1-Ankermolekiils 4-Aminomethylbenzamidin wurde nach angepass-
ten Synthesevorschriften der Steinmetzer-Gruppe in fiinf Stufen durchgefiihrt (s. Schema
4.3).ms1s.100 Aysgehend vom kéuflich erworbenen 4-Aminomethylbenzonitril wurde zu-
nichst die Amin-Funktion Boc-geschiitzt. Dadurch wird vermieden, dass im néchsten
Schritt neben dem nukleophilen Angriff des Hydroxylamins auch ein Angriff des Amins
eines zweiten 4-Aminomethylbenzonitril-Molekiils am Nitril erfolgen kann. Die Addition

des Hydroxylamins fiihrte zur Bildung des Amidoxims 14b, welches in einer Ausbeute
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von 59 % erhalten wurde. Im néchsten Schritt erfolgte die Acetylierung des Amidoxims
zu 14c. Judkins et al. berichteten in ihrer Veroffentlichung von 1996, dass dadurch die
Reduktion von Amidoximen zu Amidinen sehr viel schonender méglich sei im Vergleich
zu fritheren Methoden. Diese benotigten zum groflen Teil noch ,,harte* Reduktionsbedin-
gungen wie bspw. die Verwendung von Rayney-Nickel oder H,-Driicken von iiber 3 atm.
Dabei wurde proklamiert, dass dies auf eine Schwichung der N-O-Bindung zuriickzufiih-
ren sei, welche bedingt durch den Elektronenzug der Acetylgruppe entsteht.'s! Die Re-
duktion zu 14d konnte so nahezu quantitativ mit einem H,-Druck von 1 atm innerhalb
von 48 h erfolgen. AbschlieBend wurde die Boc-Entschiitzung durchgefiihrt, welche das

Amin-Fragment 14 in einer Gesamtausbeute von 52 % lieferte.

1,1 Ag. Boc,0 _Boc 1.8 Ag. HoN-OH xHCI N,Boc
NH>  Dioxan/2N NaOH 2:1 H 1,7 Aq. DIPEA HAN H
—_— —_— =
= XHCI 6h, RT N// MeOH 2 ‘

reflux Gber Nacht N.

14a OH  14b

_Boc
N Boc
i H N~ NH
3,6 Ag. Ac,0  HoN H, Pd/C DCM/TFA 9:1 2
e Ao \ e aAn HoN H I eT———
konz. AcOH N konz. AcOH 2 2h, RT 2
"0

2h, RT 48h, RT NH NH

A~ 14c 14d 14

N

Schema 4.3. Schematische Darstellung der Synthese des Amin-Fragments 1415160

4.3. Aufbau des Ligations-Assays

Nachdem nun das Amin-Fragment und das Carbonsdure-Fragment bzw. dessen
Aktivester-Derivate hergestellt worden waren, musste ein geeigneter Enzymaktivitétsas-
say entwickelt werden, welcher spiter dann auch als Fragment-Ligationsassay verwendet
werden sollte. Ublicherweise wird fiir Faktor Xa-Aktivititsassays ein Standard TRIS-
Puffer verwendet.'s Dieser kam fiir den geplanten Ligationsassay jedoch nicht in Frage,
da sonst Konkurrenzreaktionen des im Puffer enthaltenen primédren Amins mit dem Ak-

tivester-Fragment zu erwarten gewesen wiren. Daher wurde fiir den Ligationsassay ein
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MOPS-Puffersystem eingesetzt. Das tertidare Amin der 3-(N-Morpholino)propansulfon-
sdure ist zwar als Base Teil des Puffersystems, kann aber nicht als Nukleophil reagieren.
Der pH-Wert des Puffers wurde auf 8,0 festgesetzt. Dies stellt ein Kompromiss aus der
Nihe zum physiologischen pH-Wert des Blutes (7,4) dar und liegt aber dennoch minimal
im Basischen, sodass ein groBerer, fiir die Reaktion notwendiger Anteil der Aminfunktion
von 4-Aminomethylbenzamidin als freies Amin vorliegt. Der Puffer wurde in einer Kon-
zentration von 200 mM MOPS eingesetzt. Die damit verbundene hohe Pufferkapazitit
wurde gewihlt, da zu Beginn noch nicht bekannt war, in welchen Konzentrationen die
Fragmente eingesetzt werden miissen, um eine Templat-unterstiitzte Reaktion zu ermog-
lichen.

Als Fluoreszenzsubstrat wurde das bereits in der Arbeitsgruppe etablierte 7-(N-
Boc-Leucinyl-glycinyl-arginyl)-7-amino-4-methylcumarin (Boc-LGR-AMC) gewihlt (s.
Abb. 4.3).12 Durch Messung der Fluoreszenzzunahme pro Zeit fiir verschiedene Substrat-
konzentrationen, konnte unter Verwendung der Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung
3.12) ein Ky;-Wert von 76 uM bestimmt werden. Eine Substratkonzentration von 76 uM
wurde dann auch im Assay eingesetzt, was den ,,ausgewogenen‘‘ Bedingungen (balanced
conditions) von Copeland entspricht.'« Unter diesen Bedingungen ist eine sensitive Mes-
sung unabhingig vom Inhibitionsmechanismus moglich, womit sich der Assay auch fiir
mogliche Hochdurchsatz-Bibliotheksscreenings eignet, bei denen der Hemmmechanis-

mus etwaiger gefundener Fragment-Kombinationen noch nicht bekannt ist.

S3-S4 St

— ~~
HN_  NH,

pt
0 0
H H
LG
0 o\ 0N
N—
S2

Abbildung 4.3. Darstellung des verwendeten Fluoreszenzsubstrats Boc-Leu-Gly-Arg-AMC. Die Spalt-

stelle ist mit einem roten Pfeil gekennzeichnet.
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Fiir Faktor Xa wurde eine Konzentration eingesetzt, welche mit 14,5 nM (1:1000 Ver-
diinnung der Stammldsung) iiber den standardmiBig im Zuge von Faktor Xa-Aktivitits-
assays eingesetzten Konzentrationen liegt. Normalerweise wird eine Konzentration im
dreistelligen pikomolaren bis einstelligen nanomolaren Bereich verwendet. Aufgrund der
Tatsache, dass das Enzym im Ligationsassay jedoch nicht nur zur Umsetzung des Fluo-
reszenzsubstrats eingesetzt werden sollte, sondern ebenso aktiv an der irreversiblen Liga-
tionsreaktion als Templat teilnimmt, wurde hier eine hohere Konzentration gewihlt.
Diese lag mit 14,5 nM im Bereich von bereits veroffentlichten Arbeiten zu Templat-un-
terstiitzten irreversiblen Ligationsreaktionen.'s Die DMSO-Konzentration im Assay lag
bei 2,9 %, bedingt durch die Aktivester-DMSO-L6sung. Bei dieser Konzentration konnte
kein negativer Einfluss auf die Enzymaktivitit nachgewiesen werden. Das Benzamidin-

Fragment konnte in Wasser geldst werden.

4.4. Ermittlung der IC5o - Werte der Fragmente

Zwingende Voraussetzung fiir die Templat-unterstiitzte Fragment-Ligation ist die vorhe-
rige Bindung beider Fragmente an das Enzym. Da die Bindung von Benzamidin 14 in S1
sowie die Bindung der Carbonsiure 1 bzw. deren Aktivester in S2—-S4 die gleichzeitige
Bindung und Umsetzung des Fluoreszenzsubstrats ausschlieBt, kann die Enzymaktivitit
als Indikator des jeweiligen Fragment-Bindungsgrads herangezogen werden. Bei einem
hohen Bindungsgrad der Einzelfragmente ist ebenfalls die Wahrscheinlichkeit hoch, dass
genug Enzym im Gleichgewichtssystem existiert, an dem beide Fragmente gleichzeitig
gebunden sind und somit eine detektierbare Templat-unterstiitzte Reaktion moglich ist.
Um die grundsitzliche Affinitéit der Fragmente zu bestimmen und damit verbunden auch
die notige Konzentration zu ermitteln, welche fiir eine bestimmte Absittigung des En-
zyms notwendig ist, wurden zunéchst die IC5,-Werte der Einzelfragmente 1 und 14 sowie
der Fragment-Kombination 15 unter Verwendung der unter 3.5. beschriebenen Methode
bestimmt (s. Tabelle 4.1). Die K;-Werte konnten im Anschluss mithilfe der Cheng-

Prusoff-Gleichung (Gleichung 3.18) ermittelt werden.
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Tabelle 4.1. Ermittelte inhibitorische Daten

Verbindung IC,, K
1 1091 (+0,85) mM 55 (x04)mM
11 20,29 (+0,64) mM 10,15 (x0,3) mM
12 19,26 (x0,75) mM 9,6 (£04)mM
14 1,36 (+0,04) mM 0,68 (+£0,02) mM
15 58,6 (£3,6)nM 293 (#2)nM

Ebenfalls wurde versucht die ICs,-Werte der Aktivester zu bestimmen, was jedoch nicht
in allen Féllen gelang. Ausnahmen stellten hier lediglich Verbindung 11 und 12 dar.
Griinde hierfiir sind vermutlich eine zu geringe Affinitit zum Zielprotein sowie die an-
steigende Reaktivitdt der Aktivester, was eine erhohte Zersetzungsgefahr der Aktivester
unter Assaybedingungen mit sich bringt. Denkbar ist besonders bei den substituierten
Phenolen 4 und 5 auch eine mogliche Interferenz der Aktivesterkomponente mit dem De-

tektionssignal.

4.5. Kontrollmessung mittels BLI

Zur Bestitigung der ermittelten Werte wurde Bio-Layer-Interferometrie'« (BLI)
verwendet.! Dies ist eine biophysikalische Messmethode, welche zur Detektion der
Bindung bzw. Bindungsstirke, die aus der Bindung eines Liganden resultierende
Interferenzmusterverschiebung an einer optischen Faser misst. Fiir die Messung wurde
zundchst Faktor Xa mittels EZ-Link™ NHS-PEG4-Biotin-Reagenz (s. Abb. 4.4)
biotinyliert. Im Anschluss an die Biotinylierung wurde iiberpriift, ob das Enzym noch
ausreichend aktiv ist, da eine Aktivititsabnahme auch zu verindertem Bindungsverhalten
gegeniiber anderen Liganden bzw. Inhibitoren fithren wiirde. Im Enzymaktivititsassay

konnte jedoch nur eine minimale Aktivitdtsabnahme festgestellt werden.

! Die BLI-Messungen wurden zusammen mit Dr. Hendrik Wiinsche von der Firma Pall ForteBio am
Pharmazeutischen Institut Berlin durchgefiihrt.
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Abbildung 4.4. Darstellung des verwendeten Biotinylierungsreagenzes EZ-Link™ NHS-PEG4-Biotin.
Der N-Hydroxysuccinimid-Aktivester acyliert Lysin-Seitenketten des Proteins. Der Polyethylenglycol-

Linker verbessert die Bindungsfihigkeit des Biotins mit Streptavidin.

Bei der eigentlichen Messung werden dann optische Fasern (= Sensoren) genutzt, durch
die elektromagnetische Strahlung im sichtbaren Wellenlidngenbereich geleitet wird. Am
Ende der Faser befindet sich eine optische Schicht, welche das eingeleitetete Licht
zuriickreflektiert. Dieses zuriickreflektierte Licht interferiert dabei in konstruktiver oder
destruktiver Weise mit dem eingeleiteten Licht. Das Messinstrument ist nun dazu in der
Lage, durch den Vergleich von Mess- und Referenzsensoren, das mogliche AusmaB3 der
Verschiebung des Interferenzmusters zu erfassen. Eine solche Verschiebung des
Interferenzmusters ergibt sich bspw. durch Bindung einer Substanz oder eines Proteins
an die optische Schicht des Sensors. Hierauf beruht das Messprinzip der BLI.

Zur Uberpriifung der im Enzymaktivititsassay ermittelten Werte wurden
Streptavidin-beschichtete Sensoren eingesetzt, welche zunéchst in eine Losung mit dem
biotinylierten Enzym getaucht wurden. Da Biotin eine starke Affinitdt zur Streptavidin-
Schicht des Sensors besitzt, zeigt sich im Sensorgramm eine Zunahme der Verschiebung
durch an den Sensor bindendes Enzym. Faktor Xa ist nun am Sensor immobilisiert. Im
folgenden Equilibierungsschritt werden die Sensoren in Puffer getaucht und die hier
gemessene Verschiebung nachfolgend als Basiswert herangezogen. Anschlielend wurde
die resultierende Verschiebung bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen bestimmt (s.
Abb. 4.5). Hierbei wurde die Assoziation des Inhibitors an den Sensor beim Eintauchen
in Inhibitorlosung detektiert sowie die nachfolgende Dissoziation des Inhibitors vom

Sensor beim Eintauchen in die Pufferlosung.
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Abbildung 4.5. Dargestellt sind die aufgenommenen Sensorgramme fiir Verbindung 14 und 15. Nach einer
Assoziationsphase von 180 Sekunden in Inhibitorlosung, folgt die Dissoziationsphase in Puffer. (A)
Sensorgramm fiir Verbindung 14 in einer Konzentration von 250 uM (gelb), 1 mM (orange) und 10 mM

(rot). (B) Sensorgramm fiir Verbindung 15 in einer Konzentration von 58 nM (gelb), 580 nM (orange) und

5,8 uM (rot).

Mithilfe der Octet® Software konnten die Rohdaten durch einen globalen 1:1 fit unter
Verwendung der Gleichungen 4.1-4.3 in die entsprechenden Kp-Werte bzw., da es sich
um Inhibitoren handelt, K; -Werte umgerechnet werden. R,,,, steht dabei fiir das

maximale Bindungssignal.

k
Kp= k—d 4.1
. 1
Assoziationsphase: Y=Rpg X — 57— x (1 — g “Uka X 1+ kq) x x) 4.2)
ka x [11
) . 1
Dissoziationsphase:  y, = Rypax X — 77— x (1 — g "tk X 1 + k) x x0)) 4.3)
taxm

Somit konnte fiir Amin 14 ein K;-Wert von 1,7 mM (Chi 2= 0,16; R 2= 0,98) sowie fiir
das Fragment-Ligationsprodukt 15 ein Kj-Wert von 137 nM (Chi 2=0,17;R*>=097)
ermittelt werden. Die Abweichungen zu den Ergebnissen des Enzymaktivititsassays
ergaben sich hier vermutlich aufgrund der Unterschiede des jeweiligen Assayformats.
Beim Enzymaktivititsassay lag das Enzym nicht auf einem Sensor immobilisiert vor, es
wurde in kleineren Volumina in anderen Messplatten gearbeitet und wihrend der

Messung war ebenfalls ein Fluoreszenzsubstrat anwesend. Ebenfalls konnen leichte
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Verdnderungen im Bindungsverhalten der Inhibitoren am biotinylierten Enzym nicht
komplett ausgeschlossen werden. Dennoch konnte durch den Einsatz von BLI eine
dhnliche GroBenordnung der Affinitdten von Fragment 14 und dem Ligationsprodukt 15
nachgewiesen werden. Gleichzeitig konnte ein reversibles Bindungsverhalten durch die
von der Octet® Software berechneten Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeiten

von 14 und 15 bestitigt werden.

4.6. Suche nach einem geeigneten Aktivester

Die gemessenen Werte zeigten, dass aus zwei millimolar-aktiven Fragmenten, den
Aktivestern 2—13 und dem Amin 14, das Fragment-Ligationsprodukt 15 entsteht, welches
mit einer, im Vergleich zu den Einzelfragmenten, stark erhohten Affinitétssteigerung bis

in den nanomolaren Bereich einhergeht (s. Schema 4.4).

1-13 14 15 NH
1 (X=0H): ICqu=10,91 (£0,85)mM  ICsy= 1,355 (£0,04) mM ICsp= 58,6 (+3,6) nM

Schema 4.4. Darstellung der Templat-unterstiitzen Amidierung. Aus zwei millimolar-aktiven Fragmenten

wird ein nanomolar-aktives Fragment-Ligationsprodukt.

Somit war zu erwarten, dass bereits kleinste Mengen an gebildetem Ligationsprodukt 15
im Enzymaktivitdtsassay detektierbar sein sollten. Auf Grundlage der ermittelten Werte
wurde fiir 14 eine Konzentration gewéhlt, welche zu einer 20%igen Inhibition von Faktor
Xa fuihrte. Dies entsprach einer Konzentration von 171 pM. Somit blieb fiir die Detektion
der Bildung von 15 ein Messfenster von 0-80 % offen. Damit sollte ebenfalls eine
sensitive Detektion einer potentiellen zusitzlichen Inhibition méglich sein, bedingt durch

Bildung von 15 aufgrund der Templat-unterstiitzten Ligationsreaktion.
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Bei der ersten Versuchsreihe des Ligationsassays wurde eine Aktivesterkonzentration
von 285 uM verwendet. Es wurde dabei fiir jeden Aktivester jeweils eine templierte
Reaktion und eine nicht-templierte Reaktion durchgefiihrt. Bei der templierten Reaktion
war das Zielprotein bzw. Templat wihrend der zweistiindigen Reaktionszeit anwesend.
Die nicht-templierte Reaktion fand in Abwesenheit des Zielproteins statt. Zur
Bestimmung der Enzymaktivitit wurde dann auch bei der nicht-templierten Reaktion im
Anschluss an die zweistiindige Reaktion das Enzym zugegeben und anschlieBend fiir

beide Reaktionen die Aktivitidt bestimmt (s. Abb. 4.6).
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Abbildung 4.6. Abgebildet sind die Ergebnisse des Ligationsassays von Amin 14 (171 uM) mit den Aktiv-
estern 2—8 (285 uM) inkubiert fiir 2 h jeweils mit und ohne Templat. Die Messung von Carbonséure 1

(285 uM) mit Amin 14 sowie von Amin 14 allein dienten als Kontrolle.

Aktivester 2-5 zeigten hier sowohl fiir die templierte als auch fiir die nicht-templierte
Reaktion eine vollstindige Faktor Xa-Inhibition. Damit waren diese Verbindungen fiir
den geplanten Ansatz der Templat-unterstiitzten Amidierungsreaktion ungeeignet. Die
hohe Reaktivitit dieser Aktivester fithrt bereits bei verhéltnismiBig geringen

Konzentrationen und damit verbunden einem geringen zu erwartenden Bindungsgrad, zu
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einer zu starken Bildung des Ligationsprodukts 15. Dadurch ist die Detektion einer
zusitzlichen Inhibition, bedingt durch zusitzlich, templiert-gebildetes Ligationsprodukt
nicht mehr moglich und erscheint bei dem geringen Aktivester-Bindungsgrad auch als
unwahrscheinlich. Aktivester 6-8 zeigten ebenfalls bereits bei 285 uM eine deutliche
Inhibition. Eine Templat-unterstiitzte zusitzliche Bildung von 15 konnte jedoch nicht
festgestellt werden. Die Aktivester 9-13 zeigten bei 285 uM im Vergleich zur Kontrolle
1 + 14 keine zusitzliche Inhibition und daher auch keine Bildung von Ligationsprodukt
15 (Daten nicht gezeigt). Eine Templat-unterstiitzte Amidierungsreaktion konnte eben-
falls nicht festgestellt werden. Daher wurden diese Ester in einer zweiten Versuchsreihe
nochmal bei einer Konzentration von 5 mM im Ligationsassay getestet (s. Abb. 4.7). Bei
diesen hohen Konzentrationen war bereits ein hoher Bindungsgrad des Aktivesters zu

erwarten, wodurch eine templierte Reaktion wahrscheinlicher wird.
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Abbildung 4.7. Abgebildet sind die Ergebnisse des Ligationsassays von Amin 14 (171 uM) mit den Aktiv-
estern 9-13 (5 mM) inkubiert fiir 2 h jeweils mit und ohne Templat. Die Messung von Carbonsiure 1

(5 mM) mit Amin 14 sowie von Amin 14 allein dienten als Kontrolle.
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Diesmal zeigten auch die Aktivester 9-13 eine Zunahme der Inhibition, was auf die Bil-
dung von Ligationsprodukt 15 schlieBen ldsst. Lediglich der unreaktivste verwendete Es-
ter, Methylester 13, stellte hier eine Ausnahme dar. Bei diesem konnte auch bei einer
Konzentration von 5 mM keine erhohte Inhibition detektiert werden. Fiir Phenylester 11
und Trifluorethylester 12 konnte im Fall der templierten Reaktion sogar eine zusitzliche
Inhibition im Vergleich zur nicht-templierten Reaktion festgestellt werden, was erstmals

das mogliche Vorhandensein einer Templat-unterstiitzten Reaktion andeutete.

4.7. Maximierung des gefundenen Templat-Effekts

Dieser erste Hinweis auf eine Templat-unterstiitzte Amidierungsreaktion sollte anschlie-
Bend mittels weiterer Experimente bestitigt werden. Dazu wurde zunichst gepriift, ob
sich der gezeigte Templat-Effekt durch Variation der Reaktionsbedingungen verstirken
lasst. Der Ligationsassay wurde daher fiir Verbindung 11 und 12 nochmals mit verlin-
gerter Reaktionszeit und bei erhohter Temperatur durchgefiihrt (s. Abb. 4.8).

Bei diesen verinderten Bedingungen konnte fiir Verbindung 11 eine deutlich er-
hohte Inhibition beobachtet werden. Zwar konnte auch fiir die nicht-templierte Reaktion
eine geringfiigig erhohte Inhibition festgestellt werden, jedoch zeigte sich hier ein signi-
fikanter Unterschied zur Templat-unterstiitzten Reaktion. Auch bei Verbindung 12
konnte eine erhohte Inhibition gemessen werden, wobei die verstirkte Inhibition jedoch
ohne eine ebenfalls erhohte Inhibition der nicht-templierten Reaktion einherging. Der In-
hibitionswert fiir die nicht-templierte Reaktion blieb hier sogar nach 10 h Reaktionszeit
bei 37 °C relativ konstant, wohingegen der Inhibitionsgrad fiir die templierte Reaktion
auf ca. 80 % anstieg.

Somit konnten im Zuge des entwickelten Ligationsassays aus einer Reihe unter-
schiedlich reaktiver Aktivester zwei Aktivester identifiziert werden, bei denen ein deut-
licher Templat-Effekt nachgewiesen werden konnte, wenn das Zielprotein wihrend der
Reaktionszeit mit anwesend war. Fiir den Trifluorethylesters 12 konnte sogar eine reine
Templat-unterstiitzte Reaktion gezeigt werden, d. h. eine templierte Reaktion, die ohne

jegliche Hintergrundreaktion ablduft.
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Abbildung 4.8. (A) Abgebildet sind die Ergebnisse des Ligationsassays von Amin 14 (171 uM) mit Aktiv-
ester 11 (5 mM) unter unterschiedlichen Reaktionsbedingungen, inkubiert jeweils mit und ohne Templat.
Die Messung von Carbonséure 1 (5 mM) mit Amin 14 (171 uM) dient als Vergleich. (B) Zeigt die Ergeb-
nisse des Ligationsassays von Amin 14 (171 uM) mit Aktivester 12 (5 mM) unter unterschiedlichen Reak-
tionsbedingungen, inkubiert jeweils mit und ohne Templat. Die Messung von Carbonsdure 1 (5 mM) mit

Amin 14 (171 uM) dient als Vergleich.
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4.8. Detektion des Ligationsprodukts mittels LC/MS

Um sicherzustellen, dass tatsidchlich die Bildung von Ligationsprodukt 15 fiir die zusétz-
liche Inhibition verantwortlich war, sollte nun dessen direkter Nachweis mittels Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie (LC/MS) erfolgen. Bei die-
ser Methode wird die eingespritzte Probe zunichst {iber eine Umkehrphasen-Trennsidule
(C18) geleitet und in die einzelnen Bestandteile aufgetrennt. Hinter die Trennséule ist ein
UV/VIS-Detektor mit Diodenarray (DAD) geschaltet, der eine Identifizierung der ge-
trennten Substanzen aufgrund ihrer absorptiven Eigenschaften ermdglicht. Im Anschluss
wird die mobile Phase zum Massenspektrometer geleitet.

Hier werden die Substanzen in die Gasphase iiberfiihrt und ionisiert. Im Zuge die-
ser Experimente wurde die Elektronenspray-Ionisation verwendet, wobei hauptsédchlich
[M+H]", [M-H] sowie [M+Na]"-Addukte gebildet werden. Der nachgeschaltete Massen-
analysator trennt die resultierenden lonen nun nach ihrem m/z-Verhiltnis. Als Analysator
kam hier ein Single-Quadrupol zum Einsatz. Die aufgetrennten Ionen bzw. Ionenstrome
werden dann vom Massendetektor erfasst und in ein Massenspektrum umgewandelt. In
diesem ist das m/z-Verhiltnis gegen die relative Intensitidt aufgetragen. Die Messung
kann in verschiedenen Modi erfolgen. Im Scan-Modus werden alle Ionen erfasst, deren
Molmasse im eingestellten Massenbereich liegen. Man erhilt dabei ein Totalionenchro-
matogramm (TIC). In diesem ist die Zeit gegen die Summe aller zum jeweiligen Zeit-
punkt detektierten Ionenstrome aufgetragen. Hieraus ldsst sich anschlieend ein extra-
hiertes Ionenchromatogramm (EIC) erzeugen, welches ein vereinfachtes Chromato-
gramm darstellt, in dem nur ausgewihlte Massen dargestellt werden. Mittels Integration
des EICs ist ebenfalls die Quantifizierung einer bestimmten Substanz bzw. eines be-
stimmten Ions moglich.

Zur Identifizierung des Ligationsprodukts 15 wurde zunéchst die synthetisierte
Referenzverbindung vermessen. Zur Herstellung der Referenzlosung wurde dabei eben-
falls der Assaypuffer verwendet, um identische Bedingungen der Probenmatrices zu
schaffen. Mit der ermittelten Retentionszeit und der zugehorigen Masse der Referenz war
so eine eindeutige Identifizierung der im Ligationsassay inhibierenden Spezies mdglich

(s. Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9. Abgebildet sind die
extrahierten Ionenchromatogramme
fiir das Signal des Ligationsprodukts
15 [M+H]", m/z 538.

(A) Synthetisierte Referenz von Ver-
bindung 15.

(B) Phenylester 11 mit Amin 14 inku-
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Templats.
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Tatsédchlich zeigte sich in diesen Experimenten, dass die erhohte Inhibition im Ligation-
sassay mit einer vermehrten Bildung von Ligationsprodukt 15 einhergeht. Wie ebenfalls
aufgrund der gemessenen Inhibitionswerte im Ligationsassay zu erwarten war, konnte bei
der Templat-unterstiitzten Umsetzung des Phenylesters 11 mit Amin 14 eine hohere Pro-
duktbildung im Vergleich zur Umsetzung von Trifluorethylester 12 mit Amin 14 festge-
stellt werden. Die im Ligationsassay gemessene, leichte Erhohung der Inhibition fiir die
nicht-templierte Reaktion von 11 mit 14 konnte hier nicht gezeigt werden. Dies lag ver-
mutlich an der zu geringen Sensitivitit des Single-Quadrupols. Da im Zuge des Ligations-
assays nur sehr geringe Mengen des Ligationsprodukts gebildet werden, musste zum Er-
halt eines deutlich sichtbaren Signals im Chromatogramm, ein verhéltnismiBig grof3es
Massenfenster von + 0,5 m/z gewdhlt werden. Dies fiihrt gleichzeitig zu einem erhohtem
Grundrauschen im Chromatogramm, womit ebenfalls denkbar ist, dass die zu erwartende
minimale Produktbildung fiir die nicht-templierte Reaktion von 11 mit 14 vom Grund-

rauschen ,,verschluckt wurde.
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5. Untersuchung der Templat-

unterstutzten Amidierungsreaktion

Die gefundene Templat-unterstiitzte Amidierungsreaktion von Amin 14 mit den Aktiv-
estern 11 und 12 sollte im Anschluss nun niher untersucht werden. Dazu wurde zunichst
das im Zuge der Templat-unterstiitzten Reaktion gebildete Ligationsprodukt quantifiziert

und der zeitliche Verlauf der Reaktion genauer betrachtet.

5.1. Quantifizierung des Ligationsprodukts mittels
QTOF/MS

Da sich das in 4.8. genutzte Single-Quadrupol-LC/MS-Instrument aufgrund der zu gerin-
gen Sensitivitdt nicht zur Quantifzierung des gebildeten Ligationsprodukts eignete, wurde
hierzu ein sehr viel sensitiveres, hochauflosendes Quadrupol-Flugzeit(QTOF)-Massen-
spektrometer eingesetzt."” Das Spektrometer war hierbei ebenfalls mit einem LC bzw.
UHPLC-System gekoppelt. Bei diesem Instrument gelangen die erzeugten Ionen, nach-
dem sie den Quadrupol durchquert haben, zunéchst in eine Kollisionszelle und anschlie-
Bend in das Flugrohr. Hier werden die einzelnen Ionen bzw. Massen aufgetrennt. Durch
eine Spannungsquelle wird ein kurzer Spannungstof erzeugt, welcher die Ionen im Flug-
rohr beschleunigt. Diese fliegen aufgrund ihrer unterschiedlichen Massen auch unter-
schiedlich schnell. Bei gegebener kinetischer Energie erreichen kleine Massen dabei eine
hohere Geschwindigkeit als GroBle. Ein Ionenspiegel reflektiert die Ionen am Ende des
Flugrohrs wieder zuriick zum Detektor und auf Basis der massenabhéngigen Flugzeit
kann die jeweilige Masse des lons ermittelt werden.

Zur Quantifizierung der im Ligationassay gebildeten Mengen von Verbindung 15
wurde zunichst eine Kalibriergerade erstellt. Hierbei wurde der find by formula-Algo-
rithmus der MassHunter-Software mit der Summenformel C,;H3;N5OsS (entspricht Ver-

bindung 15) benutzt. Das Programm erzeugt dabei ein extrahiertes lonenchromatogramm
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auf Basis der eingegebenen Summenformel und den gewihlten [M+H]*- und [M+Na]*-
Addukten sowie deren +1 Isotope. Zur Identifizierung der jeweiligen Verbindung nutzt
die MassHunter-Software dabei die exakte Masse, das Isotopenmuster und die Absténde
der einzelnen Isotope zueinander.

Zur Erstellung der Kalibriergeraden wurden sechs unterschiedlich konzentrierte
Referenzlosungen der synthetisierten Verbindung 15 vermessen. Die aus den extrahierten
Ionenchromatogrammen ermittelten Peakflachen wurden anschlieBend gegen die jeweils
injizierte Stoffmenge aufgetragen (s. Abb. 5.1). Hieraus konnte mittels linearer Regres-

sion eine Kalibriergerade erstellt werden.
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Abbildung 5.1. Dargestellt ist die ermittelte Kalibriergerade und deren Funktionsgleichung. Das Be-

stimmtheitsmaB R > der ermittelten Gerade betriigt 0,9874.

Auf Grundlage dieser Kalibriergeraden konnte die im Zuge des Ligationsassays gebildete
Menge von Verbindung 15 quantifiziert werden sowie der zeitliche Verlauf der Reaktion
nidher untersucht werden. Hierzu wurden von den beiden Fragmentpaaren 14 /11 und
14 / 12 jeweils Ansitze mit und ohne Templat hergestellt. Diese wurden anschlieend in

einstiindigen Intervallen mittels LC-QTOF-MS vermessen.
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Die aus dem extrahierten Ionenchromatogramm erhaltenen Peakflichen konnten dann
mithilfe der Kalibriergeraden in die enstprechenden Konzentrationen von 15 umgerech-
net werden. Diese Konzentrationen wurden anschliefend gegen die jeweilige Reaktions-

zeit aufgetragen (s. Abb. 5.2).
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Abbildung 5.2. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Bildung von Ligationsprodukt 15. (A) Verlauf der
templierten und nicht-templierten Reaktion von Amin 14 mit Phenylester 11. (B) Verlauf der templierten

und nicht-templierten Reaktion von Amin 14 mit Trifluorethylester 12.
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Fiir die templierte Reaktion von Phenylester 11 mit Amin 14 zeigte sich hier ein steiler
Konzentrationsanstieg in den ersten drei Stunden, der dann jedoch stark abflachte. Ab
Stunde vier stellte sich ein Plateau bei einem Wert von ca. 26 nM ein. Wie aufgrund der
leichten zusitzlichen Inhibition im Ligationsassay zu erwarten war, konnte fiir die nicht-
templierte Reaktion von 14 und 11 eine geringfiigige Hintergrundreaktion nachgewiesen
werden. Es wurde hier eine Ligationsprodukt-Konzentration von ca. 5 nM ermittelt.

Die templierte Reaktion von 14 und 12 zeigte ebenfalls zunichst einen steilen
Konzentrationsanstieg in den ersten drei Stunden. Ab der sechsten Stunde stellte sich
ebenfalls ein Plateau bei einem Wert von ca. 10 nM ein. Die ermittelten Werte fiir die
nicht-templierte Reaktion decken sich auch hier mit den Ergebnissen aus dem Ligations-
assay und bestitigen nochmals, dass die Amidierungsreaktion von Amin 14 und Tri-
fluorethylester 12 selektiv Templat-unterstiitzt verlduft und nur eine minimale Umset-
zung zum Produkt (0,15 nM) aufgrund der Hintergrundreaktion detektierbar ist. Da die
Kurven beider templierter Reaktionsansitze ein Séttigungsverhalten mit Annidherung an
eine maximale Konzentration c,,,x zeigen, lisst sich der Kurvenverlauf mittels einphasi-
ger exponentieller Assoziationsfunktion beschreiben (Gleichung 5.2).

€= Cpax X (1 -e7%%%) (5.2)
Daraus ldsst sich mittels nicht-linearer Regression fiir die Amidierungsreaktion von
Phenylester 11 und Amin 14 eine c,,x von 25,6 nM errechnen mit einer Halbwertszeit
von 1,4 h. Fiir die Umsetzung von Trifluorethylester 12 mit Amin 14 erhilt man eine ¢,
von 9,6 nM und eine Halbwertszeit von 1,7 h. Das gemessene Sittigungsverhalten ldsst
sich durch die Tatsache erkliren, dass bei der Bildung von Ligationsprodukt 15 ein auto-
inhibitorischen Prozess vorliegt. Da das Enzym in ungebundener, freier Form zwingende
Vorraussetzung fiir die Templat-unterstiitzte Reaktion ist und dieses im Laufe der Reak-
tion immer mehr vom gebildeten, hochpotenten Inhibitor 15 ,,abgeschirmt* vorliegt, wird
bei fortlaufender Reaktion die Wahrscheinlichkeit immer geringer, dass die beiden Aus-
gangsfragmente ein freies Enzymmolekiil finden und Templat-unterstiitzt zu 15 umge-

setzt werden konnen.
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5.2. Acylamidin-Nebenprodukt

Im Zuge der LC-QTOF-MS-Untersuchung der Templat-unterstiitzten Amidierungsreak-
tion konnte iiber den find by formula-Algorithmus der MassHunter Software eine zweite,
in der Losung befindliche Spezies detektiert werden, welche eine zu Verbindung 15 iden-
tische Summenformel und damit auch Masse besitzt.

Die Messung einer synthetischen Referenz von 15, bei der versucht wurde eine
im Vergleich zu den im Ligationsassay verwendeten Ansitzen identische Probenmatrix
zu erzeugen, zeigte einen scharfen Peak bei einer Retentionszeit von 3,6 Minuten mit den
zu erwartenden Massen der [M+H]*- und [M+Na]*-Addukte. Bei der Messung der Proben
aus dem Ligationsassay war jedoch ein zweiter Peak bei einer Retentionszeit von 3,2 Mi-
nuten zu erkennen, fiir den mit starken Schwankungen in etwa eine Peakfliche von 10—
30 % des eigentlichen Produkt 15-Peaks ermittelt werden konnte.

Um Loslichkeitprobleme oder Séduleniiberladung auszuschlieBen, wurden simtli-
che Kombinationen der Einzelkomponenten des Ligationsassay-Ansatzes mittels LC-
QTOF-MS vermessen, wobei jedoch kein Doppelpeak oder Ahnliches zu beobachten
war. Dieser zweite Peak im Spektrum trat nur auf, wenn alle Komponenten des Ligations-
assays in der Probe enthalten waren. Somit musste es sich bei diesem zweiten Peak um
ein bis dahin nicht erwartetes Nebenprodukt handeln.

Potentiell konnte diese unerwartete Reaktivitéit nur von der Amidin-Funktion von
Verbindung 14 ausgehen. Dieser Verdacht wurde durch Literaturrecherche bestitigt.
Zwar wurden Amidine und Guanidine in der Vergangenheit meist als nicht-nukleophile,
starke Basen betrachtet, jedoch wurde in den letzten Jahren auch immer hiufiger vom
Einsatz bestimmter Amidine und Guanidine als nukleophile Katalysatoren berichtet, u. a.
auch im Zuge von Acyl-Transfer Reaktionen.'s ' Hierbei greift das Amidin zunéchst an
einem Acyldonor bzw. aktiviertem Carbonsdurederivat an, wobei eine geladene, hochre-
aktive N-Acyl-Zwischenstufe gebildet wird.'™ Dieses Intermediat kann im Anschluss von
einem beliebigen Nukleophil angegriffen werden, wobei das Amidin als Katalysator der

Reaktion wieder regeneriert wird.
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Um zu bestitigen, dass es sich beim zweiten detektierten Peak tatsdchlich um das N-
Acylamidin 18 handelte, sollte die Verbindung nun gezielt synthetisiert und isoliert wer-
den (s. Schema 5.1).1 Hierzu wurde Verbindung 14 zunichst Boc-geschiitzt und dann in
stark alkalisiertem Wasser aufgenommen. Durch Extraktion mit Dichlormethan konnte

so Verbindung 14d mit freier Amidinfunktion erhalten werden.

1.) 1,1 Aq. DCC
1,1 Aq. HOBt
DMF
0 0 0
g I j< 0°Cfirth $
@d’ NH , O ) N0 12h bei RT g NH y O NH
OJ}(N%OH + 1,1Aq. HyN _— OWNJN
2.) DCM/TFA 9:1 N
o NH 2h bei RT 0
1 14d 18 i,

Schema 5.1. Schematische Darstellung der Synthese von Verbindung 18.

Zur Kupplung der Carbonsiure 1 mit Amidin 14d wurde eine DCC/HOBt-Kombination
verwendet. Nach 13 h konnte mittels LC/MS die komplette Umsetzung von 1 nachgewie-
sen werden. Die nachfolgende Boc-Entschiitzung stellte sich aufgrund der
hohen Instabilitit von 18 als problematisch heraus. Am besten funktionierte hier ein klas-
sisches DCM/TFA 9:1-Gemisch, welches zu einer Rohausbeute von 72 % fiihrte. Auch
bei der nachfolgenden Aufreinigung des Rohprodukts fiihrte die Instabilitdt von Verbin-
dung 18 zu Schwierigkeiten. Ein erster Versuch mittels basischer Extraktion und der Auf-
reinigung durch priparative HPLC schlug fehl. Jegliche Extraktionsversuche mit wissri-
gen Losungen fithrten zu massiven Ausbeuteverlusten. Am Ende wurde eine Flash-
Chromatographie mit DCM/MeOH 95:5 durchgefiihrt, wobei Produkt 18 in einer Ge-
samtausbeute von 26 % mit minimalen Spuren von Zersetzungsprodukten erhalten
wurde. Ein geringer Methanol-Anteil war hier vonnoten um eine zufriedenstellende Tren-
nung zu erhalten. Andere FlieBmittelkombinationen, die keine Nukleophile enthielten,
stellten sich als ungeeignet heraus.

Aufgrund der Tatsache, dass das Nebenprodukt 18 potentiell ebenfalls zur im Li-
gationsassay gemessenen Inhibition beitragen konnte, sollte das isolierte Produkt 18 nun

dazu verwendet werden eine Kalibriergerade (vgl. Abschnitt 5.1) zu erstellen, um so die
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gebildeten Mengen quantifizieren zu konnen. Gleichzeitig sollte der ICsy-Wert der Ver-
bindung bestimmt werden. Somit kénnte ermittelt werden, ob die Affinitdt von 18 aus-
reicht, um in den gebildeten Konzentrationsbereichen einen Einfluss auf die Enzymakti-
vitdt zu haben. Leider war die Stabilitdt von Verbindung 18 jedoch unter keiner der ge-
testeten Bedingungen ausreichend, um die geplanten Experimente durchzufiihren. Insbe-
sondere die Anwesenheit von Wasser scheint groen negativen Einfluss auf die Stabilitét
des Acylamidins zu haben. Mittels LC-QTOF-MS konnten zahlreiche Zersetzungspro-
dukte von 18 identifiziert werden (s. Abb. 5.3).

o] 0
S0 S
o) N + NH, 5 O\)ﬁ(N\)\H
o) NH o NH,
14 15

IC5y = 58,6 (+ 3,6) MM
Retentionszeit = 3,62 min
Molekulargewicht = 537,635
exakte Masse = 537,20459

Acylamidin-
1) Nebenprodukt 18

Retentionszeit = 3,21 min
BN Molekulargewicht = 537,635
NH, <7 exakte Masse = 537,20459 -

Molekulargewicht = 150,181
exakte Masse = 150,07931

=. "
/",V' "‘: ©\/ /, NH
¥ '-. J\I(N\)kNHZ

NH,

H,N
MolekulargeW|cht = 405,1358

14 NH exakte Masse = 405,469
Molekulargewicht = 149,1970

exakte Masse = 149,0953
QLS. yﬁrwxm

MolekulargeW|cht = 406,453
exakte Masse = 406,1199

Abbildung 5.3. Entstehung des Acylamidin-Nebenprodukts und dessen mittels LC-QTOF-MS detektierte
Zerfallsprodukte. Neben der Hydrolyse der Carbonylfunktion des Acylamidins mit Zerfall zu Amin 14 und

Carbonséaure 1, konnte ebenfalls die Hydrolyse der Imino-Funktion des Acylamidins nachgewiesen werden.
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Fraglich bleibt, welchen Einfluss die Messung im LC-QTOF-MS selbst auf die Zerset-
zung von 18 besitzt. Kritische Parameter sind hier bspw. die Trennung auf der LC-
Trennsdule (mobile Phase: H,O/MeCN; 0,1 % Ameisensdure) sowie die lonisierung in
der ESI-Quelle.

Aufgrund der zu geringen Stabilitit von 18 konnte der mogliche Storeinfluss auf
die Ergebnisse des Ligationsassays nicht abschlieBend geklirt werden. In Arbeiten von
Lam et al. aus dem Jahr 2003 konnte jedoch gezeigt werden, dass ein P1-Austausch des
Benzamidins gegen Benzylamin mit einer mehr als 200-fachen Abnahme der Faktor Xa-
Bindungsaffinitit einhergeht.® Ahnliches konnte in Arbeiten von Markwardt et al. ge-
zeigt werden, wo diverse P1-Bausteine an verschiedenen Serin-Proteasen getestet wur-
den. Bei Serum-Kallikrein fiihrte der Benzamidin/Benzylamin-Austausch zu einem voll-
standigen Affinitdtsverlust im Fall des unsubstituierten Benzylamins. Bei einer etwas
komplexeren Verbindung (Benzylamin-substituiert, M =193 g/mol; Benzamidin-
substituiert, M = 206 g/mol) fiihrte der Austausch zu einer Bindungsaffinitit-Abnahme
um mehr als das 1000-fache. In einer weiteren Arbeit testete Markwardt et al. nochmals
Benzamidin- und Benzylamin-substituierte Fragmente und verglich dabei die Affinitit
bei drei verschiedenen Serin-Proteasen (Trypsin, Thrombin, Plasmin). Auch hier konnte
gezeigt werden, dass ein Benzamidin/Benzylamin-Austausch zu 5- bis 56-fachen Affini-
tits-Abnahmen fiihrte.'™

Somit ist auch bei Verbindung 18 im Vergleich zu 15 mit deutlichen Affinitits-
einbuBen zu rechnen und der Einfluss auf den Ligationsassay kann daher als gering ein-

geschiitzt werden.
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5.3. Untersuchung der aufgeklarten Struktur von

Faktor Xa im Komplex mit Inhibitor 15

AbschlieBend sollte nun der sterische und mechanistische Verlauf der gefundenen Temp-
lat-unterstiitzten Amidierungsreaktion ndher untersucht werden (s. Abb. 5.4). Dies ge-
schah auf Basis der Kristallstruktur! von Faktor Xa im Komplex mit Inhibitor 15 (PDB:
5KOh).ms 5 Der Kristallkomplex wurde durch Back-Soaking erhalten. Diese Methode

nutzt einen bestehenden Faktor Xa / Inhibitor-Komplex, welcher in eine Losung des zu

kristallisierenden Inhibitors gegeben wird.

Abbildung 5.4. Schematische Darstellung der Templat-unterstiitzten Reaktion und der zum Ablauf der
Reaktion notwendigen Interaktion der Fragmente mit dem Templat. Der Komplex, bestehend aus den bei-
den Aktivestern 11/12 und Amin 14 (unten), wurde auf Grundlage des Faktor Xa/Ligationsprodukt 15-
Komplexes modelliert (PDB: SKOh).

! Die Kristallstruktur wurde von Prof. Dr. Torsten Steinmetzer (Institut fiir Pharmazeutische Chemie der
Philipps-Universitit Marburg) zur Verfiigung gestellt und auf PDB unter dem Code 5KOh abgelegt. Die
Strukturanalyse wurde von der Firma Proteros Biostructures GmbH (Planegg-Martinsried, Deutschland)
unter der Projektleitung von Dr. Nils Ostermann durchgefiihrt.
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Der Ansatz wird mehrere Tage stehen gelassen. Da der zu kristallisierende Inhibitor im
Uberschuss eingesetzt wird, erfolgt eine Verdringung bzw. Substitution des gebundenen
Inhibitors mit dem sich in Losung befindlichen Inhibitor. Auf diese Weise konnte der
Faktor Xa/Inhibitor 15-Kristallkomplex erhalten werden. Die eigentliche Strukturaufls-
sung wurde im Anschluss am Synchrotron durchgefiihrt. Synchrotronstrahlung zeichnet
sich durch eine hohe Intensitit und Fokussierbarkeit aus. Zur Strukturaufkldrung wird der
erhaltene Co-Kristall mit einem gebiindelten Rontgenstrahl beschossen. Die Wellenlin-
gen dieser Strahlung liegen im Angstrom—Bereich (1 A =0,1 nm) und konnen daher an
den Elektronen der sich im Kristall befindenden Atome /Molekiile gebeugt bzw. gestreut
werden. Hierbei wird ein spezifisches Diffraktionsmuster erzeugt, welches dazu verwen-
det werden kann, Riickschliisse auf die Elektronendichte und damit auch auf den mole-
kularen Aufbau des Kristallkomplexes zu ziehen. So konnte die Struktur des Protein /
Inhibitor-Komplexes in einer hohen Auflosung von 2,2 A aufgeklirt werden.

Mithilfe der aufgeldsten Struktur konnten einige Annahmen, die zu Beginn der
Arbeit getroffenen wurden, bestdtigt werden. Wie zu erwarten war, bindet der
Benzamidin-Rest von Inhibitor 15 in die S1-Bindetasche des Enzyms und interagiert dort
mit Asp-189 (s. Abb. 5.5). Damit tridgt die Benzamidin-Funktion in hohem MaBe zur
freien Bindungsenergie des Inhibitors bei und ist essentiell fiir die hohe Affinitdt von 15
zum Zielprotein.

Ebenfalls bestitigt werden konnte die proklamierte Bindung der O-Benzyl- und
N-Benzylsulfonyl-Reste in die Bindetaschen S2—S4. Die Tatsache, dass hier nur verhalt-
nismifBig schwache Interaktionen zum Zielprotein mdoglich sind, erklért die geringe Affi-
nitdt der Aktivester zum Enzym. Ausgehend von der aufgekldrten Struktur des Protein /
Inhibitor 15-Komplexes konnten modellierte Faktor Xa-Komplexe der Aktivester 11/12
und Amin 14 berechnet werden, aus denen die Bindungsmodi der reagierenden Frag-
mente abgeleitet werden konnten. Die modellierte Komplexe konnten ebenfalls bestiti-
gen, dass die zuvor beschriebene (s. Abschnitt 2), iiber ein Acyl-Enzym-Intermediat ver-
laufende, Protease-katalyiserte Bildung einer Amidbindung hier nicht moglich bzw. sehr
unwahrscheinlich ist. Grund dafiir ist die zu groBe Distanz des katalytischen Serins zum
Carbonyl-Kohlenstoff des Aktivesters. Fiir Phenylester 11 wurde hier ein Abstand von

4,8 A gemessen. Beim Trifluorethylester 12 wurden 4,9 A ermittelt.
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Abbildung 5.5. (A)+(B) Abgebildet sind die auf Basis der aufgeklirten Struktur des Protein / Inhibitor-
Komplexes (PDB: 5K0h) modellierten Faktor Xa-Komplexe der Aktivester 11 (A) bzw. 12 (B) mit Amin
14. Die Aktivester sind gelb dargestellt, 4-Aminomethylbenzamidin in cyan. (C) Zeigt das im Zuge der
Templat-unterstiitzten Amidierung gebildete Ligationsprodukt 15 mit den wichtigsten, an der Inhibitorbin-
dung beteiligten Aminoséureresten. (D) Darstellung der Proteinoberfliche mit gebundenem Inhibitor 15.
Die wichtigsten Aminosédure-Interaktionspartner sind in grau abgebildet, die Aminosduren der katalyti-

schen Triade in griin.
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Anhand der modellierten Faktor Xa-Komplexe von Aktivester 11/12 und Amin 14 sollte
anschlieBend eine detailliertere Betrachtung des sterischen Verlaufs der templierten Frag-
ment-Verkniipfung erfolgen (s. Abb. 5.6). Gleichzeitig sollte iiberpriift werden, ob die
Position und rdumliche Orientierung, der an der Reaktion beteiligten funktionellen Grup-
pen, eine Templat-unterstiitzte Reaktion der Fragmente zuldsst bzw. begiinstigt und somit

die aufgestellte Hypothese einer templierten Amidierung bekriftigen kann.

Abbildung 5.6. Darstellung der modellierten Faktor Xa-Komplexe von Aktivester 11 (A) bzw. 12 (B) und
Amin 14. Abgebildet ist ebenfalls die Interaktion der Aktivester bzw. Aktivesterkomponenten mit Tyr-99,
welche potentiell eine entscheidende Rolle beim beobachteten Templat-Effekt spielt. Interaktionen sind

durch gestrichelte Linien dargestellt. Der N-C-O-Winkel ist in griin abgebildet.

Zunichst wurde die Distanz des angreifenden Amin-Stickstoffs zum Carbonyl-Kohlen-
stoff des aktivierten Esters ermittelt. Dabei konnte fiir beide Aktivester ein Wert von
3,4 A bestimmt werden. Um zu ermitteln, ob eine intermolekulare Interaktion zweier
Atome innerhalb eines Kristallkomplexes moglich ist, werden meist die jeweiligen Van-
der-Waals-Radien der beiden potentiell interagierenden Atome herangezogen.'”
Hierzu wird zunichst die Summe der Radien gebildet: Fiir das Stickstoff- und das Koh-
lenstoffatom betrédgt diese 3,25 A. Der errechnete Wert wird anschlieBend mit den aus
den modellierten Komplexen ermittelten Distanzen der reagierenden Atome verglichen.
Diese liegen mit jeweils 3,4 A im Bereich der Summe der Van-der-Waals-Radien (Tole-

ranz: + 0,7 A),l”ﬁl womit eine intermolekulare Interaktion moglich ist.
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Zwischen dem angreifenden Amin-Stickstoff von Verbindung 14 und der Aktivester-
Carbonylfunktion (CO) von 11 und 12 konnte ein N-C-O-Winkel von 82° (11) bzw. 83°
(12) ermittelt werden. Biirgi und Dunitz postulierten in ihrer Arbeit aus dem Jahr 1973
den nach ihnen benannten Winkel als idealen Angriffwinkel eines Nukleophils an eine
Carbonylfunktion. Dieser Winkel betrigt ca. 107°.0 In spéteren Arbeiten konnte jedoch
gezeigt werden, dass dieser nicht immer zutreffend ist und eine erfolgreiche Reaktion
auch fiir Angriffswinkel im Bereich von 68° bis 134° moglich ist. Dies sei besonders bei
asymmetrisch-substituierten Carbonylen oder bei Anwesenheit volumnidser Substituen-
ten der Fall.t”» Da im vorliegenden Beispiel ein asymmetrisch-substituierter Ester mit vo-
lumnidsen Phenylresten mit einem Amin-Nukleophil reagiert, ist eine Abweichung vom
idealen Angriffwinkel ebenfalls wahrscheinlich. Die ermittelten Werte von 82° bzw. 83°
liegen dabei in der genannten Toleranz, womit auch der Angriffswinkel eine intermole-
kulare Interaktion zulésst und die These der templierten Reaktion unterstiitzt.

Zusammenfassend konnte durch die Untersuchung der modellierten Komplexe
von Faktor Xa mit den gebundenen Ausgangsfragmenten der vorgeschlagene Mechanis-
mus der Templat-unterstiitzten Amidierung weiter verifiziert werden. Es konnte dabei
gezeigt werden, dass sich die gebundenen Fragmente und deren reaktive Gruppen in ei-
nem fiir die Reaktion geeigneten Abstand zueinander befinden sowie die Orientierung der
reagierenden Gruppen einen erfolgreichen Angriff des Amin-Nukleophils an der Akti-
vester-Carbonylfunktion ermoglichen.

Ob Faktor Xa bei der Templat-unterstiitzten Reaktion neben der Rolle des Temp-
lats ebenfalls den Ablauf der Reaktion aktiv begiinstigt, konnte auf Grundlage der be-
rechneten Komplexe nicht abschlieBend geklidrt werden. Denkbar wire eine in der ur-
spriinglichen Struktur von Faktor Xa mit Inhibitor 15 nicht vorhandene Interaktion der
Aktivester 11/12 mit Tyr-99 (s. Abb. 5.6). Die potentiell mogliche Wasserstoftbriicken-
Bildung zwischen der Tyrosin-Hydroxylgruppe und dem Sauerstoff-Atom der Aktiv-
esterkomponente von 11/12 konnte zur Protonierung der Aktivesterkomponente fiihren.
Dies wiirde mit einer deutlichen Verbesserung der Abgangsgruppeneigenschaften einher-
gehen, wodurch Faktor Xa auch aktiv eine Rolle in der proklamierten selektiv-

ablaufenden templierten Amidierung spielen wiirde.

79



5.4. Untersuchung der superadditiven

Bindungsenergiezunahme als Folge der Ligation

Die Bestimmung der Kj-Werte der Fragmente und des Fragment-Ligationsprodukts
zeigte, dass im Zuge der Templat-unterstiitzten Amidierung aus zwei millimolar-aktiven
Fragmenten ein nanomolar-aktives Produkt gebildet wird (s. Abschnitt 4.4). Somit fiihrt
die Ligation der Fragmente zu einer deutlichen Steigerung der Bindungsaffinitit. Um die
Effizienz der Verkniipfung zu beurteilen, wurde unter Verwendung von Gleichung 3.20
der Verkniipfungskoeffizient £ von Verbindung 1 mit 14 bestimmt. Hierbei wurde ein
Wert von 0,0078 ermittelt. Damit stellt die Reaktion ein Beispiel fiir eine Fragment-
Ligation mit superadditiver resultierender Bindungsaffinitit dar. Eine solche Superaddi-
tivitidt wird in der Regel nur selten beobachtet, besonders in der fiir die Ligation von 1
und 14 gefundenen GréBenordnung. i 1!

Zur Untersuchung der gefundenen Superadditivitit wurden zunichst die freien
Bindungsenergien der Einzelfragmente durch Verwendung von Gleichung 3.18 ermittelt
(s. Tabelle 5.1). Fiir die Fragmente 1 und 14 konnten dabei Werte von -12,7 kJ x mol?
bzw. -17,79 kJ x mol? erhalten werden.-Die Summe der Gibbs-Energien von 1 und 14
ergibt somit eine theoretische Gibbs-Energie fiir das Ligationsprodukt von -30,5 kJ x
mol . Damit weicht der theoretische Wert, wie zu erwarten, deutlich von der experimen-
tell gefundenen Gibbs-Energie fiir Ligationsprodukt 15 von -42,3 kJ x mol™* ab.

Ebenfalls wurde zur Untersuchung der Superadditivitit die Liganden-
Effizienzen (LE) der einzelnen Fragmente sowie der Fragment-Kombination ermittelt.

Diese wurden durch Verwendung von Gleichung 5.3 erhalten./

AG
LE = A (5.3)

Die Liganden-Effizienz wird oft bei der Optimierung von Fragmenten eingesetzt und
setzt die freie Gibbs-Energie in Relation zur Anzahl der im Molekiil befindlichen Atome
HA (ohne Wasserstoffatome). Hierdurch soll bei der Optimierung der Fragmentstruktur
eine moglichst effiziente Nutzung der Atome und funktionellen Gruppen des Liganden
bei der Bindung zum Zielprotein gewéhrleistet werden.!” * Zur Veranschaulichung fiihr-

ten Hopkins et al. bei ihrer Einfithrung der Liganden-Effizienz ein Rechenbeispiel an. In
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diesem Beispiel wird ein ,,Standard‘“-Inhibitor mit einem K;-Wert von 10 nM und einer
GroBe von 500 g/mol entwickelt. Durch die von Hopkins et al. durchgefiihrte Analyse
der Pfizer Screening-Datenbank konnte als mittlere Molare Masse eines nicht-Wasser-
stoffatoms 13,286 g/mol ermittelt werden. Unter Verwendung dieses Werts kann mittels
Gleichung 3.18 und 5.3 eine zur Optimierung des Inhibitors notwendige LE von
0,3 kcal x mol* ermittelt werden.s1 Ziel wire es hier also, wihrend der Optimierung des
Liganden, die Liganden-Effizienz iiber 0,3 kcal x mol? zu halten. Fiir den Fall der Su-
peraddititvitit wiirde man im Zuge der Optimierung sogar eine Erhohung der Liganden-
Effizienz erwarten.™

Fiir die Ausgangsfragmente 1 und 14 wurde eine LE von 0,11 bzw. 0,39 berech-
net. Der hohe Wert fiir Verbindung 14 liegt in der starken Interaktion mit Asp-189 be-
griindet, bei einer verhéltnisméBig geringen Molekiilgroe. Dieser Wert sinkt im Zuge
der Verkniipfung zur Fragment-Kombination 15, fiir die eine LE von 0,27 errechnet
wurde. Kompensiert wird dies durch die deutliche Erhdhung, die die LE von 1 erféhrt.
Zieht man beide LE-Anderungen der Fragmente in Betracht, ergibt sich durch die Ver-
kniipfung der Fragmente eine LE-Erhohung von 0,4. Dies zeigt, dass die resultierende
superadditive Bindungsenergiezunahme im vorliegenden Fall der templierten Fragment-
Ligation auch mit einer gesteigerten Nutzungs-Effizienz der im finalen Inhibitor befind-
lichen Atome und funktionellen Gruppen einhergeht.

Um den Beitrag des Linkers zur beobachteten superadditiven Gibbs-Energie zu
priifen, wurde ausgehend von 1 das Derivat 16 hergestellt, bei dem die Carbonséure durch

ein primires Amid ersetzt wurde (s. Abb. 5.7). Ebenfalls wurde das N-acetylierte Derivat

O
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NH

16 17

von 14 (=17) hergestellt.

Abbildung 5.7. Dargestellt sind die beiden hergestellten Derivate 16 und 17.
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Ziel war es dabei, die Bindungsverhiltnisse von 15 nachzuahmen und den Einfluss der
Erweiterung von Amin 14 und Carbonsédure 1 um die in 15 jeweils vorhandene Amid-
Teilstruktur zu untersuchen. Fiir 16 und 17 wurden anschlie3end ebenfalls die Kj-Werte

bestimmt und daraus die jeweiligen freien Bindungsenergien ermittelt.

Tabelle 5.1. Ubersicht der experimentell ermittelten thermodynamischen Daten

= X K HA LE AGexp AGexp

I [keal xmol"]  (kJxmol'] [kcal xmol']

<P 1 Aon 55mM 28 011  -1270  -3,04

< <
SN Lo 102mM 34 008  -11,19  -2,67
©\/O?/Kn/“\)j\x 11 O_O
; ~<
12 0~ | 96mM 33 008 -1132 270
et
16 AN, 60mM 28 011  -1246  -2,98
14 Aww, | 068mM 11 039 -17,79  -425

a 17 AL | LImM 14 028  -1660  -3,97
H
CE 15 2930M 38 027  -4228 10,10
QL d
O. N N

Fiir die ,,Amid“-Derivate von 1 und 14 konnten dabei K;-Werte von 6 mM fiir 16 und
1,1 mM fiir 17 ermittelten werden. Die erhaltenen K;-Werte liegen somit hoher wie die

der jeweiligen Ausgangsfragmente. Die beobachtete Wechselwirkung der entsprechen-

den Amidbindung von 15 mit Serin-214 (s. Abb. 5.5 (C)) scheint bei 16 und 17 nicht zu
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einer signifikanten Erhohung der Bindungsenergie zu fithren. Auf Grundlage der ermit-
telten Daten kann daher ein Einfluss des Linkers auf die supperadditive Bindungsenergie
des Ligationsprodukts ausgeschlossen werden. Denkbar ist hierbei jedoch auch, dass be-
sonders im Fall von 17 die verhiltnism@Big kleine Acetylgruppe nicht ausreicht, um die
Amid-Struktur in die Position zu zwingen, die zur Ausbildung der Wasserstoffbriicke
zwischen Amid-NH und Ser-214-Carbonylfunktion notig wire.

Eine weitere mogliche Ursache einer durch die Verkniipfung von Fragmenten be-
dingten superadditiven Zunahme der resultierenden Bindungsenergie beschrieben Mur-
ray und Verdonk in ihrer Arbeit aus dem Jahr 2002.'# Diese begriindeten das Auftreten
von Superadditivitét auf Basis von Entropiednderungen: Jedes Fragment verliert demnach
bei der Bindung Freiheitsgrade, was mit einer Entropieabnahme einhergeht. Bei der
theoretischen Berechnung der freien Bindungsenergie eines Ligationsprodukts zweier
Fragmente (Gleichung 3.19) ist so fiir beide Fragmente ein energetisch ungiinstiger Ent-
ropieabnahme-Term enthalten. Die Bindung des entsprechenden Fragment-Kombinati-
onsprodukts wiirde daher zu einem geringeren Entropieverlust fithren, da hier nur ein
Term fiir die aus der Bindung des Ligationsprodukts bedingte Entropieabhname in die
Rechnung mit eingehen wiirde. Somit kann die Verkniipfung zweier Fragmente Entropie-
bedingt zu einer erheblichen Steigerung der freien Bindungsenergie fithren.'® Da der Lin-
ker nicht zur erhohten Affinitdt beitrdgt, kann auch im vorliegenden Fall die
weniger negative Bindungsentropie, die sich aus der Verkniipfung der Fragmente ergibt,

als Ursache fiir die beobachtete Superadditivitit angenommen werden.
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6. Carbonsaureaktivierung im
Mikrotiterplatten-MaBstab

Mit dem entwickelten Ligationsassay konnten erfolgreich Phenylester und Trifluorethyl-
ester als mogliche Ausgangsfragmente fiir eine Templat-unterstiitzte Amidierungs-
reaktion identifiziert werden. Auf Grundlage der gewonnenen Erkenntnisse sollte nun
versucht werden, die Aktivierung von Carbonsiuren zu Phenyl- bzw. Trifluorethylestern
in Mikrotiterplatten durchzufiihren. Damit wire es prinzipiell moglich, durch Paralleli-
sierung der Templat-unterstiitzten Reaktion, Screenings im kleineren Maf3stab durchzu-
fiihren. Dies konnte bspw. im Zuge von Hit-Auswahl-Prozessen, wo die Anzahl der
Fragment-Kombinationen bereits begrenzt ist, hilfreich sein. Ein sehr viel wichtigeres
Einsatzgebiet stellt jedoch die Aktivierung von Carbonsidure-Bibliotheken mit nachfol-
gender Umsetzung zu den entsprechenden Amiden dar. Die so erzeugten Amide konnen
nachfolgend innerhalb verschiedenster Screening- und Assayformate verwendet werden.
Fiir Reaktionen in Mikrotiterplatten bestehen dabei generell im Vergleich zur Re-
aktion im Kolben einige Besonderheiten: Beispielsweise sind die Moglichkeiten den Re-
aktionsansatz aufzureinigen auf einfache Evaporations- und Filterschritte begrenzt. Eben-
falls gilt, dass bei einer bestimmten Fragment-Bibliothek zwar die reagierende funktio-
nelle Gruppe identisch bleibt, je nach sonstigen Substituenten und sterischen Gegeben-
heiten im Fragment diese jedoch in einem breiten Reaktivititsspektrum vorliegen kann.
Daher sollte der eingesetzte Reaktionstyp mdoglichst selektiv sein, sodass auch weniger
reaktive Fragmente ohne Nebenreaktionen zu einem definierten Produkt reagieren und
dabei gleichzeitig andere funktionelle Gruppen im Fragment toleriert werden.
Da der Reaktionsansatz direkt im Assay verwendet wird, sollte die Reaktion nur
zu wasserloslichen (Neben-)Produkten fithren oder zu solchen, die bereits durch geringe
Anteile organischer Losungsmittel in Losung gebracht werden konnen. Prizipitation be-

stimmter Reaktionsbestandteile bzw. deren Abbauprodukte kann zu Interferenzen mit
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dem Assaysystem fiihren, was zu fehlerbehafteten Messergebnissen fiihren wiirde. Un-
umginglich ist dabei, dass der Einfluss der einzelnen Bestandteile des Reaktionsansatzes
auf die Aktivitit des verwendeten Enzyms im Voraus iiberpriift wird. Die Carbonsiure-
aktivierung im Mikrotiterplatten-Format sollte anhand der Umsetzung zu drei verschie-
denen Aktivestern untersucht werden: Trifluorethylester, Phenylester und dem etwas re-
aktiveren Thiophenylester.

Exemplarisch wurde Carbonsdure 1 gewihlt, um verschiedene Aktivierungs-
methoden zu testen. Bereits zu Beginn zeigte sich dabei, dass die zuvor verwendeten
Polystyrol-Mikrotiterplatten (Corning 3655) fiir Reaktionen mit organischen Losungs-
mitteln ungeeignet waren. Besonders DMF fiihrte hier zur schnellen Auflosung der Platte.
Daher wurden fiir die nachfolgenden Versuche Polypropylen-Mikrotiterplatten (ABgene
Storage Plates) verwendet, welche sich als deutlich robuster erwiesen. Erste Aktivie-
rungsversuche zum Phenylester zielten darauf ab (s. Tabelle 6.1 A), das Spektrum ein-
setzbarer Losungsmittel zu testen. Dabei wurde das zuvor erfolgreich eingesetzte EDC
als Aktivierungsreagenz verwendet. Hierbei konnte besonders im Fall von Dioxan (72 %)
eine hohe Umsetzungsrate gezeigt werden. Der Einsatz der anderen getesteten Losungs-
mittel (DCM, EE, Aceton, THF, MeCN) konnte im Zuge dieser ersten Tests bereits na-
hezu ausgeschlossen werden. Die schlechte Pipettierbarkeit verhinderte ein exaktes Ab-
messen der eingesetzten Volumina im Fall von DCM und Aceton komplett, bzw. war im
Fall von EE, THF, MeCN stark erschwert.

Weiterfithrende Tests mit Fokus auf Dioxan konnten anschlieend zeigen, dass
Reaktionszeiten von iiber 2 h zu keiner weiteren Steigerung des Umsatzes fiihrten.
Ebenso fiihrte die Zugabe von Basen (NMM, DIPEA) nicht zu vermehrter Produktbil-
dung. Die zu erwartende erhohte Reaktivitdt als Folge der Deprotonierung der Carbon-
sdaure sowie der Aktivesterkomponente blieb aus und stattdessen war lediglich eine deut-
liche Zunahme von Oxazolon- und N-Acylharnstoff-Nebenprodukten im LC/MS-Spekt-
rum zu beobachten (s. Abb. 6.1). Zwar kann das Oxazolon-Nebenprodukt prinzipiell zum
Aktivester weiterreagieren, dies konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, vermutlich

aufgrund einer zu geringen Nukleophilie des Phenols.

86



Tabelle 6.1. Ubersicht der getesteten Bedingungen zur Optimierung der Carbonsiureaktivierung

. . . O
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(1.1Aq.) Dioxan 0 . F.\

DAST  DCM ) 23 (50 HO (g | 100
(1,2Aq.) Dioxan 0 L L N 1
TFFH  DCM 2 DIPEA 25
Dioxan 8
TcFH  DCM 2,5 Pyridin 8
Dioxan 0
THF i 14
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Abbildung 6.1. Dargestellt sind die nachgewiesenen Haupt-Nebenprodukte der EDC-Aktivierung.

AnschlieBend wurden weitere klassische Aktivierungsmethoden (DAST, TFFH, TCFH,
CDIL, IPCF, IBCF) untersucht. Hierbei wurde jeweils ein Ansatz in Dioxan und ein Ansatz
in einem, typischerweise fiir das jeweilige Reagenz eingesetzten Losungsmittel, herge-
stellt und getestet. Samtliche getestete Methoden fiihrten jedoch nur zu geringen Umset-
zungsraten. Lediglich mit IPCF (79 %) und IBCF (63 %) konnten akzeptable Ausbeuten
erzielt werden. Diese bieten potentiell den Vorteil, dass sowohl das Reagenz als auch
dessen Abbauprodukte mittels Vakuumkonzentrator (SpeedVac) aus den Platten bzw. Re-
aktionsansitzen entfernt werden konnten. Weitere Versuche zur Optimierung der Reak-
tion mit IPCF und IBCF (Daten nicht gezeigt) blieben jedoch erfolglos. Die Steigerung
von Akivesterkomponenten-, Reagenz- und Basenédquivalenten fiihrte hierbei nahezu aus-
nahmslos zu erhohter Bildung des IPCF-Phenol-Addukts (s. Abb. 6.2) bzw. dessen IBCF-

Analogons.

O\”/O
9
Abbildung 6.2. Dargestellt ist das bei der IPCF-Aktivierung gebildete [PCF-Phenol-Addukt.

In nachfolgenden Tests wurde die Aktivierung durch die beiden Carbodiimid-Reagenzien
EDC und DCC miteinander verglichen. Hierbei konnten mit DCC sehr gute Ausbeuten
erzielt werden. Gleichsam konnte fiir die Aktivierung mit DCC nahezu kein N-Acylharn-
stoff-Nebenprodukt detektiert werden, vermutlich aufgrund der im Vergleich zu EDC
fehlenden zusitzlichen Amin-Funktion und der damit verbundenen verringerten

Basizitit.
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Im Anschluss wurde der Einsatz verschiedener Aktivesterkomponenten- und Reagenz-
Aquivalente untersucht sowie auch die Verwendung von DMAP getestet (s. Tabelle
6.1 B). Fiir die Erhohung der Aquivalente konnte hier in Relation zu méglichen Konzent-
rations-bedingten Assay-Storeffekten nur eine geringe Steigerung des Reaktionsumsatzes
nachgewiesen werden.

Sehr gute Ausbeuten konnten durch Verwendung der klassischen Steglich-
Aktivierung mit 1,1 Aq. DCC und 0,1 Aq. DMAP erhalten werden. Hierbei konnten Um-
setzungsraten von 88 % (Thiophenylester) tiber 98 % (Phenylester) bis hin zur vollstén-
digen Umsetzung im Fall des Trifluorethylester erreicht werden. Gerade die Aktivierung
zum Trifluorethylester stellte sich dabei als besonders praktikabel heraus: Trifluorethanol
kann mit bis zu 50 Aq. eingesetzt werden, was die nahezu quantitative Umsetzung zum
Trifluorethylester zur Folge hat. Im Anschluss kann der Uberschuss der Aktivesterkom-
ponente einfach mittels Vakuumkonzentrator entfernt werden.

Somit konnte jeder der Aktivester erfolgreich in der Mikrotiterplatte erzeugt
werden und die einfache Aktivierung mittels Steglich-Veresterung mit nachfolgender
Umsetzung zum Amid sollte einen breiten Einsatz innerhalb verschiedenster Screening-

und Assayformate ermoglichen.
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7. Screening der Carbonsaure-
Bibliothek gegen WNV NS2B-NS3-

Protease

Im Zuge des geplanten Screenings sollte die vorhandene Carboxylat-Fragment-Biblio-
thek mit dem von Hammamy et al.'* gefundenen, aktivsten P1-Fragment der WNV Pro-
tease gekuppelt werden und die gebildeten Amide anschlieBend in-situ gegen die WNV
NS2B-NS3-Protease getestet werden. Hierbei sollte ein bereits in der Arbeitsgruppe etab-
lierter Assay genutzt werden. Als Puffer wurde ein 10 mM MOPS-Puffer (pH 8) mit 20 %
Glycerol-Anteil verwendet. Der DMSO-Anteil im Assay betrug 3,2 %. Die WNV NS2B-
NS3-Protease! wurde in einer Konzentration von 14,3 nM eingesetzt. Als Fluoreszenz-
substrat wurde Cbz-GKR-AMC (s. Abb. 7.1) gewdhlt, fiir das ein Ky;-Wert von 122 uM

bestimmt wurde.

Abbildung 7.1. Darstellung des im Screening verwendeten Fluoreszenzsubstrats Cbz-Gly-Lys-Arg-AMC.

Die Spaltstelle ist mit einem roten Pfeil gekennzeichnet.

! Die Herstellung der rekombinanten WNV NS2B-NS3-Protease wurde von Dr. Christoph Arkona am
Pharmazeutischen Institut Berlin durchgefiihrt. Fiir die Stamml6sung wurde eine Konzentration von 31 uM
bestimmt.
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7.1. Synthese von Amin 19 (GCMA)

Zur Durchfiihrung des in-situ Screenings wurde zunichst Amin 19 (GCMA) synthetisiert
(s. Schema 7.1). Dabei wurde das kduflich erworbene trans-4-(Boc-amino)cyclohexan-
methylamin im ersten Schritt Cbz-geschiitzt und das entstandene Produkt 19a im An-
schluss an der zweiten Amin-Funktion Boc-entschiitzt. 19b konnte nun im néchsten
Schritt guadinyliert werden. Die Guadinylierung erwies sich zunichst als schwierig und
Versuche mit 1H-Pyrazol-1-carboxamidin und 2-Ethyl-2-thiopseudourea fiihrten nur zu
geringen Ausbeuten, welche auch durch erhdhte Basenzugabe nicht weiter gesteigert wer-
den konnten. Unter Verwendung von 1,3-Di-Boc-2-(trifluormethylsulfonyl)guanidin in
DCM mit zwei Aquivalenten Base (TEA) konnte nach Riihren iiber Nacht jedoch die
vollstindige Umsetzung zu Guanidin 19c¢ erreicht werden. Die zwei vorhandenen Boc-
Gruppen erwiesen sich bei der nachfolgenden Boc-Entschiitzung als duflerst stabil und
erforderten zur Entschiitzung eine hohe TFA-Konzentration (TFA/DCM 1:2). Nach 36 h
konnte mittels LC/MS die quantitative Entschiitzung zu 19d nachgewiesen werden. An-
schlieBend folgte die finale Cbz-Entschiitzung mit Pd/C unter H, -Atmosphére in Metha-
nol. Die Reaktion war nach 2 h vollstidndig und lieferte Endprodukt 19, welches mit einer

Gesamtausbeute von 68 % erhalten werden konnte.

1,1 Ag. Cbz-Cl
A Cbz. o Cbz.
HoN 1,2 Aq. DIPEA Z\N TFA/DCM 1:9 N
—_ H S — H
-,,N/Boc THF -/,N/Boc 0°C, 2h “INH
H RT, 3h H 2
19a 19b
Boc-NH O
=N-S-CF,
Boc-NH O Cbz\N Cbz\N H,N
2 Aq. TEA HAO. TFA/DCM 1:2 H/\O,, Pd/C (kat.)
“NH RT, 36h i j\H
DCM , MeOH
RT, tber Nacht BOC\N/)\H/BOC HN%\NHZ RT, 2h HN™ "NH,
19¢c 19d 19

Schema 7.1. Schematische Darstellung der Synthese von Amin-Fragment 19.
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7.2. In-situ Amidierung

Amin 19 sollte nachfolgend mit der Carboxylat-Bibliothek zur Reaktion gebracht werden.
Dazu mussten zuvor geeignete Reaktionsbedingungen und Kupplungsreagenzien gefun-
den werden, die eine moglichst effiziente Kupplung im Mikrotiterplatten-MaBstab ge-
wihrleisten sollten. Wie bei den Versuchen zur Aktivester-Umsetzung (s. Abschnitt 6)
wurde auch hier Carbonsdure 1 verwendet, welche exemplarisch mit Amin 14 bzw. 19
zum jeweiligen Amid-Produkt umgesetzt werden sollte.

Da ein Exemplar der Carboxylat-Bibliothek bereits in DMSO geldst vorlag, wurde
zu Beginn versucht eine Aktivierungsmethode mit DMSO bzw. einem DMF/DMSO-
Gemisch als Losungsmittel zu finden. Wong et al. verwendeten in einem dhnlichen An-
satz einer in-situ Amidierung erfolgreich HBTU/DIPEA (1,1/2,2 Aq.) in DMF zur Frag-
ment-Ligation." Fiir den Test eines vergleichbaren Ansatzes von 1 und 14 in einem
DME/DMSO 1:1-Gemisch konnte ein Umsatz von 72 % nach 30 Minuten Reaktionszeit
nachgewiesen werden. Fiir EDC konnte hier ein Umsatz von 55 % festgestellt werden,
wohingegen IPCF und IBCF zu keiner Umsetzung fiihrten.

Ausgehend von den Erkenntnissen aus den Versuchen zur Aktivester-Bildung
wurde nachfolgend der Fokus auf die Carbodiimid-Aktivierung in Dioxan gelegt. Auch
hier konnte durch die klassische Steglich-Veresterung eine sehr hohe Umsetzungsrate von
90 % mit Amin 14 gezeigt werden. Fiir Amin 19-2 wurden zu Beginn durchgehend
schlechte Kupplungsraten erhalten. Erst durch viermalige Lyophilisation (19-2 = 19)
konnte eine deutliche Steigerung beobachtet werden. Vermutlich verhinderte hier die
Salzform des Amins und der damit verbundene Nukleophilieverlust die erfolgreiche
Kupplung. Stark basisches Ausschiitteln mit Extraktion des freien Amins war zuvor nicht
zielfiihrend. Da erst nach Lyophilisation eine merkliche Steigerung der Kupplungsraten
zu beobachten war, handelte es sich vermutlich um ein stabiles TFA-Salz des Amins,
welches erst nach mehrmaliger Lyophilisation in die freie Form des Amins iiberfiihrt
wurde. Im Anschluss konnte auch fiir Amin 19 mit DCC/DMAP (1,1/0,1 Aq.) eine Um-

setzung von 84 % nachgewiesen werden.
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Tabelle 7.1. Ubersicht der getesteten Bedingungen zur Optimierung der Amidierungsreaktion

Amidierung in
Mikrotiterplatte
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14  HN 1 EDC DMF/ - 0,5 55

DMSO
HBTU (1:1) 2 DIPEA 0,5 72
HaN“"SNH
IPCF 2,5 NMM 0,5 -
IBCF 2,5 NMM 0.5 -
EDC Dioxan - 0,5 53
HBTU 2 DIPEA 0,5 11
IPCF 2,5 NMM 0,5 71
IBCF 2,5 NMM 0,5 55
1,1 DCC - 2 50
1,91,1 DCC/HOBt - 2 66
1,1/0,1 DCC/DMAP - 2 90
19-2  un 1 EDC - 0,5 -
7 1,1 EDC - 2 27
g M 1,1 DCC - 2 18
NH,

1,1/1,1 DCC/HOBt - 2 37
1,1/0,1 DCC/DMAP - 2 12
19 1,1/0,1 DCC/DMAP - 2 84
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7.3. WNV NS2B-NS3-Protease Screening

Die Vielzahl der vorhandenen Aktivierungsreagenzien"# legt nahe, dass kein bestimmtes
Reagenz existiert, dass jede Amin/Carbonsdure-Kombination erfolgreich zum Amid um-
setzt. Je nach Substituenten und sterischen Gegebenheiten der Fragmente, konnen diese
in einem breiten Reaktivititsspektrum vorliegen. Ausgehend von den Ergebnissen aus
Abschnitt 7.2 wurden fiir das in-situ Screening daher zwei Aktivierungsmethoden ver-
wendet, um eine groBtmogliche Anzahl an Carbonsiure-Fragmenten in das entsprechende
Amid zu tiberfiithren. Fiir Screen 1 wurde DCC/DMAP in Dioxan gewdhlt, fiir Screen 2
HBTU/DIPEA in DMF/DMSO (1:1).

Fiir beide Screenings wurde zunichst eine wissrige Losung von Amin 19
(GCMA) in die Reaktionsplatten vorgelegt und anschlieBend das Losungsmittel mittels
Vakuumkonzentrator entfernt (s. Abb. 7.2). Die Aktivierung der Carbonsduren erfolgte
bereits in der Pipettenspitze des Pipettierroboters durch sequentielle Aufnahme der ein-
zelnen Reagenzien. Im Anschluss erfolgte die Zugabe dieses Reaktionsgemisches in die
Reaktionsplatten. Zur Umsetzung der kompletten Carboxylat-Bibliothek wurden pro
Screen je fiinf Platten eingesetzt, welche jeweils aktiviert und im Anschluss mit Amin 19
zum Amid umgesetzt wurden. Alle Platten wurden nachfolgend fiir 2 h bei Raumtempe-
ratur geschiittelt. Nach Evaporations- und Verdiinnungsschritten folgte die Testung der
gebildeten Amide. Im Fall von Screen 1 wurde eine potentielle Amid-Maximalkonzent-
ration von 100 uM eingesetzt. Fiir Screen 2 wurden ,,Amid‘“-Konzentrationen von 100,
10 und 1 uM verwendet (Screen 2-100, 2-10 bzw. 2-1).

Die eingesetzten Amid-Konzentrationen liegen im Bereich von standardmifBig
verwendeten Konzentrationen zum Screening von Fragment-Kombinationen. Da durch
die Fragment-Ligation eine erhohte Inhibition im Vergleich zu den Einzelfragmenten zu
erwarten war, wurde eine Amin 19-Losung als Referenz verwendet. Die Konzentration
dieser Losung entsprach der jeweiligen getesteten Amid-Konzentration. Fiir Amin 19
wurde ein IC5,-Wert von 1,055 mM bestimmt. Die im Screen 1 und 2-100 verwendete
100 uM Losung von 19 fiihrte dabei zu einer ca. 10%igen Inhibition der WNV NS2B-
NS3-Protease. Als Hit-Kriterium fiir das Screening wurde eine im Vergleich zur Amin-

Losung 30%ige Erhohung der Inhibition festgelegt.
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Abbildung 7.2. Ablauf des durchgefithrten WNV NS2B-NS3-Protease Screenings.
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Im Zuge der beiden Screenings konnten 95 (Screen 1) bzw. 55 (Screen 2) Hits identifiziert

werden. Abbildung 7.3 zeigt die Aktivititsverteilung der getesteten Fragment-Kombina-

tionen im jeweiligen Screen in Form von Scatter-Plots.

A

Aktivitat / % 2

40

20

IR WU SR T MU T |

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Fragment-Kombinationen/n =

Aktivitat / % =2 Aktivitat / % =

Aktivitat / % 9

40

20

s 1 " 1 + L + 1 - 1 b L

200 400 600 800 1000 12001400 1600
Fragment-Kombinationen / n =9

200 400 600 800 10001200 1400 1600
Fragment-Kombinationen / n <&

200 400 600 800 100012001400 1600

Fragment-Kombinationen / n =

Abbildung 7.3. Dargestellt sind Scatter Plots der Screenings. (A) Screen 1 wurde bei einer Amid-Konzent-

ration von 100 uM im Assay durchgefiihrt. Screen 2 bei einer Amid-Konzentration im Assay von 100 uM
(B), bzw. 10 uM (C) und 1 uM (D).
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7.4. Validierung der Screening-Hits

Zur Validierung der gefundenen Screening-Hits wurden die jeweiligen Losungen zu-
ndchst mittels LC/MS untersucht (s. Abb. 7.4). Hierbei konnten die Messlosungen auf
einen erfolgten Substratumsatz und auf mogliche Assay-Artefakte hin {iberpriift werden,
womit eine korrekte Assaydurchfithrung gewihrleistet werden konnte. Hauptziel war es
dabei jedoch das Fragment-Kombinationsprodukt als tatsdchlich fiir die verringerte Ak-
tivitdt verantwortliche Substanz im Assay zu identifizieren. Hierfiir wurde die Effizienz
der Fragment-Ligation auf Grundlage der Peakflichen im EIC mit dem jeweiligen m/z-
Verhiltnis des Fragment-Kombinationsprodukts ermittelt. Gleichzeitig konnte somit die
Hemmung durch mogliche Fragment-Zerfallsprodukte ausgeschlossen werden. Von den
95 gemessenen Hit-Proben aus Screen 1 konnte fiir 40 Proben das Ligationsprodukt in
guter Ausbeute mit einer Peaklfliche von >100000 nachgewiesen werden. Im Fall von 26
Proben war das Produkt noch in Spuren mit einer Peakfliche von >20000 identifizierbar.
Bei Screen 2 war von den 55 injizierten Proben fiir 45 Proben eine Peakfliche von
>100000 und fiir 8 Proben eine Flidche >20000 nachweisbar. Insgesamt 4 Proben enthiel-
ten weder Carbonsédure noch Amid und wurden daher aussortiert.

Zusitzlich wurden 20 zuféllig ausgewihlte Proben pro Screen injiziert. Damit
konnte iiberpriift werden, ob im Fall der nicht als Hit identifizierten Proben ebenfalls eine
ausreichende Menge der jeweiligen Fragment-Kombination gebildet wurde, sodass die
fehlende Umsetzung zum Amid als Ursache, der im Vergleich zu den Hit-Proben gerin-
gen Inhibition ausgeschlossen werden konnte. Hierbei konnte fiir beide Screens bei 11
Proben eine effiziente Bildung des Ligationsprodukts (Peakfliche >100000) ermittelt
werden. Bei 8 Proben (Screen 1) bzw. 5 Proben (Screen 2) konnte das Ligationsprodukt
noch in Spuren nachgewiesen werden (Peakflidche >20000).

Aufgrund der insgesamt geringeren Effizienz der Amidbildung im Fall der Hits
aus Screen 1 wurden die jeweiligen Carboxylat-Fragmente nochmals separat bei drei ver-
schiedenen Konzentrationen getestet. Dies diente dazu ebenfalls vielversprechende Car-
boxylat-Fragmente in nachfolgende Untersuchungen miteinzuschlieBen. Von 95 geteste-
ten Fragmenten konnte dabei, bei einer vergleichsweise hohen Konzentration von 1 mM,

fiir 46 Fragmente eine Inhibition von 250 % nachgewiesen werden. Bei 100 uM waren es
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noch 10 und bei 10 uM noch 5 Fragmente mit einer Inhibition von 250 %. Im Fall von 3

dieser 5 aussichtsreichen Carboxylate handelte es sich jedoch um N-Aryl-2,5-dialkylpyr-

role, einer mittlerweile bekannten frequent hit-Struktur insbesondere im Bereich der

Phosphatasen.'s In ihrer Verdffentlichung von 2013 proklamieren Hartmann et al. die

Polymerisation des Fragments unter Bildung eines Polyanion-Polymerisationsprodukts.

Dieses soll an positive Aminosdureseitenketten des Zielproteins binden koénnen und so

zur Hemmung des Proteins fithren." Im Fall von Fragment K781-3430 ist aufgrund des

ausgedehnten mesomeren Systems eine Interferenz mit dem Assay-Ausgabesignal wahr-

scheinlich. Ebenfalls bedenklich ist die Reaktivitét als Michael-Akzeptor mit Anfilligkeit

fiir zahlreiche Nebenreaktionen. Daher wurden 4 der 5 Carboxylat-Hits aussortiert.

1615
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Abbildung 7.4. Ubersicht der Screening-Ergebnisse und der anschlieBenden Hit-Validierung.
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Auf Grundlage der erhaltenen Inhibitionswerte im Primérscreen und der daraus gebilde-

ten Hit-Schnittmenge beider Screens sowie unter Beriicksichtigung der bereits aussortier-

ten Verbindungen fand eine Vorauswahl von 78 der insgesamt 150 gefundenen

Primirhits statt (s. Abb. 7.5).
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Abbildung 7.5. Ubersicht der 78 ausgewihlten Hit-Fragmente.
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7.5. In-silico Screening

Neben dem experimentellen in-situ Screening wurde die Carboxylat-Bibliothek zusétz-
lich in-silico gescreent. Hierfiir wurde ein Docking unter Verwendung der Schroedinger
Suite (Schroedinger Release 2017-1: Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017) durchge-
fiihrt. Die von Hammamy et al."® verdffentlichte Kristallstruktur (PDB: 2YOL) erschien
dabei als geeignete Docking-Zielstruktur, da der dort enthaltene co-kristallisierte Ligand
ebenfalls die GCMA-Teilstruktur als S1-Binder tréigt (s. Abb. 7.6).

Cl
Cl
(0]
HN
O H b
NH \\\N \n/\/\/\NHz
H 0
HaN™ "N
NH»

Abbildung 7.6. Darstellung des co-kristallisierten Liganden, der zum Docking verwendeten Kristallstruk-

tur (PDB: 2YOL). o

Um die Bibliothek an das Zielprotein docken zu konnen, musste zunichst das Protein
vorbereitet werden. Dies geschah mittels Protein Preparation Wizard." Hierbei werden
zu Beginn fehlende Aminosiureseitenketten ergénzt und fiir die Bindung des Liganden
unwichtige Wassermolekiile entfernt. Im Anschluss werden die Bindungsordnungen aller
Aminosduren beim gewihlten pH-Wert ermittelt und die entsprechenden Wasserstoff-
atome zur Struktur hinzugefiigt. AbschlieBend folgt eine Energieminimierung der hinzu-
gefiigten Wasserstoffatome. Im néchsten Schritt wurde die Fragment-Bibliothek mittels
LigPrep und Epik vorbereitet.'s” Zunichst werden hierbei die Wasserstoffatome der Frag-
mente ergénzt. Ausgehend von den gewihlten Parametern werden nachfolgend alle vom
Programm als wahrscheinlich erachteten Protonierungszustinde, Tautomere und Isomere
der einzelnen Fragmente erzeugt. Aus den 1615 Fragmenten der Carboxylat-Bibliothek

wurden so insgesamt 2270 Strukturen erzeugt, welche darauthin mit Amin 19 kombiniert
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werden konnten. Hierzu wurde die Combinatorial Library Enumeration-Funktion der
Schroedinger Suite verwendet. Das Amin wurde dabei als Kernverbindung voreingestellt
und an der festgelegten Position (Amin-Funktion) mit der Carbonsédure-Funktion der
Fragmente verkniipft. Die erzeugten Strukturen wurden abschlieBend energieminimiert
und waren nun bereit, um an der definierten Protein-Bindungsstelle (Rezeptor-Grid) mit-
tels Glide gedockt zu werden. Glide bietet hierbei zwei auf verschiedenen Algorithmen
basierende Docking-Modi: SP- und XP-Docking. XP-Docking zeichnet sich durch ein,
im Vergleich zum SP-Modus, extensiveres sampling aus, d. h. es wird eine hohere Anzahl
unterschiedlicher Orientierungen des Liganden zum Protein erzeugt und getestet. Somit
sollen genauere Ergebnisse erzielt werden, was jedoch mit einer erhohten Rechenzeit ein-
hergeht.i+ 14

Das Screening der gesamten Bibliothek wurde daher zunédchst im SP-Modus
durchgefiihrt. Die 100 bestbewerteten Posen bzw. deren zugehorige Strukturen wurden
im Anschluss nochmals im XP-Modus gedockt (Tabelle A.3. zeigt die 40 besten gedock-
ten Strukturen). Insgesamt konnte beim durchgefiihrten in-silico Screening nur eine ge-
ringe Korrelation mit den Ergebnissen aus dem in-situ Screening gefunden werden. Mit
Ausnahme von 5508-0921 (s. Abb. 7.7) tauchte keine der 78 experimentell gefundenen
Hits auch unter den 100 bestbewerteten Posen des in-silico Screenings auf. Zwar wurde
fiir 5508-0921 ein verhéltnismiBig hoher GScore von -9,82 ermittelt, in-situ konnte je-
doch auch fiir diese Verbindung nur eine Inhibition von 20 % (Screen 1) bzw. 39 %

(Screen 2-10) gefunden werden.

NH,
ﬂ ID: 5508-0921

S-Enantiomer: GScore -9,8
R-Enantiomer: GScore -8,7

Abbildung 7.7. Darstellung von 5508-0921, der einzigen Fragment-Kombination, die sowohl in-situ als

auch in-silico als Hit identifiziert wurde.
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Bei jeder der gedockten Fragment-Kombinationen wurde korrekterweise die Guanidin-
Wechselwirkung mit Asp-129 in der SI1-Bindetasche als stirkste Wechselwirkung
erkannt. Ausgehend von diesem festen Ankerpunkt war daher zu erwarten, dass das
resultierende vereinfachte Docking-Experiment zu einer hoheren Korrelation mit den
experimentell gefundenen Ergebnissen fiihrt. Als Grund fiir diese geringe Korrelation
sind die Unterschiede der Kristallisations-Bedingungen (20 % PEG 3350; 0,1 M HEPES-
Puffer (pH 7,4)) im Vergleich zu den im Assay verwendeten Bedingungen (20 % Glyc-
erol; 10 mM MOPS-Puffer (pH 8); 3,2 % DMSO) denkbar. Zwar wurden beim Docking
die pH-Verhiltnisse angeglichen, jedoch konnen die Wahl des Puffers sowie die des ver-
wendeten Polyols einen groBen Einfluss auf die Stabilitit und Aktivitiat der WNV NS2B-
NS3-Protease haben.s ' Unterschiede im Bindungsverhalten sind daher auch beim Ver-
gleich des in-silico- mit dem in-situ-Screening moglich. Fraglich ist ebenso, inwieweit
die tatsdchlichen komplexen Bindungsverhiltnisse der WNV NS2B-NS3-Protease vom
verwendeten Programm simuliert werden konnten. Schwierigkeiten ergeben sich hier
z. B. aufgrund der Flexibilitidt der NS2B-NS3-Protease sowie aufgrund der flachen, L6-
sungsmittel-exponierten Bindungstaschen. 1

Gleichzeitig fiihrt jedoch auch der hohe Anteil an Assay-spezifischen falsch-po-
sitiv und falsch-negativ Ergebnissen des in-sifu durchgefiihrten Primér-Screenings zu ei-
ner Senkung der Hit-Korrelation. Da sich diese durch geeignete Filtermechanismen und
Folgeexperimente jedoch leichter identifizieren lieBen, wurde bei der anschlieBenden Hit-
Auswabhl der Fokus weiterhin auf die experimentell gefundenen Ergebnisse bzw. die be-

reits gewdhlten 78 Hit-Fragmente gelegt.

7.6. Hit-Auswahl

Ausgehend von den zuvor ausgewihlten 78 Fragment-Kombinationen sollten anschlie-
Bend die aussichtsreichsten Verbindungen in einem grofleren Maf3stab synthetisiert und
weitergehend untersucht werden. Zur Auswahl dieser Verbindungen kamen verschiedene

Methoden zum Einsatz (s. Abb. 7.8):
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78 Hits

neue Aktivierung
|~ Reproduktion der 1. DCC/DMAP
Screening-Ergebnisse 2. HBTU

Assay bei 100,50,1 pM
1 0139-0251
Carboxylat-Fragment 2 0242-0323
Screen bei - 2 10 | 1278-0001
500,300,200,100 pM @:34—; 44 C429-0036
ol 45 C429-0039
46 C429-0378
g)-sr'lf_co > 47 C430-0040
ocking 48 | C430-0042
HO__-0 51 C800-0328
Recherche in Bioaktivitats- & 52 C800-0699
?usschl;;ist;fon und Struktur-Datenbanken Sy 53 C800-0723

requent ittern Literatur-Recherche
11 1438-0106
m 31 6253-0420
AMC-Test 39 C066-1574
72 R052-1064
Ausschlg;s von Pra-Screen 75 R152-1167
falsch-positiven Hits
T PAIIS ] PAINS-Filter
Aggregatoren
Assay mit Detergenz
(0,01% CHAPS)

Abbildung 7.8. Ubersicht der zur Hit-Selektion verwendeten Methoden/Experimente.

Zuniichst wurde zur Uberpriifung der Ergebnisse aus den Screens die entsprechenden
Fragmente auf separaten Platten nochmals mit beiden Aktivierungsmethoden zum ent-
sprechenden Ligationsprodukt umgesetzt. Die erfolgreiche Bildung der Fragment-
Kombinationsprodukte wurde wie zuvor mittels LC/MS tiberpriift. Diese neuen Ansitze
wurden in-situ bei einer Amid-Konzentration von 100, 50 und 1 uM im Inhibitionsassay
getestet (s. Tabelle A.2). Hierbei konnten die aus dem Primér-Screen erhaltenen Ergeb-
nisse in hohem Malle bestitigt werden. Dies gilt ebenso fiir die zur Reproduktion der
Ergebnisse des Primir-Screenings durchgefiihrten Messungen der Carboxylat-Fragmente

und der Wiederholung des in-silico Dockings.
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Neben statistischen Schwankungen sowie anwender-/ und gerétebedingten Fehlern wird
ein hoher Anteil falsch-positiver Ergebnisse durch sogenannte PAINS (pan assay interfe-
rence compounds)'> ' verursacht. Das Aussortieren dieser PAINS ist zwar gingig, birgt
jedoch auch die Gefahr, dass aktive Verbindungen verworfen werden. Die Interferenz der
Substanzen kann dabei auf verschiedenen Mechanismen beruhen. Bekannte Mechanis-
men sind hierbei bspw. Aggregation, chemische Reaktivitit, Redox-Aktivitit, Interferenz
durch enthaltene Verunreinigungen, Assay-spezifische Stormechanismen sowie
Absorptions- und Fluoreszenz-Interferenzen. Beim durchgefiihrten Protease-Inhibiti-
onsassay sind Interferenzen mit dem eingestrahlten sowie dem emittierten Licht beson-
ders relevant. Eine Storung kann hier bedingt durch die absorptiven Eigenschaften des
Fragments sowie aufgrund moglicher Eigenfluoreszenz entstehen.

Um den Einfluss der Fragmente bzw. der Fragment-Kombinationen auf die im
Assay verwendeten (Mess-)Wellenldngen zu iiberpriifen, wurde eine, der Zusammenset-
zung im Assay entsprechende, 100 pM-Testlosung der Fragment-Kombinationen herge-
stellt, ausgehend von Ansitzen beider verwendeter Aktivierungsmethoden. Diese Testlo-
sung enthielt ebenfalls AMC in einer Konzentration von 50 uM. Eine vergleichbare Kon-
trolllosung ohne Testsubstanz fiihrte zu einem RFU-Wert von ca. 16000. Zur Bewertung
von moglichen Fragment-bedingten Storeinfliissen auf das Detektionssignal wurde die
Abweichung der Testlosungen im Vergleich zur Kontrolllosung ermittelt (s. AMC-Test
in Tabelle A.4). Hierbei wurde eine Abweichung von >5000 als deutliche Abweichung
im Vergleich zur Kontrolle gewertet. Dies konnte im Fall von 20 Fragment-Kombinatio-
nen nachgewiesen werden. Bei den jeweiligen Fragmenten lag der Verdacht nahe, dass
ein falsch-positives Ergebnis aufgrund von Interferenzen mit dem Messsignal erhalten
wurde und die entsprechenden Substanzen wurden daher aussortiert.

Weiterhin wurde die Eigenfluoreszenz der Fragment-Kombinationen durch einen
sog. RFU Prescan iiberpriift (s. RFU Prescan in Tabelle A.4). Dabei wurde die Fluores-
zenzintensitit der Messlosungen vor Zugabe des Fluoreszenzsubstrats gemessen. Die
Amid-Konzentration lag hierbei entsprechend bei 120 uM. Bei 15 Substanzen konnte ein
RFU-Wert von >5000 im Vergleich zur Probe ohne Testsubstanz gefunden werden. Die

Schnittmenge zum vorangegangen AMC-Test lag bei 14 Fragment-Kombinationen. Die
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eine im AMC-Test nicht erfasste Testsubstanz wurde aussortiert, da auch hier von einem
falsch-positiven Ergebnis im Primér-Screen auszugehen war.

Ein weiterer bedeutender PAIN-Mechanismus ist die Aggregation der Testsub-
stanzen. Diese Aggregate konnen ebenfalls in unspezifischer Weise mit dem Enzym in-
teragieren und so die Enzymaktivitit herabsetzen."* Dies kann durch Detergenzien-Zu-
gabe verhindert werden, wobei hier meist Triton X-100 in einer Konzentration von 0,01—
0,1 % eingesetzt wird." Da dies jedoch die Aktivitit der WNV NS2B-NS3-Protease
senkt," wurde zur Uberpriifung des Aggregationsverhaltens der gefundenen Fragment-
Kombinationen als Alternative CHAPS in einer Konzentration von 0,01 % eingesetzt.
Hierbei konnte im Fall der 78 getesteten Kombinationen keine verringerte Inhibition auf
die zuvor ermittelten Inhibitionswerte festgestellt werden. Somit konnte Aggregation als
Grund fiir die gefundene Inhibition ausgeschlossen werden.

AbschlieBend wurde ein PAIN-Filter zum Ausschluss der restlichen PAIN-Struk-
turen verwendet. Hierbei wurde die FAF-Drugs3-Datenbank™ verwendet, deren Soft-
ware die jeweiligen Strukturen, basierend auf den von Baell et al.t* im Jahr 2010 verof-
fentlichten Filtern, aussortiert. Somit konnten nochmals 8 der 78 Fragment-Kombinatio-
nen aussortiert werden.

Ausgehend von den durchgefiihrten Tests wurden drei aussichtsreiche Struktur-
gruppen (s. Abb. 7.8) ausgewihlt, die in nachfolgenden Experimenten niher untersucht
werden sollten. Dazu wurde pro Strukturgruppe eine Fragment-Kombination gewihlt, die
synthetisch gut zugiinglich ist und als Reprisentant der jeweiligen Gruppe in groerem

Mablstab hergestellt werden sollte (s. Abb. 7.9).

F :
N
HN YH 0Y©/\€7
NH, O\/NH

CA1-Amid CA2-Amid CA3-Amid

o o]
"y N NH
NH O\ J,L
A o RN
N
HNZN

Abbildung 7.9. Ausgewihlte Fragment-Kombinationen.
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7.7. Synthese der ausgewahlten Fragment-

Kombinationen

CA1 wurde ausgehend vom kéuflich erworbenen Phthalimid hergestellt. Eine bereits in
der Arbeitsgruppe erprobte Reduktionsmethode unter Verwendung von Ti(IV)Cl, / Zn in
THF fiihrte hier nicht zum Ziel, da bereits nach 2 h die vollstindige Reduktion zum

Lactam mittels LC/MS nachgewiesen werden konnte (s. Schema 7.2 (A)).

o o o/ 2 Ag. Ti(VI)Cly 0 0 /
3 Aq. Zn 0
A HO NI L» HO NI
THF
o]

80°C

o 0,05 Ag. Cu(l)Br O/

B I 3 Aq Zn HO NI

THF
4h reflux OH
CA1

% OH /
¢}

HO NI

o
Nebenprodukt

2\ MeCN
OH HN NH, RT Uber Nacht

x2 TFA HNZ\NHZ

o o]
0 0 Y HZN@ 1,1 Ag. HATU HN N
9] . 2,2 Aq. DIPEA
c ™ 4 1,1Aq. “NH T -
. OH
HNY

CA1 19 CA 1-Amid

Schema 7.2. Reduktion des Phthalimids mit Ti(IV)Cl, / Zn (A) bzw. Cu(I)Br / Zn (B). (C) Kupplung von
CA1 mit Amin 19 fiihrt zur Bildung des gewiinschten Produkts CA1-Amid.

Unter Verwendung einer Vorschrift von Wang et al.» konnte durch Reduktion mit
Cu(I)Br / Zn jedoch das gewiinschte Arylhydroxylactam CA1 in einer Ausbeute von
81 % erhalten werden (s. Schema 7.2 (B)). Hierbei konnte mittels TH-NMR festgestellt
werden, dass bei der Reaktion ebenfalls das Regioisomer als Nebenprodukt in einem Ver-

haltnis von ca. 1:4 im Vergleich zum gewiinschten Produkt CA1 entsteht (s. A.4. NMR
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CA1: 8.09 (s, 0.26 H), 7.755 (d, J = 7.7 Hz, 0.1 H)). Jegliche Versuche dieses Nebenpro-
dukt von CA1 abzutrennen, waren aufgrund der sehr dhnlichen physikalischen Eigen-
schaften der beiden Verbindungen nicht erfolgreich. Auch der Versuch die Verbindungen
nach Kupplung mit Amin 19 (s. Schema 7.2 (C)) aufzutrennen war nicht zielfiihrend. Hier
wurde die geplante Aufreinigung durch die unerwartete Instabilitit von CA1-Amid ver-
hindert. Diese fiihrt zur Spaltung der Amid-Bindung zuriick zu den Ausgangsfragmenten.
Denkbarer Grund fiir diese Instabilitit konnte ein intra- oder intermolekularer Angriff des
Guanidin-Rests an der Hydroxylactam-Struktur sein (vgl. Abschnitt 5.2).

CAZ2 konnte ausgehend vom kiuflich erworbenen Methylester erhalten werden (s.
Schema 7.3). Die Esterhydrolyse mit LiOH fiihrte zu einer Ausbeute von 87 %. Im An-
schluss folgte die Kupplung mit Amin 19 unter Verwendung von DCC/DMAP in Dioxan.

Das gewiinschte Produkt CA2-Amid konnte in einer Ausbeute von 84 % erhalten wer-

den.
o— OH
o ) o
A = O F 5 Aq. LIOH = O F
/) _—
O N MeOH/H,O 3:1 O N
RT, 2h
CA2
1,1 Aq. DCC
HoN OH 0,1 Aq. DMAP
2 AO o . 1Aq.DIPEA NH
vy + — —_—
B ;“\H x2 TFA p O Dioxan HZNJkN“"
HN NH2 O N RT Uber Nacht H
19 CA2 CA2-Amid

Schema 7.3. Schematische Darstellung der Synthese von CA2-Amid. (A) Esterhydrolyse fithrt zu CA2.
(B) Kupplung von Amin 19 mit CA2 fiihrt zum gewiinschten Produkt CA2-Amid.

Das Carboxylat-Fragment CA3 konnte direkt kduflich erworben werden. Die Kupplung
mit Amin 19 erfolgte abermals unter Verwendung von DCC/DMAP in Dioxan (s. Schema

7.4). CA3-Amid konnte so in einer Ausbeute von 81 % erhalten werden.
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Schema 7.4. Schematische Darstellung der Synthese von CA3-Amid.

7.8. IC5, - Bestimmung der Screening-Hits

Nachfolgend wurden die IC55-Werte der synthetisierten Fragment-Kombinationen be-
stimmt (s. Tabelle 7.2). Hierzu wurde der unter 7. beschriebene Aktivititsassay der WNV
NS2B-NS3-Protease verwendet.

Tabelle 7.2. Ermittelte IC5,-Werte

Verbindung Struktur IC,
0 0
CA1 HO N 270 (+0,5) uM
_\—O — M
OH \

CA2-Amid 81 (+0,4)puM

CA3-Amid N 2,66 (0,7 uM
H
HN.__N.,, o) /
Y O\ﬁ/@i
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Aufgrund der unter 7.7. beschriebenen Instabilitit von CA1-Amid wurde das, mit dem
Regioisomer verunreinigte CA1 getestet, um eine Abschidtzung der Potenz des Car-
boxylat-Fragments bzw. des Fragment-Kombinationsprodukts zu ermdoglichen. Hier
wurde mit 270 (£ 0,5) uM ein, im Verhiltnis zur GroBe des Fragments vielversprechender
IC5o-Wert erhalten. Aufgrund der hoheren Potenz der Fragment-Kombinationen CA2-
Amid und CA3-Amid und der problematischen Isolierung von CA1 sowie der Instabilitit
von CA1-Amid, wurden die Verbindungen CA1 bzw. CA1-Amid jedoch nicht weiter-
gehend getestet. Fiir CA2-Amid konnte ein IC5y-Wert von 81 (£ 0,4) uM erhalten wer-
den. Dies entspricht einer im Vergleich zu Amin 19 (ICs5y-Wert: 1,055 mM) bereits deut-
lichen Affinititssteigerung. Als noch potenter stellte sich jedoch die Fragment-Kombina-
tion CA3-Amid heraus, fiir die ein IC5y,-Wert von 2,66 (= 0,7) uM ermittelt werden
konnte. Hier konnte durch die Ligation mit dem Carboxylat-Fragment die Affinitdt im
Vergleich zum Amin-Fragment 19 somit um drei 10er-Potenzen gesteigert werden. Dies
macht CA3-Amid zu einer vielversprechenden Verbindung, deren Potenz im Zuge von

Struktur-Wirkungsbeziehungs-Studien sogar noch weiter zu steigern sein sollte.

7.9. Modellierter Komplex von CA3-Amid mit der WNV
NS2B-NS3-Protease

Zur Aufkldrung des Bindungsmodus von CA3-Amid wurde ein Docking wie unter 7.5.
beschrieben durchgefiihrt (s. Abb. 7.10). Dabei konnte gezeigt werden, dass CA3-Amid
mit der Amin 19-Teilstruktur wie zu erwarten in der S1-Bindetasche bindet, wo die
Guanidin-Funktion mit Asp-129 interagiert. Die zwischen Amin- und Carboxylat-Frag-
ment gekniipfte Amidbindung wechselwirkt mit dem Sauerstoffatom der Carbonylfunk-
tion iiber eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem Stickstoffatom von Gly-1151. Der
co-kristallisierte Inhibitor (s. Abb. 7.6) der verwendeten Kristallstruktur bindet nachfol-
gend mittels zweier 4-Aminobutylseitenketten in der S2- bzw. S3-Bindetasche." Diese
Wechselwirkungen in S2 und S3 sind bei CA3-Amid nicht vorhanden bzw. in S3 besten-
falls schwach ausgeprigt. In die folgende, wenig-spezifische S4-Bindetasche bindet

CA3-Amid iiber hydrophobe Wechselwirkungen.
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Die Begriindung des beobachteten Affinititsunterschieds von CA3-Amid
(Ky-Wert = 1,33 (2 0,2) uM) zum co-kristallisierten Liganden aus der Hammamy-Verof-
fentlichung (Kj-Wert = 0,13 uM)t# liegt vermutlich in der fehlenden Interaktion mit
S2/S3. Durch strukturelle Modifikation im Zuge von Struktur-Wirkungsbeziehungs-Stu-
dien ist daher auch bei CA3-Amid mit einer deutlichen Affinititssteigerung zu rechnen,

wenn Teilstrukturen gefunden werden, die in die S2/S3-Taschen binden.

His-51

Asp-75

g / Ser-135

N

Abbildung 7.10. Darstellung des modellierten Komplexes von CA3-Amid mit der WNV NS2B-NS3-Pro-
tease (PDB: 2YOL). Die wichtigsten Aminosdure-Interaktionspartner sind in grau abgebildet, die Amino-

sduren der katalytischen Triade in gelb.
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8. Abschlussdiskussion

Im Zuge dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Amidierungsmethoden untersucht
bzw. entwickelt, die sich zur irreversiblen Ligation von Carbonsidure-Fragmenten mit
einem Amin-Fragment eignen.

Im ersten Teil der Arbeit konnte erstmalig die Templat-unterstiitzte Amidierungs-
reaktion zweier Fragmente gezeigt werden. Hierzu wurde ausgehend von der Carbon-
sdure-Teilstruktur eines publizierten Faktor Xa-Inhibitors zunéchst eine Reihe aktivierter
Carbonsiurederivate hergestellt. Diese wurden nachfolgend mit dem S1-bindenden Amin
14 unter Verwendung von Faktor Xa als Templat auf die Bildung des Amid-Ligations-
produkts hin untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Amidierung im Fall des
Phenylesters der eingesetzten Carbonsdure nahezu ohne Hintergrundreaktion durch
Templat-ungebundene Fragmente abléduft. Im Fall des Trifluorethylesters konnte sogar
die vollstdndig Proteintemplat-gesteuerte Umsetzung zum Amid nachgewiesen werden.
Der Nachweis des Fragment-Ligationsprodukts konnte hierbei sowohl iiber einen
einfachen, aber hochsensitiven Enzymaktivititsassay erfolgen als auch mittels LC/MS-
Analytik.

In der nachfolgenden methodischen Untersuchung der gefundenen Templat-
unterstiitzten Reaktion wurden zunichst Bedingungen zur Maximierung des Templat-
Effekts getestet. Im Fall der Reaktion von Phenylester 11 mit Amin 14 konnte nach 10 h
bei 37 °C eine maximale Inhibition festgestellt werden, welche jedoch mit einer erhohten
Hintergrundreaktion einherging. Fiir die Reaktion des Trifluorethylesters 12 mit 14
konnte hingegen nach 10 h bei 37 °C eine 80%ige Inhibition ohne jegliche Hintergrund-
reaktion festgestellt werden. AnschlieBend wurde die Reaktionskinetik der Templat-
gesteuerten Reaktion mittels hochauflosendem LC-QTOF-MS verfolgt. Hierbei konnte
das Vorliegen eines auto-inhibitorischen Prozesses gezeigt werden, da das hochaffine
Ligationsprodukt die weitere Bindung und Umsetzung zum Amid verhindert. Dies 4u-
Berte sich durch Bildung eines Plateaus bei einer Maximalkonzentration von 25,6 nM

(Phenylester-Reaktion mit 14) bzw. 9,6 nM (Trifluorethylester-Reaktion mit 14).
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Im Anschluss wurde der Ablauf der Proteintemplat-gesteuerten Reaktion auf molekularer
Ebene untersucht. Ausgehend von der Kristallstruktur des Ligationsprodukts 15 wurden
modellierte Komplexe der gebundenen Aktivester-Fragmente 11/12 und Amin 14 berech-
net. Anhand dieser konnte die Distanz des angreifenden Amin-Stickstoffs zum Carbonyl-
Kohlenstoff ermittelt werden. Hierbei wurde fiir beide templierten Reaktionen ein Ab-
stand von 3,4 A gefunden. Auf Grundlage dieses Abstands und der ebenfalls aus den
modellierten Komplexen ermittelten N-C-O-Winkel (82° fiir 11/14 und 83° fiir 12/14),
konnte die Hypothese der Templat-unterstiitzten Reaktion auf molekularer Ebene besté-
tigt werden.

Die Betrachtung der resultierenden Bindungsenergien von Ligationsprodukt 15
im Vergleich zu den Ausgangsfragmenten 1 und 14 ergab, dass die Ligation der
Fragmente mit einer superadditiven Bindungsenergiezunahme einhergeht. Besonders in
der vorliegenden GrofBenordnung (Verkniipfungskoeffizient E = 0,0078) ist dies nur
selten zu beobachten. Durch Synthese und Testung von verkiirzten Amid-Derivaten von
1 und 14 (= Verbindung 16 und 17) konnte dabei nachgewiesen werden, dass der Linker
des Ligationsprodukts 15 nicht zur Bindungsenergiezunahme beitriagt. Somit kann ange-
nommen werden, dass die weniger negative Bindungsentropie, die sich aus der Verkniip-
fung der Fragmente ergibt, die Ursache fiir die beobachtete Superadditivitit ist.

Der erste Teil dieser Arbeit stellt somit die erste umfassende Untersuchung einer
Proteintemplat-gesteuerten Reaktion dar. Erstmalig konnte dabei die Proteintemplat-
unterstiitzte Synthese einer Amidbindung nachgewiesen werden. Aufgrund der essentiel-
len Bedeutung der Amidfunktion in der Natur und der hohen Verbreitung in bisher ent-
deckten bioaktiven Liganden," stellt dies eine enorme Bereicherung des Repertoires
Templat-unterstiitzter Fragment-Ligationsreaktionen dar. Da es sich bei der Reaktion um
eine nicht-enzymatische Proteinkatalyse handelt, kann die Proteintarget-gesteuerte Syn-
these von Amiden dabei prinzipiell nicht nur zur Erzeugung von Proteaseliganden einge-
setzt werden, sondern ist universell, unabhéngig von der katalytischen Funktion des Pro-
teins, an allen Proteinoberflichen einsetzbar, die dazu in der Lage sind, zwei Fragmente

benachbart, in einer geeigneten Orientierung zu binden. Somit eignet sich die
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Templat-unterstiitzte Amidierung zur systematischen Untersuchung von, zu einem gefun-
denen Primérfragment benachbarten Proteinbindungstaschen und ermoglicht dabei die
Optimierung des jeweiligen Liganden durch einen natiirlichen Selektionsmechanismus.

Im zweiten Teil der Arbeit konnte eine technologisch-orientierte Amidierungs-
methode zur Fragment-Ligation im Hochdurchsatzformat entwickelt werden. Hierzu
wurden zunichst Bedingungen getestet, die eine Aktivierung von Carbonsduren zum
Trifluorethyl-, Phenyl-, und Thiophenylester im Mikrotiterplatten-Maf3stab ermoglichen.
Die klassische Steglich-Veresterung mit 1,1 Aq. DCC und 0,1 Aq. DMAP in Dioxan
stellte sich hierbei als besonders effizient heraus. Unter diesen Bedingungen konnte die
Umsetzung der exemplarisch verwendeten Carbonséure 1 bei einer Reaktionszeit von 2 h
mit Umsetzungsraten von 88 % (Thiophenylester) iiber 98 % (Phenylester) bis hin zur
vollstindigen Umsetzung (Trifluorethylester) erreicht werden. Eine so aktivierte Carbon-
sdure-Bibliothek konnte nachfolgend mit einem gewiinschten Amin zu den jeweiligen
Amiden umgesetzt werden und im Anschluss innerhalb verschiedenster Screening- und
Assayformate eingesetzt werden. Da die erzeugten Aktivester in hohem Maf3e lagerstabil
sind, kann eine einmal aktivierte Carbonsidure-Bibliothek dabei diverse Male verwendet
werden.

Fir das in Abschnitt 7 durchgefiihrte Screening gegen die WNV NS2B-NS3
Protease wurde jedoch die Carbonsdure-Bibliothek direkt mit Amin 19 zu den entspre-
chenden Amiden umgesetzt. Auch fiir diese in-situ durchgefiihrte Amidierung mussten
zundchst geeignete Reaktionsbedingungen gefunden werden. Um eine groftmogliche
Anzahl an Carbonsdure-Fragmenten zum Amid zu iiberfiihren, wurden hierbei schluss-
endlich zwei verschiedene Aktivierungsmethoden gewihlt: 1,1/0,1 Aq. DCC/DMAP in
Dioxan (Screen 1) und 1,1/2,2 Aq. HBTU/DIPEA in einem 1:1-Gemisch DMSO/DMF
(Screen 2). Im Anschluss folgten die zweifach durchgefiihrte Umsetzung der 1615
Carbonsiure-Fragmente zu den jeweiligen Amiden sowie die nachfolgende Testung der
Fragment-Kombinationen im WNV NS2B-NS3 Protease Aktivititsassay. Nach der Vali-
dierung der Ergebnisse konnten durch geeignete Hit-Selektionsschritte zunédchst 78 Hit-
Fragment-Kombinationen ausgewihlt werden. Von dieser Vorauswahl wurden durch
weitere Selektionsschritte drei aussichtsreichste Fragment-Kombinationen ausgewihlt,

die nachsynthetisiert und anschlieBend néher untersucht wurden. Fiir die aussichtsreichste
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Fragment-Kombination CA3-Amid konnte dabei ein IC5y,-Werte von 2,66 uM ermittelt
werden. Somit stellt CA3-Amid eine vielversprechende Verbindung dar, deren Potenz
im Zuge von Struktur-Wirkungsbeziehungs-Studien sogar noch weiter zu steigern sein
sollte.

Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte damit erfolgreich eine technologische
Variante der Amidierung entwickelt werden, die sich zur effektiven Suche neuer Protea-
seinhibitoren eignet, da sie eine schnelle Umsetzung und Testung ganzer Fragment-
Bibliotheken ermdglicht. Die dabei verwendete in-sifu Amidierung, mit Fokus auf die
Entwicklung von Reaktionsbedingungen, die im Mikrotiterplatten-MaBstab durchgefiihrt
werden konnen, ldsst die bequeme und praktikable Parallelisierung der Methode mit zahl-
reichen Einsatzmoglichkeiten innerhalb diverser Screening- und Assayformate im Hoch-

durchsatzformat moglich werden.
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9. Materialien und Methoden

9.1. Materialien

Die Chemikalien und Reagenzien wurden von Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutsch-
land), Bachem (Bubendorf, Schweiz), VWR (Darmstadt, Deutschland), Alfa Aeser
(Karlsruhe, Deutschland) und ABCR (Karlsruhe, Deutschland) bezogen und ohne weitere
Aufreinigung verwendet. Die wasserfreien Losungsmittel wurden in HPLC-grade Quali-
tit von VWR und Merck (Darmstadt, Deutschland) erworben. Acetonitril zur MS-Ana-
lytik wurde in LC/MS-grade Qualitit erworben und stammt von der Firma VWR. Wasser
fiir die Aufreinigung mittels priparativer HPLC und zur MS-Analytik wurde iiber ein
LaboStar™ UV 2 Reinstwassersystem der Firma Siemens (Barsbiittel, Deutschland) ge-
wonnen. Deuterierte Losungsmittel fiir die NMR-Spektroskopie wurden von Deutero
GmbH (Kastellaun, Deutschland) und Carl Roth GmbH und Co. KG (Karlsruhe, Deutsch-
land) bezogen. Trockenes Methanol, DCM, THF und DMF wurden der MB-SPS-800 Lo6-

sungsmitteltrocknungsanlage der Firma MBraun (Garching, Deutschland) entnommen.

Faktor Xa (Human Factor Xa HCXA-0060; 5 mg/ml) wurde von der Firma HTI (Essex
Junction, VT, USA) bezogen, aliquotiert und bei -20 °C aufbewahrt. Das fiir den Faktor
Xa-Aktivitdtsassay verwendete Fluoreszenzsubstrat Boc-LGR-AMC wurde von Bachem
(Bubendorf, Schweiz) bezogen. Die rekombinante WNV NS2B-NS3-Protease wurde von
Dr. Christoph Arkona am Pharmazeutischen Institut Berlin hergestellt und mithilfe eines
Akta-Systems aufgereinigt. Fiir die Stammlosung wurde eine Konzentration von 31 uM
bestimmt. Die Stammldsung wurde aliquotiert und bei -80 °C aufbewahrt. Das fiir den
WNV NS2B-NS3-Protease-Aktivitidtsassay verwendete Fluoreszenzsubstrat Cbz-GKR-
AMC wurde von Franziska Gottschalk am Pharmazeutischen Insitut der Universitét
Leipzig synthetisiert. Die Reinheit der Verbindung wurde mittels LC/MS-Analytik und
NMR nachgewiesen.
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9.2. Allgemeine instrumentelle Methoden und

verwendete Gerate

9.2.1. Praparative HPLC

Die Aufreinigung mittels priparativer HPLC wurde mit einer Agilent 1260 Infinity series
durchgefiihrt (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Zur Detektion wurde ein Multiwellenlén-
gen-Detektor eingesetzt (Messwellenldnge: 210 nm und 254 nm). Die verwendete
Trennsédule stammte von Macherey Nagel (VP 150/32 Nucleodur C18 HTec, 5 uM). Als
Laufmittel wurden Acetonitril/Wasser-Gemische eingesetzt mit einem 0,1% Trifluores-
sigsdure-Zusatz. Die Trennung wurde mit einem linearen Gradienten (Acetonitril-Anteil:
5-95 % in 32 Minuten) durchgefiihrt. Die Flussrate betrug 30 ml/min. Die aufzureinigen-
den Substanzen wurden in einem Acetonitril/Wasser-Gemisch gelost, wobei der Aceto-
nitril-Anteil maximal 50 % betrug. Die maximal auf die Trennsidule gegebene Substanz-

menge betrug 100 mg pro Lauf.

9.2.2. LC/MS-Analytik

Die LC/MS-Analytik wurde auf einem Agilent 1100 series Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie-Massenspektrometer der Firma Agilent (Santa Clara, CA, USA) durch-
gefiihrt. Die HPLC-Anlage war mit einem UV/VIS- und DAD-Detektor ausgestattet. Als
Standard-Messwellenldngen wurden 210 nm und 254 nm genutzt. Die verwendete
Trennsédule war eine Luna C18 (3 pm, 4,6 x 100 mm) von Phenomenex (Aschaffenburg,
Deutschland). Als Laufmittel wurden Acetonitril/Wasser-Gemische eingesetzt mit einem
0,1% Ameisensidure-Zusatz. Die Proben wurden in einem Acetonitril/Wasser-Gemisch
(1:1) gelost. Die Elution erfolgte zunéchst fiir 5,5 Minuten mit einem linearen Gradienten
(Acetonitril-Anteil: 5-99 %), anschlielend folgte eine 4,5-miniitige isokratische Eluti-
onsphase (Acetonitril-Anteil: 99 %). Die Flussrate betrug 1 ml/min. Das gekoppelte Sin-
gle-Quadrupol-Massenspektrometer nutzte zur Ionisierung der zu analysierenden Mole-
kiile Elektrospray-Ionisation. Dabei wurde eine Kapillarspannung von 3 kV verwendet.
Das Desolvatisierungsgas wurde mit einer Flussrate von 12 1/min bei einem Druck von
12,4 bar und einer Temperatur von 350 °C eingesetzt. Die Datenverarbeitung erfolgte un-

ter Verwendung der ChemStation-Software von Agilent.
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9.2.3. LC-HRMS-Analytik

Zur Ermittlung der hochaufgeldsten Massen der Verbindungen 1-15 wurde ein 6210 ESI-
TOF von Agilent (Santa Clara, CA, USA) verwendet. Die Flussrate betrug 4 uL/min, die
Sprayspannung 4 kV. Das Desolvatisierungsgas wurde auf 15 psi (1 bar) gesetzt. Alle
anderen Parameter wurden fiir eine maximale Abundanz des jeweiligen [M+H]* und
[M+Na]* optimiert.

Zur Ermittlung der hochaufgelosten Massen der Verbindungen 16-19 sowie von
CA1-Amid, CA2-Amid und CA3-Amid wurde eine Agilent Infinity 1290 UHPLC ge-
koppelt mit einem 6550 iFunnel QTOF verwendet (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Die
verwendete Trennsdule war eine ZORBAX Eclipse Plus C18 (1,8 pm; 2,1 x 50 mm) von
Agilent. Als Laufmittel wurden Acetonitril/Wasser-Gemische eingesetzt mit einem 0,1%
Ameisensdure-Zusatz. Die Proben wurden in einem Acetonitril/Wasser-Gemisch (1:1)
gelost. Die Elution erfolgte zunéchst fiir 8§ Minuten mit einem linearen Gradienten (Ace-
tonitril-Anteil: 5-95 %), anschlieBend folgte eine 1-miniitige 1sokratische Elutionsphase
(Acetonitril-Anteil: 95 %). Die Flussrate betrug 0,5 ml/min. Das gekoppelte QTOF-Mas-
senspektrometer wurde mit folgenden Parametern betrieben: Messung im Positiv-Modus;
Fragmentorspannung: 175 V; Kapillarspannung: 4 kV; Spannung der zylindrischen Ein-
trittsblende: 1 kV; Desolvatisierungsgas-Flussrate: 14 1/min; Desolvatisierungsgas-Tem-
peratur: 200 °C; stealth-Gas-Flussrate: 11 1/min; stealth-Gas-Temperatur: 350 °C. Zur
Massenkalibrierung wurden die Referenzmassen 121,050873 und 922,009798 einge-
spritzt. Der eingestellte Massenbereich betrug 100-1000 m /z, bei einer Scanrate von
1 Spektrum/Sekunde. Die Messungen wurden im Fullscan-Modus durchgefiihrt. Die Da-

tenverarbeitung erfolgte unter Verwendung der MassHunter-Software von Agilent.

9.2.4. NMR-Spektroskopie

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte auf einem ECP500 (Jeol, Akishima, Japan)
und einem AVANCE III 700 (Bruker, Billerica, MA, USA). Die Werte der chemischen
Verschiebung & sind in ppm angegeben. Zur Beschreibung von Multiplizititen wurden
die Abkiirzungen s (=Singulett), d (=Dublett), t (=Triplett) und q (Quartett) verwendet.
Als Referenzsignal wurde das Losungsmittelsignal (Messung in DMSO-dg) oder das, des

internen Standards Trichlormethylsilan (Messung in CDCl;) genutzt. Die *C-Spektren
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wurden 'H-Breitband-entkoppelt aufgenommen. Zur Signalzuordnung wurden die che-
mischen Verschiebungen, Kern-Kopplungssysteme und 2D-Spektren (H,H-COSY,
HMQC, HMBC, DEPT-135) analysiert. Die Auswertung der Spektren erfolgte unter Ver-

wendung der MNova Suite (Mestrelab Research, S.L., Santiago de Compostela, Spanien).

9.2.5. Bio-Layer-Interferometrie

Die BLI-Messungen wurden auf einem Octet RED96 der Firma Pall Forté BIO (Fremont,
CA, USA) durchgefiihrt. Die Datenakquisition erfolgte mit 5 Hz. Die 8 Messkanile wa-
ren mit Superstreptavidin-Biosensoren (SSA) der Firma Pall Forté BIO bestiickt. Der Bin-
dungsassay wurde in Greiner-Mikrotiterplatten (Modell 650209; 96 Vertiefungen,

schwarz) der Firma Greiner (Frickenhausen, Deutschland) durchgefiihrt.

9.3. BLI-Messungen von Verbindung 14 und 15

Faktor Xa wurde mittels EZ-Link™ NHS-PEG4-Biotin der Firma Thermo Scientific
(Dreieich, Deutschland) biotinyliert. Die Biotinylierung erfolgte unter Verwendung der
vom  Hersteller  bereitgestellten  Arbeitsvorschrift. ~ Hierbei  wurde  vom
Biotinylierungsreagenz zunéchst eine 1-millimolare wissrige Losung hergestellt. Vom zu
biotinylierenden Enzym, Faktor Xa, wurde eine 100 pg/ml-Losung (Volumen: 500 ul) in
einem Eppendorf-Gefil} hergestellt. Als Losungsmittel wurde dafiir der Standard-MOPS-
Puffer (s. Abschnitt 10.1.) verwendet. AnschlieBend wurden 3,3 pl der Reagenz-Losung
zur Proteinlosung zugegeben (dies entspricht einer molaren Kupplungsrate von 3:1
Biotin-Reagenz / Protein). Die Reaktionslésung wurde daraufhin 30 Minuten bei Raum-
temperatur stehen gelassen. Die iiberschiissige Reagenz-Losung wurde im Anschluss
durch Verwendung von Zeba Entsalzungssdulen (Sdulenvolumen: 2 ml) der Firma
Thermo Scientific entfernt. Das biotinylierte Enzym wurde abschliefend einem
Enzymaktivititsassay (s. Abschnitt 10.1) unterzogen, wobei lediglich eine zu
vernachlédssigende Aktivtitsabnahme von Faktor Xa festgestellt werden konnte.

Die BLI-Messung wurde in Greiner-Mikrotiterplatten (s. 9.2.5) bei einem Proben-

volumen von 200 ul durchgefiihrt. Vor der Messung wurden alle Messsensoren in
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MOPS-Puffer vorbefeuchtet. Im Anschluss wurden 6 Sensoren mit Faktor Xa (Konzent-
ration: 80 ug/ml) beladen. Die restlichen 2 Sensoren wurden mit Biocytin (Konzentration:
10 pg/ml) blockiert und nachfolgend als Referenzsensoren zur Detektion von unspezifi-
scher Bindung verwendet. Der Aquilibrierungs-Schritt wurde in MOPS-Puffer durchge-
fiihrt. Im Anschluss folgten Assoziations- und Dissoziations-Schritt. Verbindung 14
wurde bei Assay-Konzentrationen von 250 uM, 1 mM und 10 mM vermessen. Die Ver-
mussung von Verbindung 15 erfolgte bei Assay-Konzentrationen von 5,8 uM, 580 uM
und 58 nM. Die Rohdaten wurden mithilfe der Octet® Software unter Verwendung eines

globalen 1:1 fits in die entsprechenden K;-Werte umgerechnet.

9.4. Strukturelle Aufklarung der Templat-

unterstitzten Reaktion

Die Aufkldrung des Reaktionsmechanismus der templierten Reaktion wurde anhand des
Faktor Xa/ Inhibitor 15-Kristallkomplexes durchgefiihrt (PDB: 5KO0h). Die Kristallstruk-
tur wurde von Prof. Dr. Torsten Steinmetzer (Institut fiir Pharmazeutische Chemie der
Philipps-Universitdt Marburg) zur Verfiigung gestellt. Die Strukturanalyse wurde von der
Firma Proteros Biostructures GmbH (Planegg-Martinsried, Deutschland) unter der Pro-
jektleitung von Dr. Nils Ostermann durchgefiihrt. Der Kristallkomplex wurde mittels
back-soaking durch Austausch der strukturell verwandten Verbindung O-tert-butyl-N-
benzylsulfonyl-D-serinyl-glycinyl-4-amidinobenzylamid in einer Auflésung von 2,2 A
erhalten."* Hierbei wurde eine Arbeitsvorschrift von Brandstetter et al. verwendet."
Die modellierten Komplexe von Amin 14 mit den Aktivestern 11 und 12 wurden
mittels LigandScout (Inte:Ligand, Wien, Osterreich) erzeugt. Die energieminimierten
Komplexe wurden dabei ausgehend vom Faktor Xa / Inhibitor 15-Kristallkomplex be-
rechnet. Die Darstellung der urspriinglichen Kristallstruktur und der berechneten Kom-
plexe erfolgte mittels PyMOL (Schroedinger, LLC). Die Ermittlung der Atomabstinde
sowie der N-C-O-Winkel erfolgte ebenfalls mittels PyMOL unter Verwendung des ent-

sprechenden wizards.
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9.5. Carbonsaureaktivierung im
Mikrotiterplatten-MaBstab

Die finalen Aktivierungsversuche zum Trifluorethyl-, Thiophenyl-, und Phenylester wur-
den in ABgene Storage Plates mit 384 Vertiefungen durchgefiihrt. Von Carbonséure 1
wurden 40 pl einer 10 mM Dioxan-Losung vorgelegt. Die iibrigen Reagenzien wurden
im jeweils angegeben anderen Losungsmittel geldst bzw. wurden, bei Angabe von nur
einem Losungsmittel, ebenfalls als Dioxan-Losung verwendet (s. Tabelle 6.1). Alle Rea-
genzien wurden in Volumina von 10 pl zugegeben. Die Reihenfolge der Zugabe war:
(DMAP) - (Base) = Aktivierungsreagenz = Aktivesterkomponente. Nach Zugabe aller
Reagenzien wurden die genutzten Vertiefungen der Mikrotiterplatte versiegelt und nach-
folgend mit 1200 rpm fiir S Minuten geschiittelt. Im Fall der Reaktionsidnsitze mit 2-stiin-
diger Reaktionszeit wurde nach 1 h Reaktionszeit ein weiteres Mal fiir 5 Minuten bei
1200 rpm geschiittelt.

Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das Losungsmittel im Vakuumkonzentrator
(RVC 2-33 CDplus der Firma Christ (Osterode am Harz, Deutschland)) entfernt. Nach 1-
stiindiger Laufzeit bei Raumtemperatur und 1000 rpm konnte das Losungsmittel vollstén-
dig entfernt werden. Die Reaktionsriickstande wurden in 100 pl eines MeCN/H,O-Gemi-
sches (1:1) aufgenommen. Die Platte wurde anschlieend fiir 2 Minuten bei 2000 rpm
geschiittelt. Im Anschluss wurden die Reaktionslosungen in LC/MS-Gefif3e iiberfiihrt
und im Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-Massenspektrometer vermessen. Das
Injektionsvolumen betrug 3 ul. Die Auswertung des Umsatzes erfolgte auf Grundlage der
Peakfldchen des 210 nm Spektrums.

Eine exakte quantitative Bestimmung, der wihrend der Reaktion gebildeten Pro-
duktmengen, ist dabei mit einigen Schwierigkeiten verbunden: Geritebedingt entstehen
zeitliche Differenz zwischen den einzelnen LC/MS-Messungen. Innerhalb der damit ver-
bundenen Standzeiten der Proben kann dabei weiterhin Produkt gebildet werden, was den
Vergleich der Reaktionsansitze erschwert. Im Fall der Aktivester ist dabei ebenfalls der
Produktzerfall moglich, der durch Edukt-/ und Reagenzienbedingte pH-Wert Einfliisse
noch beschleunigt wird. Weiterhin kann die Evaporation des wihrend der Reaktion ein-

gesetzten Losungsmittels zu Konzentrationsschwankungen fiihren, welche bei Arbeiten
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im Mikromafstab einen merklichen Einfluss haben kénnen. Aufgrund dieser versuchs-
spezifischen Gegebenheiten wurde zur Bewertung der Effizienz der einzelnen Aktivie-
rungsmethoden der Reaktionsumsatz bestimmt. Hierbei wurde im UV-Spektrum des je-
weiligen Ansatzes die Fliche des Produkt-Peaks ermittelt und diese anschlieend in Re-

lation zur Summe des Edukt- und Produkt-Peaks gesetzt.

9.6. In-silico Screening und Docking gegen
WNV NS2B-NS3-Protease

Das in-silico Screening wurde wie unter 7.5. beschrieben durchgefiihrt. Die verwendete
Schroedinger Suite (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017) lag in Version 2017-1 vor.
Die einzelnen verwendeten Programme wurden in der folgenden Version verwendet:
Combiglide-v44011; Epik-v39011; Glide-v74011; Maestro-v111011; Ligprep-v41011.
Fiir das Re-Docking des natiirlichen Liganden wurde ein RMSD-Wert von 1,0369 A be-
rechnet. Die durch Epik erzeugten Tautomere und Ionisierungszustinde wurden fiir einen
pH-Wert von 8 £+ 0,5 berechnet. Beim Docking mittels Glide wurden sowohl beim SP-
wie auch beim XP-Docking die Liganden flexibel behandelt. Stickstoff-Inversionen wa-
ren erlaubt und nicht-planare Amide wurden bestraft. Es wurden keine restraints vorge-
geben. Das SP-Docking wurde unter Standardbedingungen durchgefiihrt. Fiir das XP-
Docking wurde die Anzahl der Posen die initial beibehalten werden auf 50000 erhoht.
Das Scoring-Fenster wurde auf 500 gesetzt. Die Anzahl der minimierten Posen pro Lig-

and wurde auf 1000 gesetzt. Die Funktion extended sampling wurde verwendet.

9.7. In-situ Amidierung im Mikrotiterplatten-MaBstab

Die in-situ Amidierungsversuche wurden in Corning 3658-Mikrotiterplatten durchge-
fiihrt. Vom jeweils verwendeten Amin wurden 10 pl einer wissrigen Losung (10 bzw.
25 mM) in die Mikrotiterplatte gegeben. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Va-
kuumkonzentrator (RVC 2-33 CDplus der Firma Christ (Osterode am Harz, Deutsch-

land)) entfernt. Nach 1-stiindiger Laufzeit bei Raumtemperatur und 1000 rpm konnte das
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Losungsmittel vollstindig entfernt werden. Dieser Schritt war aufgrund der geringen Los-
lichkeit von Amin 19 in Dioxan notwendig. Carbonsdure 1 wurde als 10 mM DMSO-
Losung (Aktivierung in DMSO/DMF) bzw. 25 mM Dioxan-Losung (Aktivierung in Di-
oxan) verwendet. Hiervon wurden 10 pl in die Mikrotiterplatten zum Amin gegeben. In
den Reaktionsansitzen mit DMAP wurde nachfolgend 1 pl einer 1 mM-Losung des ent-
sprechenden Losungsmittels zugegeben (s. Tabelle 7.1). Nachfolgend wurden 10 pl
Aktivierungsreagenz und 1 bzw. 2 ul Base als DMF (Aktivierung in DMSO/DMF)- bzw.
Dioxan (Aktivierung in Dioxan)-Losung zugegeben. Nach Zugabe aller Reagenzien wur-
den die genutzten Vertiefungen der Mikrotiterplatte versiegelt und anschlieend fiir die
gesamte Reaktionszeit mit 1200 rpm geschiittelt.

Nach Ablauf der Reaktionszeit (30 Minuten bzw. 2 h) wurden 10 pl der Reakti-
onsansidtze in LC/MS-Gefde iuiberfiihrt. AnschlieBend wurden jweils 90 ul eines
MeCN/H,0O-Gemisches (1:1) zugegeben. Im Anschluss wurden die Reaktionslosungen
in LC/MS-Gefil3e iiberfiihrt und im Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-Massen-
spektrometer vermessen. Das Injektionsvolumen betrug 3 ul. Die Auswertung des Um-
satzes erfolgte auf Grundlage der Peakflichen des 254 nm Spektrums. Hierbei wurde im
UV-Spektrum des jeweiligen Ansatzes die Fliche des Produkt-Peaks ermittelt und diese

anschlieBend in Relation zur Summe des Edukt- und Produkt-Peaks gesetzt.

9.8. In-situ Screening gegen die
WNV NS2B-NS3-Protease

Zu Beginn des Screenings wurden 10 pl einer 25 mM (Screen 1) bzw. 10 mM (Screen 2-
100, 2-10, 2-1) wissrigen Losung von Amin 19 in die Mikrotiterplatte vorgegeben. An-
schlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuumkonzentrator (RVC 2-33 CDplus der
Firma Christ (Osterode am Harz, Deutschland)) entfernt. Nach 1-stiindiger Laufzeit bei
Raumtemperatur und 1000 rpm konnte das Losungsmittel vollstindig entfernt werden.
Die Carboxylat-Fragmente lagen vorplattiert als 25 mM Dioxan-L&sung (Screen 1) bzw.
10 mM DMSO-Losung (Screen 2) vor. Zum Umsetzen der Fragmente und Reagenzien

wurde ein ALH-3000 CaliperLLS Pipettierroboter der Firma Sciclone verwendet. Im Fall
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von Screen 1 erfolgte die Aktiverung der Carbonsiure durch sequentielle Aufnahme von
Carbonsdure-Fragment (10 pl), 10 yl DCC-Losung (27,5 mM in Dioxan) und 1 pl
DMAP-L6sung (25 mM in Dioxan). Bei Screen 2 erfolgte die Aktivierung durch sequen-
tielle Aufnahme von Carbonsdure-Fragment (10 pl), 5 ul DIPEA-L6sung (21 mM in
DMF) und 5 ul HBTU-L6sung (11 mM in DMF).

Im Anschluss folgte die Zugabe dieses Reaktionsgemisches in die Reaktions-
platten. Zur Umsetzung der kompletten Carboxylat-Bibliothek wurden somit pro Screen
jeweils fiinf Platten eingesetzt, welche jeweils aktiviert und im Anschluss mit Amin 19
zum Amid umgesetzt wurden. Alle Platten wurden nachfolgend fiir 2 h bei Raumtempe-
ratur und 1200 rpm geschiittelt. Im Fall von Screen 1 wurde darauthin das Losungsmittel
(Dioxan) mittels Vakuumkonzentrator entfernt. Nach 1-stiindiger Laufzeit bei Raumtem-
peratur und 1000 rpm konnte das Losungsmittel vollstindig entfernt werden. Im An-
schluss wurden die Fragment-Kombinationen in 4 x 10 ul DMSO aufgenommen. Nach-
folgend wurden 10 pl dieser DMSO-Losung entnommen und mit 30 ul MOPS-Puffer ver-
diinnt. Dieser Losung wurden 2 pl entnommen und in die Messplatten umgesetzt. An-
schlieend wurden die Platten bei einer potentiellen Amid-Maximalkonzentration von
100 puM vermessen. Im Fall von Screen 2 folgte im Anschluss an die zweistiindige Reak-
tionszeit die direkte 1:20 Verdiinnung (1 pl auf 19 ul MOPS-Puffer) mit MOPS-Puffer.
Nachfolgend wurde diese Losung nochmals mit MOPS-Puffer auf die entsprechende im
Assay verwendete Konzentration verdiinnt. Die finalen Amid-Konzentrationen im Assay
betrugen 100, 10 und 1 pM (Screen 2-100, 2-10 bzw. 2-1). Im Anschluss folgte die Mes-
sung. Alle Platten wurden mit dem Standard WNV NS2B-NS3-Protease-Aktivititsassay
vermessen. Als Positivkontrolle wurde hierbei 1 pl einer 100 uM (Screen 1) bzw. 100, 10
und 1 uM (Screen 2-100, 2-10, 2-1) Amin 19-Losung verwendet. Die resultierende Inhi-
bition im Screening wurde in Relation zum hierbei gemessenen Wert gesetzt.

Als Hit-Kriterium fiir das Screening wurde eine im Vergleich zur Amin 19-L6-
sung 30%ige Erhohung der Inhibition festgelegt. Die Bewertung der Umsetzung zum
Amid erfolgte mittels Standard-LC/MS-Analytik wie unter 9.2.2. beschrieben. Bei
Screen 1 betrug das injizierte Volumen 9 pl; bei Screen 2 wurden 8 pl injiziert. Die Peak-

fliche wurde unter Verwendung der ChemStation-Software von Agilent berechnet.
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Die im Zuge der Hit-Auswahl durchgefiihrte Literatur- und Datenbankrecherche erfolgte
auf PubChem.>>» Die Recherche erfolgte auf Grundlage der Struktursuche. Zum Aus-
schluss der PAIN-Strukturen wurden die sdf-Strukturen der 78 Hit-Kombinationen zu-
nidchst in die entsprechenden SMILE-Strukturen im RPBS Web portal™ umgewandelt.
AnschlieBend wurden die SMILE-Strukturen auf den FAF-Drugs3 Web-Server® hoch-
geladen und dort auf PAIN-Strukturmerkmale untersucht.

Fiir den AMC-Test wurde eine 100 uM Losung der 78 Hit-Kombinationen ver-
wendet. Hierzu wurde 1 pl aus den entsprechenden Aktivierungsansitzen (Screen 1 bzw.
Screen 2) entnommen und in eine Mikrotiterplatte iiberfiihrt. AnschlieBend wurden 30 pl
einer Puffer-/AMC-Losung zugegeben. Die finale AMC-Konzentration betrug 50 uM.
Die Platte wurde anschlieBend bei 360 nm bestrahlt und das resultierende Emissionslicht
bei einer Wellenldnge von 465 nm gemessen. Die Prid-Screens wurden bei einer Amid-
konzentration von 120 pM durchgefiihrt. Die Messung wurde hier im Zuge eines Stan-
dard-WNV-Protease-Aktivitidtsassays durchgefiihrt, wobei die erste Messung der Fluo-
reszenzintensitédt jedoch schon vor Zugabe des Fluoreszenzsubstrats erfolgte. Die Anre-
gungswellenldnge war 360 nm; das emittierte Licht wurde bei 465 nm gemessen. Zur
Uberpriifung des Aggregationsverhalten wurde ein Standard-WNV-Protease-Aktivitits-

assays durchgefiihrt mit einem 0,01%igen CHAPS-Anteil im Messpuffer.

128



10. Enzymkinetische Messungen

Fiir die enzymkinetischen Messungen von Faktor Xa wurde ein SAFIRE II basic Fluo-
reszenzreader der Firma Tecan GmbH (Grodig, Osterreich) verwendet. Die Messungen
wurden in Corning 3655 Mikrotiterplatten (384 Vertiefungen) durchgefiihrt. WNV
NS2B-NS3-Protease-Messungen wurden an einem Infinite M1000 PRO Fluoreszenzrea-
der Firma Tecan GmbH durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurden Corning 3658 Mikro-
titerplatten (384 Vertiefungen) verwendet. Nach Zugabe der einzelnen Assaybestandteile
wurde die Mikrotiterplatte mit einer 5810 R Zentrifuge der Firma Eppendorf (Hamburg,
Deutschland) zentrifugiert. Zum Schiitteln der Platten wurde ein MixMate der Firma Ep-
pendorf verwendet. Fiir alle Messungen wurden geeignete Kontrollen gefiihrt. Im Fall der
Positivkontrolle wurde die Testsubstanz-Losung durch 1 ul DMSO ersetzt. Fiir die Nega-
tivkontrolle wurde anstelle der Enzym-Losung eine dquivalente Menge des Messpuffers
zugegegeben. Alle Aktivitdtsbestimmungen wurden als Triplikate durchgefiihrt.

Die Auswertung der im Zuge eines Aktivititsassays erhaltenen Fluoreszenzinten-
sitidts-Werte (RFU) erfolgte zunédchst mittels der Magellan™-Software der Firma Tecan
GmbH (Grodig, Osterreich). Fiir gewohnlich wurden die RFU-Werte der ersten 20 Mi-
nuten zur Ermittlung der Geradensteigung verwendet. Dieses Zeitintervall wurde entspre-
chend angepasst, wenn ein fritheres Abflachen der Kurve beobachtet werden konnte. Die
Geradensteigungen (RFU/min) wurden nachfolgend in Excel (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA) iiberfiihrt. Hier wurden die Werte der jeweiligen Negativkontrollen
abgezogen. Im Anschluss wurde der resultierende Wert der Geradensteigung in Relation

zur Positivkontrolle gesetzt, woraus sich die Aktivitit des Enzyms ergibt.

10.1. IC5 - Bestimmungen

Zur Bestimmung der IC5,-Werte wurden 6—10 unterschiedlich konzentrierte DMSO-L6-

sungen der Testsubstanz gegen das jeweilige Enzym im Aktivitdtsassay vermessen. Die
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aus dem Aktivitdtsassay erhaltenen Aktivititswerte wurden in die GraphPad Prism-Soft-
ware (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) iibertragen und dort gegen die logarith-
mierten Konzentrationswerte aufgetragen. Die IC5y-Werte wurden nachfolgend, wie un-
ter 3.6. beschrieben, mittels nicht-linearer Regression unter Verwendung des Hill-Mo-

dells (Gleichung 3.21) erhalten.

10.2. Bestimmung der K, -Werte

Zur Bestimmung der K;-Werte wurden 7 unterschiedlich konzentrierte Substratlosungen
von Boc-LGR-AMC (Faktor Xa) bzw. Cbz-GKR-AMC (WNV NS2B-NS3-Protease)
vermessen. Die Daten der ersten 10 Minuten wurden zur Berechnung des initialen Sub-
stratumsatzes verwendet. Von den erhaltenen Fluoreszenzintensitdatswerten pro Zeit wur-
den die Werte der Negativkontrollen abgezogen und die daraus resultierenden Werte in
GraphPad Prism-Software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) iibertragen. Hier
wurden die Konzentrationen der verwendeten Losungen gegen die jeweils gemessene
Fluoreszenzintensitéit pro Zeit aufgetragen. Die Ky;-Werte wurden nachfolgend mittels
nicht-linearer Regression unter Verwendung des Michaelis-Menten-Modells (Gleichung

3.12) erhalten.

A Ky -Wert Bestimmung B Ky -Wert Bestimmung
FXa gegen Boc-LGR-AMC WNV NS2B NS3 gegen Cbz-GKR-AMC
25001 3000
°
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Boc-LGR-AMC / uM > Cbz-GKR-AMC / uM >
Ky = 77,06 (£ 4,1) uM Ky = 122 (£ 2,7) pM
R2=0,9728 R2=0,989

Abbildung 10.1. Darstellung der aus den Messungen zur Ky;-Wert-Bestimmung erhaltenen Daten fiir Fak-
tor Xa (A) und der WNV NS2B-NS3-Protease (B).
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10.3. Faktor Xa-Aktivitatsassay

Fiir den Faktor Xa-Aktivitdtsassay wurde ein Puffer mit folgender Zusammensetzung ver-
wendet: 200 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonsdure (MOPS), 50 mM Natriumacetat,
5 mM Ethylendiamintetraessigsidure (EDTA; als Dinatriumsalz Dihydrat verwendet). Der
pH-Wert des Puffers wurde mit Natriumhydroxid auf pH 8 eingestellt. Das Fluoreszenz-
substrat wurde in 10-millimolaren DMSO-Stammldsungen angesetzt. Aliquote dieser
Stammlosung wurden vor der Messung mit MOPS-Puffer aufgefiillt. Die Konzentration
dieser Losungen betrug 646 pM. Im Assay wird damit eine Substrat-Konzentration von
76 uM (= Ky -Wert) erreicht. Amin-Fragment 14 konnte in Wasser gelost werden. Die
Verbindungen 1-13 sowie 15-17 wurden als DMSO-Losung verwendet. Der finale
DMSO-Anteil im Assay betrug 2,9 %, wobei keine DMSO-bedingte Aktivitidtsabnahme
beobachtet werden konnte.

Zu Beginn des Assays wurden 1 pl der zu testenden Verbindung in die Mikroti-
terplatte vorgelegt. Nachfolgend wurde die Platte bei 3000 rpm fiir 1 Minute zenrifugiert.
AnschlieBend wurden 25 pl des MOPS-Puffer zugegeben. Es folgte ein Zyklus bestehend
aus Zentrifugieren, Schiitteln der Platte (2 Minuten bei 1800 rpm) und erneutem Zentri-
fugieren. Daraufthin wurden 4 pl Faktor Xa-Losung (MOPS-Puffer-Losung) zugegeben.
Die finale Assay-Konzentration von Faktor Xa betrug 14,5 nM. Es folgte ein weiterer
Zyklus bestehend aus Zenrifugieren, Schiitteln und Zentrifugieren. AbschlieBend wurden
4 pl der Fluoreszenzsubstrat-L.osung zugegeben. Nach einem finalen Zyklus bestehend
aus Zenrifugieren, Schiitteln und Zentrifugieren wurde die Messung gestartet. Als Anre-
gungswellenldnge wurde 380 nm gewihlt. Das emittierte Licht wurde bei einer Wellen-

lange von 460 nm gemessen.

10.4. WNV NS2B-NS3-Protease-Aktivitatsassay

Fiir den WNV NS2B-NS3-Protease-Aktivitdtsassay wurde ein 10 mM MOPS-Puffer mit
einem 20%igen Glycerol-Anteil verwendet. Der pH-Wert des Puffers wurde mit Natri-

umhydroxid auf pH 8 eingestellt. Das Fluoreszenz-substrat wurde in 10-millimolaren
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DMSO-Stammlésungen angesetzt. Aliquote dieser Stammldsung wurden vor der Mes-
sung mit Puffer aufgefiillt. Die Konzentration dieser Losungen betrug 378 pM. Im Assay
wird damit eine Substrat-Konzentration von 122 uM (= Ky;-Wert) erreicht. Alle gegen
die WNV NS2B-NS3-Protease getesteten Verbindungen wurden als DMSO-L&sung ver-
wendet. Der DMSO-Anteil im Assay betrug 3,2 %.

Zu Beginn des Assays wurden 1 pl der zu testenden Verbindung in die Mikroti-
terplatte vorgelegt. Nachfolgend wurde die Platte bei 3000 rpm fiir 1 Minute zenrifugiert.
Anschlieend wurden 10 pl des MOPS-Puffer zugegeben. Es folgte ein Zyklus bestehend
aus Zentrifugieren, Schiitteln der Platte (2 Minuten bei 1800 rpm) und erneutem Zentri-
fugieren. Darauthin wurden 10 pl WNV NS2B-NS3-Protease-Losung (MOPS-Puffer-
Losung) zugegeben. Die finale Assay-Konzentration der WNV NS2B-NS3-Protease be-
trug 14,3 nM. Es folgte ein weiterer Zyklus bestehend aus Zenrifugieren, Schiitteln und
Zentrifugieren. AbschlieBend wurden 10 pl der Fluoreszenzsubstrat-Losung zugegeben.
Nach einem finalen Zyklus bestehend aus Zenrifugieren, Schiitteln und Zentrifugieren
wurde die Messung gestartet. Als Anregungswellenlinge wurde 360 nm gewéhlt. Das

emittierte Licht wurde bei einer Wellenldnge von 465 nm gemessen.
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11. Ligationsassay-Durchfuhrung

11.1. Detektion mittels Enzymaktivitatsassay

Zur Detektion der Templat-unterstiitzten Reaktion mittels Enzymaktivititsassay wurde
eine modifizierte Version des unter 10.1. beschriebenen Aktivititsassays durchgefiihrt.
Hierbei wurden die Konzentrationen der verwendeten Fluoreszenzsubstrat- und Enzym-
Losungen auf das erhohte Assayvolumen (35 pl statt 34 pl) entsprechend angepasst. Die
Fluoreszenzsubstrat-L.osung wurde in einer Konzentration von 665 uM eingesetzt. Im
Fall der Faktor Xa-Losung wurde eine Konzentration von 127 uM eingesetzt. Damit be-
trugen die finalen Konzentrationen, wie im Standard-Aktivititsassay, 76 uM (Fluores-
zenzsubstrat) bzw. 14,5 nM (Faktor Xa). Amin-Fragment 14 konnte als wissrige Losung
verwendet werden. Die finale Assay-Konzentration von 14 betrug 0,285 mM. Die Ver-
bindungen 1-13 wurden als DMSO-d4-Losung verwendet. Der finale DMSO-dg-Anteil
im Assay betrug 2,9 %, wobei keine DMSO-bedingte Aktivitdtsabnahme beobachtet wer-
den konnte. Die Positivkontrolle enthielt im Fall des Ligationsassays 1 ul Wasser und 1 ul
DMSO.

Der Ligationsassay wurde fiir jeden Aktivester in einem templierten und einem
nicht-templierten Reaktionsansatz durchgefiihrt (s. Tabelle 11.1). Zu Beginn wurden 1 pl
der Amin-Fragment 14-L6sung fiir beide Reaktionsansétze in der Mikrotiterplatte vorge-
legt. Nachfolgend wurde die Platte bei 3000 rpm fiir 1 Minute zenrifugiert. Anschliefend
wurden 21 ul MOPS-Puffer zum templierten Reaktionsansatz zugegeben und 25 pl zum
nicht templierten Reaktionsansatz. Es folgte ein Zyklus bestehend aus Zentrifugieren,
Schiitteln der Platte (1 Minute bei 1800 rpm) und erneutem Zentrifugieren. Darauthin
wurden 4 ul Faktor Xa-Losung (MOPS-Puffer-Lésung) zum templierten Reaktionsansatz
zugegeben. Es folgte ein weiterer Zyklus bestehend aus Zenrifugieren, Schiitteln (1 Mi-
nute bei 1500 rpm) und Zentrifugieren. Nun wurde zu beiden Reaktionsansitzen 1 pl der
Aktivester-Losung zugegeben. In der ersten Versuchsreihe wurden alle Aktivester in ei-
ner Assay-Konzentration von 0,285 mM eingesetzt; in der zweiten Versuchsreihe wurden

die Aktivester 9-13 in einer Konzentration von 5 mM verwendet.
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Im Anschluss an die Ativester-Zugabe folgte ein Zyklus bestehend aus Zenrifugieren,
Schiitteln (5 Minuten bei 1800 rpm) und Zentrifugieren. Beide Reaktionsansitze wurden
nun fiir 2 h bzw., fiir die Experimente zur Maximierung des Templat-Effekts, bis zu 10 h
stehen gelassen. Darauthin wurden zum templierten Ansatz 4 pl Puffer zugegeben und
zum nicht-templierten Ansatz 5 ul der Enzym-Losung. Es folgte ein Zyklus bestehend
aus Zenrifugieren, Schiitteln (5 Minuten bei 1800 rpm) und Zentrifugieren. AbschlieSend
wurde in beide Ansitze 4 pl der Fluoreszenzsubstrat-Losung gegeben. Nachdem noch-
mals zenrifugiert, geschiittelt (5 Minuten bei 1800 rpm) und zentrifugiert wurde, wurde

die Messung gestartet.

Tabelle 11.1. Aufbau des Ligationsassays — Detektion mittels Enzymaktivitétsassay

zugegebenes Volumen (in pl)
S Zugabe von templierte nicht-templierte

Reaktion Reaktion

1 Amin 14 1 1

2 Puffer 21 25

3 Enzym-Lsg. 4 -

4 Aktivester-Lsg. 1 1

5 Enzym-Lsg. - 4

6 Puffer 4 -

7 Fluoreszenzsubstrat-Lsg. 4 4

Fiir den templierten Reaktionsansatz konnte eine Standzeit-bedingte Aktivitdtsabnahme
des Enzyms mittels geeigneter Kontrollmessungen ausgeschlossen bzw. als vernachlis-
sigbar bewertet werden. Die, zur Maximierung des Templat-Effekts bei erhohten Tempe-
raturen, durchgefiihrten Experimente (37 °C) wurden im Trockenschrank durchgefiihrt.
Das Enzym zur Vermessung der Aktivitit im nicht-templierten Reaktionsansatz wurde
hierbei ebenfalls wihrend der Reaktionszeit im Trockenschrank gelagert. Zur Durchfiih-
rung der Experimente bei verlidngerter Reaktionszeit wurden alle Reaktionsansitze in
dreifacher Kopie hergestellt. Die jeweiligen Vertiefungen auf der Mikrotiterplatte wurden
wihrend der Reaktionszeit versiegelt. Nach 2, 5 und 10 h Reaktionszeit wurde nachfol-

gend je eine Kopie der Reaktionsansétze vermessen.
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11.2. Detektion mittels LC/MS-Analytik

Zur Untersuchung der Templat-unterstiitzten Reaktion mittels LC/MS-Analytik wurden
sowohl fiir Aktivester 11 als auch fiir Aktivester 12 jeweils 2 Reaktionsansitze auf die
unter 11.1. beschriebene Methode hergestellt. Abweichungen ergeben sich hier lediglich
aufgrund der unterschiedlichen Messmethode (s. Tabelle 11.2). So wurde im Fall der
nicht-templierten Reaktion auf die Zugabe von 4 pl der Enzym-Losung verzichtet. Statt-
dessen wurden hier zusitzliche 4 uyl MOPS-Puffer zugegeben. Ebenfalls war fiir dieses
Experiment kein Fluoreszenzsubstrat notwendig, weswegen abschlieBend in beide Reak-

tionsansétze nochmals 4 ul MOPS-Puffer gegeben wurden.

Tabelle 11.2. Aufbau des Ligationsassays — Detektion mittels LC/MS-Analytik

zugegebenes Volumen (in pl)
Schritt Zugabe von templierte nicht-templierte

Reaktion Reaktion

1 Amin 14 1 1

2 Puffer 21 25

3 Enzym-Lsg. 4 -

4 Aktivester-Lsg. 1 1

5 Puffer 8 8

Die hergestellten Reaktionansitze wurden anschlieBend in das Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie-Massenspektrometer injiziert. Das injizierte Volumen betrug 15 pl. Zur
Untersuchung der Templat-unterstiitzten Reaktion wurde das extrahierte lonenchromato-

gramm fiir das Signal des Ligationsprodukts 15 [M+H]*, m/z 538 verwendet.

11.3. Quantifizierung des Ligationsprodukts mittels
LC-QTOF-MS

Die Kalibriergerade wurde wie unter 5.1. beschrieben erstellt. Hierbei wurden 6 verschie-
dene Konzentrationen der Verbindung 15-Referenzlésung verwendet (10, 25, 50, 75, 100
und 125 nM). Die Herstellung der Referenzlosungen erfolgte in MOPS-Puffer. Jede Mes-
sung wurde in Triplikaten durchgefiihrt. Durch Auftragung der injizierten Stoffmengen

gegen die aus den extrahierten Ionenchromatogrammen entnommenen Peakflichen
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konnte mittels linearer Regression in Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA,
USA) die Kalibriergerade erhalten werden. Die Funktion der Geraden konnte nachfol-
gend zur Quantifizierung des im Zuge der Templat-unterstiitzten Reaktion gebildeten Li-
gationsprodukts genutzt werden.

Zur Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Templat-unterstiitzten Reaktion
wurden fiir beide Aktivester (11 und 12) je ein templierter und ein nicht-templierter Re-
aktionsansatz verwendet (s. Tabelle 11.3). Die Reaktion wurde in einem LC/MS-Gefil3

durchgefiihrt.

Tabelle 11.3. Aufbau des Ligationsassays — Quantifizierung mittels LC-QTOF-MS

zugegebenes Volumen (in pl)
i AlgfEz e templierte nicht-templierte
Reaktion Reaktion
1 Amin 14 2 2
2 Puffer 58 66
3 Enzym-Lsg. 8 -
4 Aktivester-Lsg. 2 2

Da jede Messung als Triplikat durchgefiihrt wurde, wurden versuchsbedingt grof3ere An-
sitze der Reaktionen verwendet. Amin 14 und die Aktivester 11 / 12 wurden wie zuvor
in einer finalen Konzentration von 0,285 mM bzw. 5 mM eingesetzt. Durch Kontrollen
der Enzymaktivitit konnte eine Abnahme der Aktivitit (oder der Enzymmenge) im
LC/MS-GefiB} festgestellt werden, daher musste zum Ablauf der templierten Reaktion
eine hohere Enzymkonzentration verwendet werden. Die finale Enzymkonzentration be-
trug hier 82 nM. Die Quantifizierung des gebildeten Produkts erfolgte durch eine stiind-
liche Injektion von 1 pl der templierten und nicht-templierten Reaktionsldsung fiir einen
Zeitraum von 10 h. In den Liufen zwischen den Injektionen der beiden Testlosungen
wurden Leerproben injiziert. Da in Testmessungen eine deutliche Abtrennung des Pro-
duktpeaks von den Eduktpeaks nachgewiesen werden konnte, wurde in nachfolgenden
Messungen nur der HPLC-Fluss im Zeitintervall von 1,6—4,1 Minuten zum Massenspek-
trometer geleitet. Somit wurde die empfindliche Ionenquelle nicht durch hohe Edukt- und
Salzkonzentrationen in der Messlosung belastet. Die erhaltenen Daten wurden wie unter
5.1. beschrieben mithilfe der MassHunter-Software von Agilent verarbeitet. Als Massen-

fenster wurde 20 ppm gewdhlt. Fiir die Berechnung der jeweiligen Peakflachen wurde
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dieses auf 35 ppm ausgeweitet. Die Kurvenanpassung der erhaltenen Daten an das Modell
der einphasigen exponentiellen Assoziationsfunktion erfolgte unter Verwendung der

GraphPad Prism-Software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
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12. Synthesevorschriften

N-Boc-4-aminomethyl-benzonitril (14a)
N~ BoC 4-Aminomethyl-benzonitril Hydrochlorid (20 g, 0.119 mol)
H
//©/\ wurde in einem 2:1 Gemisch aus Dioxan/2N NaOH (360 ml) ge-
=

16st. Innerhalb von 10 Minuten wurde Di-O-tert-butyl carbonat

N

(28.6 g, 0.131 mol) bei 0 °C zugegeben. Nachdem die Reaktion fiir 6 h bei Raumtempe-
ratur geriihrt wurde, konnte iiber Diinnschichtchromatographie die Vollstindigkeit der
Reaktion nachgewiesen werden. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer ent-
fernt und der Riickstand in Ethylacetat aufgenommen. Im Anschluss wurde die organi-
sche Phase drei mal mit 5%iger wissriger KHSO,4-Losung extrahiert. Nach Trocknen mit
Natriumsulfat und Einengen des Losungsmittels konnte Produkt 14a als weiller Feststoff

erhalten werden. (25.4 g, 0.11 mol).

N-Boc-4-aminomethyl-N'-acetoxy-benzamidin (14c)
N,Boc N-Boc-4-aminomethyl-benzonitrile 14a (23.2 g, 0.1 mol)
H2N\(©/\ : wurde in Methanol gelost (30 ml). Nach der Zugabe von Hyd-
Nl\O roxylamin Hydrochlorid (12.41 g, 0.1785 mol) und N,N-
O)\ Diisopropylethylamin (DIPEA, 30 ml, 0.172 mol) wurde der
Ansatz tiber Nacht unter Riickfluss gekocht. AnschlieBend wurde das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Der 6lige Riickstand wurde in konzentrierter Essigsdure
aufgenommen (200 ml) und 34 ml (0.36 mol) Acetanhydrid zugegeben. Die Losung
wurde fiir 2 h geriihrt und im Anschluss wurde das Losungsmittel am Rotationsverdamp-
fer entfernt. Der resultierende Riickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und drei
mal mit Brine gewaschen. Anschliefend wurde das Losungsmittel eingeengt und der

Riickstand mittels Flash-Chromatographie (DCM/Methanol 9:1) gereinigt, wodurch Pro-
dukt 14b (18.1 g, 0.059 mol) erhalten werden konnte.
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N-Boc-4-aminomethyl-benzamidin (14d)

N~ B¢ N-Boc-4-aminomethyl-N‘-acetoxy-benzamidin 14¢ (17 g,

H,N \”/©/\ : 0.055 mol) wurde in einen Schlenk-Kolben iiberfiihrt und in Es-
NH sigsdure gelost (150 ml). Im Anschluss wurde Palladium/Koh-
lenstoff (10 % (w/w), 0.3 g, 2.75 mmol) zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde mit ei-
nem H,-Ballon versehen und fiir 24 h unter H,-Atmosphire geriihrt. Anschliefend wurde
der Reaktionsansatz erneut mit Wasserstoff gesittigt und fiir weitere 24 h geriihrt. Nach

Abfiltrieren des Katalysators und Einengen des Losungsmittels wurde das gewiinschte

Produkt 14d erhalten (13 g, 0.052 mol).

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serin (1a)
O-Benzyl-D-serin (5 g, 0.026 mol) wurde in gesittigter Kali-
umcarbonat-Losung gelost (80 ml). Der Reaktionansatz wurde
//S//\NH auf 70 °C erwidrmt und im Anschluss tropfenweise Benzylsul-
©\/OO OH " fonylchlorid (5.37 g, 0.028 mol) als DCM-Losung (100 ml) zu-
o gegeben. Nachdem die Reaktion fiir 1 h geriihrt wurde, konnte
mittels LC/MS-Analytik die Vollstindigkeit der Reaktion nachgewiesen werden. Nach
Abkiihlen des Ansatzes wurde der pH-Wert mit konz. Salzsdure auf pH 1 gebracht und
drei mal mit DCM extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit Natriumsul-
fat getrocknet. Nach Einengen des Losungsmittels konnte Produkt 1a (6.43 g, 0.018 mol)

erhalten werden.

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin (1)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-methyles-
ter 13 (4.63 g, 0.011 mol) wurde in einem 3:1 Gemisch
~ NH o aus Methanol/Wasser (80 ml) gelost. Im Anschluss
©\/OWH\)J\OH wurde Lithiumhydroxid Monohydrat (2.3 g, 0.055 mol)
zugegeben. Nachdem die Reaktion fiir 2 h geriihrt wurde,
konnte mittels LC/MS-Analytik die Vollstindigkeit der Reaktion nachgewiesen werden.
AnschlieBend wurde das Methanol am Rotationsverdampfer entfernt und die verblei-

bende wissrige Losung gefriergetrocknet. Zur Entfernung der resultiereden Lithium-
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Salze wurde der Riickstand in Wasser aufgenommen und 5 g Dowex SOWX8 (H"-Form,
100-200 mesh) zugegeben. Nach wenigen Minuten konnte die Prézipitation des Produkts
beobachtet werden. Der Ansatz wurde fiir 3 h geriihrt und die ausgefallene Carbonsiure
durch Aceton-Zugabe (30 ml) wieder in Losung gebracht. AnschlieBend wurde der Io-
nenaustauscher abfiltriert und das Aceton am Rotationsverdampfer entfernt. Lyophilisa-
tion lieferte Produkt 1 als freie Carbonsdure (4.4 g, 0.011 mol). ESI-MS: m/z berechnet
fiir C19H»,N,04S: 429.1091 [M-Na]"; gefunden: 429.1130. *H NMR (500 MHz, DMSO-
dg) 6 (ppm) 8.49 (t, J = 5.8 Hz, NH Glycin, 1H), 7.67 (d, J = 8.7 Hz, NH Serin, 1H),
7.25-7.4 (m, ArH, 10H), 4.52 (s, CH, Benzyl, 2H), 4.32 (s, CH, Benzylsulfonyl, 2H),
4.2 (m, CH Serin, 1H), 3.92 (m, CH, Glycin, 2H), 3.56-3.65 (m, CH, Serin, 2H); 3C
(125 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 170.6, 170.5, 138.6, 131.4, 130.6, 128.8, 128.5, 128.16,
128.14, 128.1, 72.7,71.0, 59.1, 56.8, 52.3.

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycinylfluorid (2)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1 (0.12 g,
0.295 mmol) wurde in trockenem DCM (10 ml) gelost.
AnschlieBend wurden 46ul DAST zugegeben
©\/ \)\H/ \)J\ (0.35 mmol) bei 0 °C zugegeben. Durch Umsetzung des
entstandenen Carbonsédurefluorids mit einer 5%igen me-
thanolischen Pyridin-Losung konnte die Vollstindigkeit der Reaktion iiber den Nachweis
des entsprechenden Methylesters verfolgt werden. Nach 60 Minuten konnte die vollstin-
dige Umsetzung nachgewiesen werden. Der Ansatz wurde drei mal mit kaltem Wasser
extrahiert. AnschlieBend wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel eingeengt. Durch Aufreinigung des Riickstands mittels Flash-Chroma-
tographie (EA/Hexan 1:1) konnte Produkt 2 (0.09 g, 0.22 mmol) erhalten werden. Die
LC-QTOF-Messung wurde nach der Umsetzung zum Methylester durchgefiihrt. ESI-MS
m/z berechnet fiir CooH,4N,O¢S: 443.1247 [M-Na]*; gefunden: 443.1264. 'H NMR (700
MHz, CDCly) & (ppm) 7.55-7.57 (m, 1H), 7.27-7.41 (m, 11H), 4.46—4.55 (m, 2H), 4.27—
4.35 (m, 2H), 4.13—4.18 (m, 1H), 3.96—4.09 (m, 2H), 3.74 (ddd, J = 10.8 Hz, 9.7 Hz, 4.8
Hz, 1H), 3.58 (ddd, J = 15.7 Hz, 9.7 Hz, 5.8 Hz, 1H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 6
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(ppm) 170.5, 170.4, 138.5, 131.3, 130.6, 128.71, 128.69, 128.4, 128.04, 127.96, 72.7,
70.9, 59.0, 56.7, 52.2; 1F NMR (470 MHz, CDCl;) § (ppm) 32.9.

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycinylimidazolid (3)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1
(0.12 g, 0.295 mmol) wurde in trockenem THF
//S//?NH o (10 ml) gelost. AnschlieBend wurde CDI (48 mg,
©\/OO\)\H/H\)J\N /w 0.295 mmol) bei 0 °C zugegeben. Durch Umset-
o \:N zung des entstandenen Carbonsdureimidazolids mit
einer 5%igen methanolischen Pyridin-Losung konnte die Vollstindigkeit der Reaktion
tiber den Nachweis des entsprechenden Methylesters verfolgt werden. Nach 30 Minuten
konnte die vollstandige Umsetzung nachgewiesen werden. Das Losungsmittel wurde an-
schliefend am Rotationsverdampfer entfernt und der resultierende Riickstand nachfol-
gend in DCM aufgenommen. Der Ansatz wurde drei mal mit kaltem Wasser extrahiert.
Nach Trocknen der organischen Phase mit Natriumsulfat und Einengen des Losungsmit-
tels konnte Produkt 3 in hoher Reinheit erhalten werden (0.11 g, 0.245 mmol). ESI-MS:
m/z berechnet fiir Cy,H,4N4O5S: 479.1360 [M-Na]*; gefunden: 479.1370; *"H NMR (700
MHz, CDCly) 6 (ppm) 8.17 (s, 1H), 7.5 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 7.4 (s, 1H), 7.27-7.4 (m,
11H), 7.1 (s, 1H), 4.43—4.58 (m, 4H), 4.32 (s, 2H), 4.03—4.08 (m, 1H), 3.77 (dd, J = 9.7
Hz, 4.7 Hz, 1H), 3.59 (dd, J =9.7 Hz, 5.9 Hz, 1H); 33C NMR (125 MHz, CDCl5) & (ppm)
170.2, 165.5, 137.0, 136.1, 131.4, 130.8, 128.9, 128.8, 128.7, 128.6, 128.2, 128.0, 115.7,

73.7,70.1, 59.6, 56.7, 53.5, 42.8.

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-pentafluorophenylester (4)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycine
1 (0.2 g, 0 49 mmol) wurde in trockenem DMF
O’/S//?NH ] o F/\<Fj:|: (10 ml) gelost. AnschlieBend wurden N-Methyl-
[ ;L ,oJ\WNQJ\O - morpholin (NMM, 54 i, 0.49 mmol) und 1-
o F Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid

(EDC, 95 ul, 0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde Pentafluorophenol
(0.36 g, 1.96 mmol) zugegeben und die Reaktion fiir 1 h bei 0 °C geriihrt. Nach weiteren
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6 h bei Raumtemperatur wurde das Losungmittel am Rotationsverdampfer entfern und
der Riickstand in DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit wiss-
riger S%iger NaHCO5-Losung extrahiert und anschlie3end drei mal mit brine gewaschen.
Im Anschluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungs-
mittel nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des Riick-
stands mittels priaparativer HPLC (Retentionszeit: 18,9-20,7 Minuten) und anschlieen-
der Lyophilisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 4 erhalten werden (0.166 g,
0.29 mmol). ESI-MS: m/z berechnet fiir Co5sHy;FsN,0gS: 595.0933 [M-Na]*; gefunden:
595.0948. TH NMR (500 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm) 8.87 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7.74 (d, J =
8,4 Hz, 1H), 7.23-7.41 (m, 10H), 4.51 (s, 2H), 4.39 (d, J= 5.7 Hz, 2H), 4.25-4.35 (m,
2H), 4.18-4.24 (m, 1H), 3.55-3.66 (m, 2H); *C NMR (125 MHz, d6-DMSO) & (ppm)
188.3, 170.3, 148.9, 138.6, 131.41, 131.37, 130.7, 128.8, 128.7, 128.53, 128.47, 128.2,
128.1,128.0,76.6,72.7,59.1, 56.8, 41.4; °F NMR (470 MHz, DMSO-d¢) 8 (ppm) -152.9
(m), 157.6 (m), 161.7 (m), 165.3 (m), 171.7 (m).

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-4-nitrophenylester (5)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-gly-
cin 1 (0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trocke-

O”S//(\) NH o NO, nem DMF (10 ml) gelost. AnschlieBend
©\/o Jﬁ(“ %O /©/ wurden N-Methylmorpholin (NMM, 54 pl,
o} 0.49 mmol) und 1-Ethyl-3-(3-dimethylami-
nopropyl)-carbodiimid (EDC, 95 pl, 0.54 mmol) bei O °C zugegeben. Nachfolgend wurde
4-Nitrophenol (0.27 g, 1.96 mmol) zugegeben und die Reaktion fiir 1 h bei 0 °C geriihrt.

Nach weiteren 6 h bei Raumtemperatur wurde das Losungmittel am Rotationsverdampfer

entfern und der Riickstand in DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal

mit wissriger S%iger NaHCO;-Losung extrahiert und anschlieBend drei mal mit brine
gewaschen. Im Anschluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung
des Riickstands mittels praparativer HPLC (Retentionszeit: 22,7-23,9 Minuten) und an-

schlieender Lyophilisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt § erhalten werden
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(0.173 g, 0.33 mmol). ESI-MS: m/z berechnet fiir C,5H,5N;04S: 550.1255 [M-Na]*; ge-
funden: 550.1268. *H NMR (500 MHz, DMSO-d) & (ppm) 8.81 (t,J=5.7 Hz, 1H), 8.26—
8.31 (m, 2H), 7.74 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.39-7.44 (m, 10H), 7.24-7.37 (m, 10H), 4.52 (s,
2H), 4.28-4.37 (m, 2H), 4.20-4.27 (m, 3H), 3.63 (qd, 9.9 Hz, 6 Hz, 2H); 3C NMR (125
MHz, DMSO-d¢) 6 (ppm) 170.9, 168.6, 155.7, 145.7, 138.5, 131.4, 130.6, 128.80,
128.77, 128.5, 128.1, 125.9, 123.5, 72.8, 71.0, 59.1, 56.8, 42.0.

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-phenylthioester (6)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1
(0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trockenem DCM

O
S//\ gelost (10 ml). AnschlieBend wurden N-Methyl-
7" NH 0
©\/OWH%S /© morpholin (NMM, 54 ul, 0.49 mmol) und 1-
o) Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid

(EDC, 95 pl, 0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde Thiophenol (200 pl,
1.96 mmol) zugegeben und die Reaktion fiir 1 h bei 0 °C geriihrt. Nach weiteren 6 h bei
Raumtemperatur wurde das Losungmittel am Rotationsverdampfer entfern und der Riick-
stand in DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit wissriger 5%i-
ger NaHCO3-Losung extrahiert und anschlieBend drei mal mit brine gewaschen. Im An-
schluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des Riickstands mit-
tels priaparativer HPLC (Retentionszeit: 22,8—-24,2 Minuten) und anschlieBender Lyophi-
lisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 6 erhalten werden (0.15 g, 0.3 mmol).
ESI-MS: m/z berechnet fiir C,sH,N,O5S,: 521.1175 [M-Na]*; gefunden: 521.1186. 'H
NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 (ppm) 8.90 (t, J = 6 Hz, 1H), 7.73 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
7.45 (m, 3H), 7.24-7.39 (m, 12H), 4.54 (s, 2H), 4.29-4.4 (m, 2H), 4.21-4.27 (ddd, J =
8.4 Hz, 6.5 Hz, 5.2 Hz, 1H), 4.19 (dd, J = 5.9 Hz, 1.3 Hz, 2H), 3.66 (qd, / =9.9 Hz, 5.9
Hz, 2H); 3C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) § (ppm) 196.4, 170.9, 138.5, 135.1, 131.4,
130.6, 130.1, 129.0, 128.8, 128.7, 128.5, 128.2, 128.1, 127.4, 72.8, 66.9, 59.1, 57.0, 49.6.
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3-N-(O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycinyl)-3-acyl-2-thiono-
1,3-thiazolidin (7)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1

(0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trockenem DMF gelost

(10 ml). AnschlieBend wurden N-Methylmorpholin
©v Jﬁf JJ\ )J\ (NMM, 54 pl, 0.49 mmol) und 1-Ethyl-3-(3-dime-

thylaminopropyl)-carbodiimid (EDC, 95 pl,
0.54 mmol) bei 0°C zugegeben. Nachfolgend wurde 2-Thiazolin-2-thiol (0.23 g,
1.96 mmol) zugegeben und die Reaktion fiir 1 h bei 0 °C geriihrt. Nach weiteren 6 h bei
Raumtemperatur wurde das Losungmittel am Rotationsverdampfer entfern und der Riick-
stand in DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit wissriger 5%i-
ger NaHCO;-Losung extrahiert und anschlieBend drei mal mit brine gewaschen. Im An-
schluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des Riickstands mit-
tels préaparativer HPLC (Retentionszeit: 21,8-23,8 Minuten) und anschlieBender Lyophi-
lisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 7 erhalten werden (0.139 g, 0.27 mmol).
ESI-MS: m/z berechnet fiir C,,H,5sN305S5: 530.0849 [M-Na]"; gefunden: 530.0869. ‘H
NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm) 8.48 (t, /= 5.6 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 8.5 Hz, 1H),
7.24-7.4 (m, 10H), 4.65-4.81 (m, 2H), 4.53 (s, 2H), 4.5 (dd, J = 9 Hz, 6,5 Hz, 2H), 4.34
(s, 2H), 4.23 (dt, J = 8.3 Hz, 6Hz, 1H), 3.55-3.67 (m, 2H), 3.43 (t, J = 7.7 Hz, 2H); 13C
NMR (125 MHz, DMSO-de) & (ppm) 203.0, 170.7, 170.3, 138.5, 131.3, 130.5, 128.7,
128.4, 128.1, 128.0, 100.0, 72.7, 70.9, 59.0, 56.8, 56.6, 46.4, 29.5.

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-piperidinyl-1-ester (8)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1
(0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trockenem DMF

)
4 gelost (10 ml). AnschlieBend wurden N-Methyl-
7" >NH 0
©VOO¢\[(H%0/'O morpholin (NMM, 54 pl, 0.49 mmol) und 1-
o) Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid

(EDC, 95 pl, 0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde N-Hydroxypiperidin
(0.2 g, 1.96 mmol) zugegeben und die Reaktion fiir 1 h bei 0 °C geriihrt. Nach weiteren
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6 h bei Raumtemperatur wurde das Losungmittel am Rotationsverdampfer entfern und
der Riickstand in DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit brine
gewaschen. Im Anschluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung
des Riickstands mittels praparativer HPLC (Retentionszeit: 19.4-20.7 Minuten) und an-
schlieBender Lyophilisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 8 erhalten werden
(0.127 g, 0.26 mmol). ESI-MS/MS: m/z berechnet fiir C,4H3;N3;04S: 512.1826 [M-Na]™;
gefunden: 512.1851. *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 8.43-8.47 (m, 1H), 7.61-
7.64 (m, 1H), 7.26-7.38 (m, 10H), 4.52 (s, 2H), 4.3-4.37 (m, 2H), 4.18-4.22 (m, 1H),
3.56-3.65 (m, 2H), 3.01 (t, J/ = 5.7 Hz, 2H), 1.64 (p, J =5.8 Hz, 2H), 1.55 (q, / = 5.8 Hz,
1H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 170.2, 167.1, 138.5, 131.3, 130.6, 128.7,
128.4, 128.07, 128.06, 128.0, 72.6, 70.9, 59.0, 56.8, 44.2, 39.6, 22.7, 22.1.

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-ethylthioester (9)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1
(0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trockenem DMF gelost

O
4 (10 ml). AnschlieBend wurden N-Methylmorpholin
7 "NH O
O H .
(NMM, 54 pl, 0.49 mmol) und 1-Ethyl-3-(3-dime-
o} thylaminopropyl)-carbodiimid (EDC, 95 ul,

0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde Ethanthiol (141 pl, 1.96 mmol) zu-
gegeben und die Reaktion fiir 1 h bei 0 °C geriihrt. Nach weiteren 6 h bei Raumtempera-
tur wurde das Losungmittel am Rotationsverdampfer entfern und der Riickstand in DCM
aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit wissriger 5%iger NaHCOs-
Losung extrahiert und anschliefend drei mal mit brine gewaschen. Im Anschluss wurde
die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel nachfolgend
am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des Riickstands mittels priparati-
ver HPLC (Retentionszeit: 22—-23.4 Minuten) und anschlieBender Lyophilisation aus Di-
oxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 9 erhalten werden (0.14 g, 0.31 mmol). ESI-MS: m/z
berechnet fiir Cy;HyN,O5S,: 473.1175 [M-Na]*; gefunden: 473.1184. *H NMR (500
MHz, DMSO-dg) & (ppm) 8.78 (t, J = 6Hz, 1H), 7.68 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.26-7.41 (m,
10H), 4.53 (s, 2H), 4.32 (m, 2H), 4.21 (ddd, J= 8.4 Hz, 6.6 Hz, 5.3 Hz, 1H), 4.05 (d, J =
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6.1 Hz, 2H), 3.63 (m, 2H), 2.79 (q, J = 7.4 Hz, 2H), 1.12 (t, J = 7,3 Hz, 3H); 1*C NMR
(125 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm) 198.3, 170.6, 138.5, 131.3, 130.5, 128.7, 128.4, 128.1,
128.0,72.7,70.9, 66.8, 59.1, 56.9, 49.5, 22.7, 15.0.

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-pyridinyl-3-ester (10)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1
(0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trockenem DMF ge-
O//S//S)NH . o _N 16st (10 ml). AnschlieBend wurden N-Methylmor-
©\/O\)\WNQJ\O Q pholin (NMM, 54 ul, 0.49 mmol) und 1-Ethyl-3-
o] (3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC, 95
pl, 0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde 3-Hydroxypyridin (0.19 g,
1.96 mmol) zugegeben und die Reaktion fiir 1 h bei 0 °C geriihrt. Nach weiteren 6 h bei
Raumtemperatur wurde das Losungmittel am Rotationsverdampfer entfern und der Riick-
stand in DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit wissriger 10%i-
ger K,CO;5-Losung extrahiert und anschlieBend drei mal mit brine gewaschen. Im An-
schluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des Riickstands mit-
tels priaparativer HPLC (Retentionszeit: 20.4—22.1 Minuten) und anschlieBender Lyophi-
lisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 10 erhalten werden (0.130 g, 0.27
mmol). ESI-MS: m /z berechnet fiir Cy,HysN;O04S : 506.1356 [M-Na]"; gefunden:
506.1379. *H NMR (700 MHz, DMSO-d) & (ppm) 8.48 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.9-7.93 (m,
1H), 7.83-7.86 (m, 1H), 7.71 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.63-7.66 (m, 1H), 7.5-7.53 (m, 1H),
7.25-7.38 (m, 10H), 4.52 (d, J = 3.5 Hz, 2H), 4.3-4.37 (m, 2H), 4.23-4.26 (m, 1H), 3.78—
3.91 (m, 2H), 3.58-3.67 (m, 2H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) § (ppm) 170.8, 168.9,
146.9, 143.0, 138.4, 131.3, 130.8, 130.5, 128.69, 128.67, 128.4, 128.03, 127.95, 72.7,

70.9, 66.82, 59.0, 56.7, 41.7.
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O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-phenylester (11)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1
(0.2 g, 0.49 mmol) wurde in trockenem DCM ge-
O”S//(\) NH ] o 16st (10 ml). Anschlieend wurden N-Methylmor-
©\/O \)\[fN QJ\O /© pholin (NMM, 54 pul, 0.49 mmol) und 1-Ethyl-3-
o} (3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC,
95 ul, 0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde Phenol (0.18 g, 1.96 mmol)
zugegeben und die Reaktion fiir 1 h bei 0 °C geriihrt. Nach weiteren 6 h bei Raumtempe-
ratur wurde das Losungmittel am Rotationsverdampfer entfern und der Riickstand in
DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit wéssriger 10%iger
K,CO5-Losung extrahiert und anschlieBend drei mal mit brine gewaschen. Im Anschluss
wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel nach-
folgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des Riickstands mittels
praparativer HPLC (Retentionszeit: 22.6—24.6 Minuten) und anschlieBender Lyophilisa-
tion aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 11 erhalten werden (0.18 g, 0.37 mmol).
ESI-MS: m/z berechnet fiir C,sH,cN,O¢S: 505.1404 [M-Na]*; gefunden: 505.1438. 'H
NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm) 8.73 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.7 (d, J = 8.5 Hz, 1H),
7.38-7.43 (m, 2H), 7.23-735 (m, 11H), 7.09-7.13 (m, 2H), 4.52 (s, 2H), 4.27-4.35 (m,
2H), 4.14-4.26 (m, 3H), 3.58-3.67 (m, 2H); 3C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) & (ppm)
170.7, 169.0, 150.8, 138.5, 131.3, 130.5, 130.0, 128.7, 128.4, 128.1, 128.0, 126.4, 122.0,

72.7,71.0, 59.0, 56.7, 41.7.

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-2,2,2-trifluoroethylester (12)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1
(0.2 g,0.49 mmol) wurde in trockenem DMF ge-
/S//E) 16st (10 ml). AnschlieBend wurden N-Methyl-
©\/OO\/)N\HWHQOJ\O /\’<E morpholin (NMM, 54 p'l, 0.49 mmol) und '1—
o} F Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid
(EDC, 95 ul, 0.54 mmol) bei 0 °C zugegeben. Nachfolgend wurde 2,2,2-Trifluoroethanol
(149 pl, 1.96 mmol) zugegeben und die Reaktion fiir 1 h bei O °C geriihrt. Nach weiteren

6 h bei Raumtemperatur wurde das Losungmittel am Rotationsverdampfer entfern und
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der Riickstand in DCM aufgenommen. Das Reaktionsgemisch wurde drei mal mit wiss-
riger S%iger NaHCO5-Losung extrahiert und anschlie3end drei mal mit brine gewaschen.
Im Anschluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungs-
mittel nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des Riick-
stands mittels priaparativer HPLC (Retentionszeit: 21.6-22.7 Minuten) und anschlie3en-
der Lyophilisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 12 erhalten werden (0.177 g,
0.36 mmol). ESI-MS: m/z berechnet fiir Cy;Hy3F3N,04S: 511.1121 [M-Na]*; gefunden:
511.1151. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm) 8.69 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.70 (d, J =
8.5 Hz, 1H), 7.25-7.4 (m, 10H), 4.78 (q, J = 9 Hz, 2H); 4.52 (s, 2H), 4.27-4.36 (m, 2H),
4.17-4.24 (m, 1H), 4,05 (dd, J = 5.8 Hz, 2.7 Hz, 2H), 3.54-3.65 (m, 2H); 33C NMR (125
MHz, d6-DMSO) 6 (ppm) 170.7, 169.1, 138.6, 131.4, 130.6, 128.81, 128.80, 128.5,
128.2, 128.1, 72.7, 71.0, 60.5, 60.8, 59.1, 56.8, 41.1; °F NMR (470 MHz, DMSO-d¢) &
(ppm) -72.2 (t, J (*H, F) = 9.2 Hz).

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-methylester (13)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serin 1a (6 g,

17 mmol) wurde in trockenem DCM gel6st (100 ml).

0
S//\ Anschliefend wurden DIPEA, (6.13 ml, 0.36 mol),
7" >NH 0
©\/OO\)\W H %O _ Benzotriazol-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium
0 Hexafluorophosphat (PyBOP, 9.83 g, 0.019 mol) und

Glycinmethylester Hydrochloride (2.37 g, 0.019 mol) bei 0 °C zugegeben. Die Reaktion
wurde fiir 30 Minuten bei O °C und anschlieBend tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.
Das Reaktionsgemisch wurde anschlieBend jeweils drei mal mit 5%iger wissriger
KHSO,-Losung, wissriger S%iger NaHCO5-Losung und brine extrahiert bzw. gewa-
schen. Im Anschluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des
Riickstands mittels praparativer HPLC (Retentionszeit: 19.6-21.7 min) und anschliefen-
der Lyophilisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 13 erhalten werden (5.84 g,
0.014 mol). ESI-MS: m/z berechnet fiir CoH,4N,O¢S: 443.1247 [M-Na]*; gefunden:
443.1273. TH NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 8.57 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 7.64 (d, J =
8.5 Hz, 1H), 7.26-7.38 (m, 10H), 4.52 (s, 2H), 4.32 (s, 2H), 4.2 (ddd, J = 8.5 Hz, 6.6 Hz,
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5.5 Hz, 1H), 3.92 (qd, J = 17.4 Hz, 5.9 Hz, 2H), 3.56-3.65 (m, 5H) 13C NMR (125 MHz,
DMSO-dg) 6 (ppm) 170.5, 170.4, 138.5, 131.3, 130.5, 128.72, 128.70, 128.4, 128.1,
128.0, 72.6, 70.9, 59.0, 56.7, 52.2, 41.3.

4-Aminomethyl-benzamidin (14)

NH, N-Boc-4-aminomethyl-benzamidin 14d (13 g, 0.052 mol) wurde
"'2"‘\’((>A in einem 3:1-Gemisch (200 ml) aus DCM/Trifluoressigsdure ge-
NH 16st. Nachdem der Reaktionsansatz fiir 2 h geriihrt wurde konnte
mittels LC/MS-Analytik die Vollstiandigkeit der Entschiitzung nachgewiesen werden.
Anschlieend wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der resul-
tierende Riickstand aus Wasser lyophilisiert. Produkt 14 konnte nachfolgend als wei3er
Feststoff erhalten werden (7.75 g, 0.052 mol). ESI-MS: m/z berechnet fiir CgH;{Nj:
150.1026 [M-H]*; gefunden: 150.1041. *H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) § (ppm) 9.69 (s,
2H), 9.43 (s, 2H), 8.58 (s, 3H), 7.87 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.68 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.17 (s,

2H); 1*C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm) 166.0, 140.5, 129.6, 128.8, 128.7, 42.2.

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-4-amidinobenzylamid (15)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-
glycin 1 (0.2 g, 0 49 mmol) wurde in tro-
% ckenem DMF gel6st (10 ml). Anschlie-

Bend d DIPEA, 251 ul,
OJ\W N JJ\ N en wurden (251
) H NH 1.47 mmol), Benzotriazol-1-yl-oxy-tris-

NH,  pyrrolidino-phosphonium  Hexafluoro-
phosphat (PyBOP, 0.26 g, 0.49 mmol) und 14 (0.073 g, 0.49 mol) bei 0 °C zugegeben.
Die Reaktion wurde fiir 30 Minuten bei 0 °C und anschlieend iiber Nacht bei Raumtem-
peratur geriihrt. Im Anschluss wurde die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreini-
gung des Riickstands mittels praparativer HPLC (Retentionszeit: 12.3—14.1 min) und an-
schlieBender Lyophilisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Produkt 15 als weiller Fest-
stoff erhalten werden (0.25 g, 0.38 mmol). ESI-MS: m/z berechnet fiir C,;H3,N5O5S:
538.2119 [M-H]"; gefunden: 538.2155. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 9.28 (d,
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J = 8,8 Hz, 3H; NH Benzylamid), 8.51 (t, J = 5,8 Hz, 1H; NH Glycin), 8.39 (t, J/ = 6,1
Hz, 1H; NH Amidinobenzylamid), 7.74 (d, J = 8.3 Hz, 2H; Benzylamid aromatisch), 7.69
(d, J = 8.2 Hz; NH Serin), 7.43 (d, J = 8.2 Hz, 2H; Benzylamid aromatisch), 7.26-7.37
(m, 10H; Phenyl aromatisch), 4.51 (s, 2H; CH, Benzyl), 4.36 (s, 2H; CH, Amidino-
benzylamid), 4.32 (m, 2H; CH, Benzylsulfonyl), 4.2 (dt, / = 8 Hz, 6 Hz, 1H; CH Serin),
3.83 (qd, J = 5.9 Hz, 16.7 Hz, 2H; CH, Glycin), 3.63 (qd, J = 9.9 Hz, 6 Hz, 2H; CH,
Serin); 13C NMR (125 MHz, DMSO-de) 6 (ppm) 170.4 (Carbonyl Glycin), 169.4 (Car-
bonyl Serin), 166.0 (C Amidin), 146.2 (C Benzylamid aromatisch), 138.5 (C Benzylamid
aromatisch), 131.4, 130.6, 128.8, 128.6, 128.5, 128.1, 128.12, 128.1, 127.9, 127.1 (C aro-
matisch), 72.6 (CH, Benzylsulfonyl), 71 (CH, Serin), 58.8 (CH, Amidinobenzylamid),
56.9 (CH Serin), 42.9 (CH, Glycin), 42.2 (CH, Benzylsulfonyl).

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin-amid (16)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycin 1 (0.2 g,
0.49 mmol) wurde in trockenem DCM gelost (10 ml).

0]
S//\ Anschlieend wurde CDI (87 mg, 0.54 mmol) bei 0 °C
7 NH o}
O H . . .
zugegeben. Nach 30 Minuten Reaktionszeit wurden
©\/OJ\WN\)J\NH2 =8
o) Ammoniumchlorid (0.039 g, 0.74 mmol) und DIPEA

(125 pl, 0.74 mmol) zugegeben. Nach weiteren 6 h wurde das Reaktionsgemisch jeweils
drei mal mit 5%iger wissriger KHSO4-Losung, wissriger 5%iger NaHCO5-Losung und
brine extrahiert bzw. gewaschen. Im Anschluss wurde die organische Phase mit Natri-
umsulfat getrocknet und das Losungsmittel nachfolgend am Rotationsverdampfer ent-
fernt. Durch Aufreinigung des Riickstands mittels praparativer HPLC (Retentionszeit:
16.0—-17.0 min) und anschlieBender Lyophilisation aus Dioxan/Wasser (1:1) konnte Pro-
dukt 16 erhalten werden (0.13 g, 0.31 mmol). ESI- MS: m /z berechnet fiir
C,1Hp3F3N,O58: 428.1251 [M-Na]"; gefunden: 428.1263. *H NMR (700 MHz, DMSO-
dg) 6 (ppm) 8.30 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.26-7.38 (m, 10H), 7.20
(s, 1H), 7.12 (s, 1H), 4.52 (s, 2H), 4.33—4.40 (m, 2H), 4.13-4.18 (m, 1H), 3.63-3.77 (m,
2H), 3.56-3.63 (m, 2H); 3C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) 6 (ppm) 171.0, 170.1, 138.4,
131.3, 130.6, 128.72, 128.70, 128.4, 128.1, 128.0, 72.7, 70.8, 58.7, 56.8, 42.5.
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4-Acetyl-aminomethyl-benzamidin (17)
O  4-Aminomethyl-benzamidin 14 (0.2 g, 1.34 mmol) wurde in
- \H/©/\ H Eisessig gelost (10 ml). AnschlieBend wurden 1.27 ml Acetan-
? hydrid (13.4 mmol) zugegeben. Nachdem der Reaktionsansatz
a fir 3 h gerithrt wurde, konnte mittels LC/MS-Analytik die
Vollstandigkeit der Reaktion nachgewiesen werden. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 10 ml Wasser gequencht und anschliefend fiir weitere 30 Minuten geriihrt. Durch
direkte Lyophilisation des Reaktionsgemisches konnte Produkt 17 als weiller Feststoff
erhalten werden (0.254 g, 1.34 mmol). ESI-MS: m/z berechnet fiir C;yH3N30: 192.1131
[M-Na]"; gefunden: 192.1157. *H NMR (700 MHz, DMSO-de) & (ppm) 9.48 (s, 2H), 9.3
(s, 2H), 8.54 (s, 1H), 7.78 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.34 (d, / = 6 Hz,
1H), 1.90 (s, 3H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-dg) § (ppm) 166.0, 140.5, 129.6, 128.8,

128.7,42.2.

O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-glycinyl-N-(iminomethyl(4-aminome-
thyl))-benzamidin (18)
O-Benzyl-N-benzylsulfonyl-D-serinyl-gly-
cin 1 (300mg, 0.74 mmol) wurde in

0
S NH o0 NH trockenem DMF gelost (10 ml). Daraufhin
©\/ X N
OJ\H/N\)J\N wurden DCC (181 mg, 0.88 mmol) und 1-
H
(0]

Benzotriazol (HOBt, 118 mg, 0.87 mmol)
NH. bei 0 °C zugegeben. Im Anschluss wurde N-
Boc-4-aminomethyl-benzamidin 14d (200 mg, 0.87 mmol) zugegeben und die Reaktion
fir 1 h geriihrt. Nach 12 h bei Raumtemperatur wurden dem Reaktionsansatz 20 ml
Ethylacetat zugegeben. Nachfolgend wurde die organische Phase drei mal brine gewa-
schen. AnschlieBend wurde die organische Phase getrocknet und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Es folgte die direkte Entschiitzung ohne weitere Aufreini-
gung. Hierzu wurde das rohe Produkt in einem 9:1-Gemisch (15 ml) aus DCM/Trifluo-
ressigsdure gelost. Nachdem der Reaktionsansatz fiir 2 h geriihrt wurde, konnte mittels

LC/MS-Analytik die Vollstindigkeit der Entschiitzung nachgewiesen werden. Im An-

schluss wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in
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Ethylacetat aufgenommen. Nachfolgend wurde die organische Phase drei mal mit 5-mo-
larer NaOH extrahiert und anschlieBend mit Natriumsulfat getrocknet. Darauthin wurde
nochmals das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Aufreinigung mit-
tels Flash-Chromatographie (DCM/MeOH 95:5) konnte Produkt 18 in einer Rohausbeute
von 26 % erhalten werden mit minimalen Verunreinigungen durch Zersetzungsprodukte.
Aufgrund der unzureichenden Lagerstabilitit wurde bei der Untersuchung des Produkts
mittels NMR-Spektroskopie lediglich ein unsauberes Spektrum erhalten (nicht in A.4.
enthalten), welches ein Edukt-Produkt-Gemisch sowie weiteren 18-Zerfallsprodukten (s.
Abschnitt 5.2) zeigte. ESI-MS: m/z berechnet fiir C,;H3,N505S: 538.2119 [M-H]"; ge-
funden: 538.2155.

trans-N-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexyl-boc-amin (19a)

Cbz.. \ trans-4-(Aminomethyl)cyclohexan-boc-amin (1.5 g,
)
Boc

6.6 mmol) wurde in trockenem THF gel6st (30 ml). Anschlie-
H Bend wurden Benzylchloroformiat (1.03 ml, 7.23 mmol) und
DIPEA (1,4 ml, 7.92 mmol) zugegeben. Nachdem der Reaktionsansatz fiir 3 h geriihrt
wurde, wurde das Losungsmittel ab Rotationsverdampfer entfernt. Der resultierende
Riickstand wurde in Ethyalcetat aufgenommen. Es folgte die Zugabe von 30 ml Wasser
und nachfolgend wurde drei mal mit Ethylacetat extrahiert. Im Anschluss wurde die or-
ganische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsver-

dampfer entfernt. Produkt 19a konnte nachfolgend als weiller Feststoff erhalten werden

(2.13 g, 5.9 mmol).

trans-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexylamin (19b)

CbZ\N trans-N-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexyl-boc-amin 19a (2.13 g,
HAO N 5.9 mmol) wurde in einem DCM/Trifluoressigsdaure-Gemisch
(1:9, 30 ml) bei 0 °C geldst. Nach 2 h Reaktionszeit konnte die
Vollstiandigkeit der Reaktion mittels LC/MS-Analytik nachgewiesen werden. Im An-
schluss wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Produkt 19b konnte

nachfolgend als weiler Feststoff erhalten werden (1.52 g, 5.78 mmol).
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trans-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexyl-1,3-di-boc-guanidin (19c)

Cbz. trans-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexylamin 19b (1.52 g,
/\O o~ 5.78 mmol) wurde in DCM gelost. Anschlieend wurden Di-
BOC\N/)\N,BOC boc-trifluoromethylsulfonylguanidin  (2.26 g, 5.78 mmol)
und Triethylamin zuegegeben (1.42, 11.56 mmol). Die Re-

aktion wurde iiber Nacht geriihrt. Die Vollstindigkeit der Reaktion konnte mittels
LC/MS-Analytik nachgewiesen werden. Das Reaktionsgemisch wurde nachfolgend je-
weils zwel mal mit 5%iger wissriger KHSO,4-Losung, wissriger S%iger NaHCO;5-Lo-
sung und brine extrahiert bzw. gewaschen. Im Anschluss wurde die organische Phase mit

Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Pro-

dukt 19¢ konnte nachfolgend weiler Feststoff erhalten werden (2.32 g, 4.6 mmol).

trans-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexylguanidin (19d)
Cbz. \ trans-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexyl-1,3-di-boc-guanidin
H/\O,,/ 19¢ (2.22 g, 4.39 mmol) wurden in einem DCM/Trifluoressig-
N INHZ sdaure-Gemisch (2:1, 30 ml) gelost. Nach 36 h konnte die voll-
standige Entschiitzung mittels LC/MS-Analytik nachgewiesen
werden. Im Anschluss wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und

der resultierende Riickstand aus Dioxan/Wasser (1:1) lyphilisiert. Produkt 19d konnte

nachfolgend als weiller Feststoff erhalten werden (1.38 g, 4.55 mmol).

trans-(4-aminomethyl)cyclohexylguanidin (19c)
HZNb trans-(4-Cbz-aminomethyl)cyclohexylguanidin 19d (1.31 g,
“INH 4.3 mmol) wurde in einen Schlenk-Kolben iiberfiihrt und
41\ nachfolgend in 20 ml Methanol gelost. Im Anschluss wurde

Palladium/Kohlenstoff (10 % (w/w), 0.023 g, 0.21 mmol) zu-

HNZ “NH,

gegeben. Der Reaktionsansatz wurde mit einem H,-Ballon versehen und fiir 2 h unter H,-
Atmosphire geriihrt. Nach Abfiltrieren des Katalysators und Einengen des Losungsmit-
tels wurde das gewiinschte Produkt 19¢ erhalten (0.77 g, 4.49 mmol). ESI-MS: m/z be-
rechnet fiir CgH,gNy: 85.0598 [M-2H]**; gefunden: 85.0607. 'H NMR (700 MHz, D,0)
S (ppm) 3.19-3.24 (m, 1H), 2.41 (d, /= 6.7 Hz, 2H), 1.94 (d, J = 10.9 Hz, 2H), 1.75 (d, J
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=12.6 Hz, 2H), 1.26-1.31 (m, 1H), 1.19-1.25 (m, 2H), 0.89-0,98 (m, 2H); **C NMR (125
MHz, D,0) & (ppm) 171.0, 155.8, 50.9, 46.4, 38.2, 31.4, 28.4.

1-Hydroxy-2-(2-methoxyethyl)-3-oxoisoindolin-5-carbonséaure (CA1)

OH o 2-(2-methoxyethyl)-1,3-dioxoisoindolin-5-carbonsiure
Oé\@j?\l—\_ (200 mg, 0.8 mmol) wurde in trockenem THF gelost (200 pl).
OH O\ AnschlieBend wurden Cu(I)Br (5.8 mg, 40 umol) und Zink-

staub (158 mg, 2.4 mmol) zugegeben. Nachdem die Reaktion fiir 4 h bei 70 °C geriihrt
wurde, wurde der pH-Wert mit 3-molarer Salzsdure auf pH 3 gebracht. Der Reaktionsan-
satz wurde fiir eine weitere Stunde geriihrt und anschlie3end filtriert. Dem Ansatz wurden
nachfolgend 10 ml Wasser zugegeben. Es folgte dreimalige Extraktion mit DCM. Die
vereinten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmit-
tel im Anschluss am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt CA1 konnte mit leichter
Verunreinigung) durch das 1-Oxoisoindolin-Regioisomer (Verhéltnis Produkt/Regioiso-
mer 4:1) als weiller Feststoff erhalten werden (47 mg, 0.187 mmol). ESI-MS: m/z berech-
net fiir C;,H;3NOs: 252.0866 [M-H]*; gefunden: 252.0873. *"H NMR (700 MHz, DMSO-
dg) 6 (ppm) 13.25 (s, 1H), 8.17-8.21 (m, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.72 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 6.74
(s, 1H), 5.92 (s, 1H), 3.78 (dt, J = 14.0, 5.7 Hz, 1H), 3.49-3.61 (m, 2H), 3.40-3.49 (m,
23H), 3.26 (s, 3H); 3C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 165.2, 149.0, 132.1, 124.1,
81.1, 69.5,57.9, 38.2.

trans-(4-N-(1-Hydroxy-2-(2-methoxyethyl)-3-oxoisoindolin-5-amid)me-
thyl)cyclohexyl-guanidin (CA1-Amid)

0o 0 1-Hydroxy-2-(2-methoxyethyl)-3-oxoisoindo-
HN/U\©;I<N_\_ lin-5-carbonsdure CA1l (47 mg, 0.187 mmol)
/O) oH O\ wurde in MeCN gelost (10 ml). AnschlieBend
HN wurden HATU (78 mg, 0.21 mmol), DIPEA
HN&I\NHZ (72 ul, 0.187 mmol) und Amin 19 (35 mg,
0.21 mmol) zugegeben. Nachdem die Reaktion iiber Nacht geriihrt wurde, konnte die

Vollstindigkeit der Reaktion mittels LC/MS-Analytik nachgewiesen werden. Es wurde

nachfolgend zwei mal mit 2-molarer Natronlauge extrahiert. Die organische Phase wurde
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anschlieend mit Natrumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdamp-
fer entfernt. Nachfolgend wurde der resultierende Riickstand mittels praparativer HPLC
aufgereinigt. Aufgrund der unzureichenden Lagerstabilitit und dem nicht abtrennbaren
Regioisomer-Kupplungsprodukt wurde bei der Untersuchung des Produkts mittels NMR-
Spektroskopie lediglich ein unsauberes Spektrum erhalten (nicht in A.4. enthalten). ESI-
MS: m/z berechnet fiir C,oH,9N50,4: 404.2292 [M-H]"; gefunden: 404.2298.

2-(4-Fluorophenyl)quinolin-4-carbonsaure (CA2)
2-(4-Fluorophenyl)quinolin-4-methylester (0.5 g, 1.78 mmol)
wurde in einem MeOH/H,0O-Gemisch (3:1, 20 ml) gelost. An-

schlieend wurde Lithiumhydroxid (213 mg, 8.9 mmol) zugege-

ben. Die Vollstindigkeit der Reaktion konnte nach 3 h mittels
LC/MS-Analytik nachgewiesen werden. Der Methanol-Anteil des Losungsmittels wurde
nachfolgend am Rotationsverdampfer entfernt. Die wissrige Losung wurde mit 1-molarer
Salzsdure auf pH 5 gebracht und nachfolgend drei mal mit DCM extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel an-
schlieBend am Rotationsverdampfer entfernt. Produkt CA2 wurde als wei3-gelblicher

Feststoff erhalten (414 mg, 1.55 mmol).

trans-(4-N-(2-(4-Fluorophenyl)quinolin-4-amid)methyl)cyclohexyl-

guanidin (CA2-Amid)

F  2-(4-Fluorophenyl)quinoline-4-carbonsiure
CA2 (73 mg, 0.27 mmol) wurde in trocke-

HaN nem Dioxan geldst. AnschlieBend wurden

DCC (62 mg, 0.3 mmol), DIPEA (52 pl,

0.3 mmol), DMAP (0.027 mmol, 3.3 mg) und Amin 19 (46 mg, 0.27 mmol) zugegeben.

Nachdem der Reaktionsansatz iiber Nacht geriihrt wurde, konnte die vollstindige Umset-
zung mittels LC/MS-Analytik nachgewiesen werden. Der Reaktionsansatz wurde nach-
folgend filtiert und das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Durch
Aufreinigung des resultierenden Riickstands mittels priaparativer HPLC konnte das Pro-

dukt CA2-Amid erhalten werden (95 mg, 0.23 mmol). ESI-MS: m /z berechnet fiir
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C,4HyFN50: 420.2194 [M-H]"; gefunden: 420.2208. *H NMR (700 MHz, DMSO-dg) 6
(ppm) 8.81 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 8.31-8.35 (m, 2H), 8.11 (d, / = 8.4 Hz, 1H) 8.07 (d, J =
5.8 Hz, 2H), 7.78 (t, J = 7.6 Hz), 7.56-7.62 (m, 2H), 7.36 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.31 (m,
1H), 3.2 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 1.87 (d, J = 13 Hz, 2h), 1.82 (d, J = 13 Hz, 2h), 1.54 (s, 1H),
1.37-1.22 (m, 2H), 1.01-1.09 (m, 1H); 33C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) § (ppm) 166.6,
164.1, 162.7, 155.9, 147.8, 143.4, 134.7, 130.2, 129.6, 129.5, 127.1, 123.3, 116.4, 115.9,
115.8,64.9, 49.8, 44.9, 36.4, 31.8, 28.9, 15.2.

trans-(4-N-(1-Benzyl-2,3-dimethyl-1H-indol-5-amid)methyl)cyclohexyl-gua-
nidin (CA3-Amid)

1-Benzyl-2,3-dimethyl-1H-indol-5-carbonsiure

CA3 (100 mg, 0.36 mmol) wurde in trockenem

N Dioxan gelost. AnschlieBend wurden DCC

H
NN OY@K (81 mg, 0.396 mmol), DIPEA (62 pl, 0.3 mmol),
NHz\O\/NH DMAP (4.4 mg, 0.036 mmol) und Amin 19

(61 mg, 0,36 mmol) zugegeben. Nachdem der Reaktionsansatz iiber Nacht geriihrt wurde,
konnte die vollstindige Umsetzung mittels LC/MS-Analytik nachgewiesen werden. Der
Reaktionsansatz wurde nachfolgend filtiert und das Losungsmittel wurde am Rotations-
verdampfer entfernt. Durch Aufreinigung des resultierenden Riickstands mittels pripara-
tiver HPLC konnte das Produkt CA3-Amid erhalten werden (126 mg, 0.29 mmol). ESI-
MS: m/z berechnet fiir Co,H33NsO: 432.2866 [M-H]*; gefunden: 432.2873. 'H NMR
(700 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm) 8.26 (t, /=5.9 Hz, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.62 (d, J = 8.3 Hz,
1H), 7.54 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.22 (t, / = 7.4 Hz, 2H), 7.16 (t, J
=7.5Hz, 1H), 6.9 (d, J=7.6 Hz, 2H), 5.36 (s, 2H), 3.26 (s, 1H), 3.09 (t, / = 6.3 Hz, 2H),
2.21 (d, J =15.8 Hz, 6H), 1.83 (d, J = 12.2 Hz, 2H), 1.73 (d, J = 13.1 Hz, 2H), 1.49 (s,
1H), 1.13 (g, J = 12.5 Hz, 2H), 0.99 (g, 13.8, 13.2 Hz, 2H); 3C NMR (125 MHz, DMSO-
de¢) 6 (ppm) 167.3, 155.9, 138.4, 137.5, 134.0, 128.6, 127.6, 127.1, 126.1, 125.3, 120.1,
117.4,108.6, 107.1,49.9, 45.9, 44.9, 36.7, 31.8, 28.9, 10.0, 8.7.
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A.1. In-situ Screening-Ergebnisse

Tabelle A.1. Ergebnisse der in-sifu Screens

179

N IDNUMBER

SEEE -0 2-100 pM 2-10 pM 2-1 uM
1 0139-0251 47 9.3 13.3 6.9
2 0242-0323 9.3 -3.3 7.3 43
3 0272-0165 12.3 15.5 33 7.8
4 0478-0678 34.5 11.9 0.7 8.7
5 0550-0093 3.6 26.4 6.5 10.7
6 0698-0018 61.7 28.2 8.6 2.6
7 1030-0091 17.7 -0.2 27.1 73
8 1080-0453 40.4 7.2 12.6 6.8
9 1227-0087 426 -0.9 9.2 -10.6
10 1278-0001 40.7 1 12.4 7.4
11 1438-0106 25.4 29.7 -10.4 55.8
12 1482-0116 45.1 -0.6 -8.5 4.9
13 1482-0119 38 5 -3.4 -18.9
14 1597-0043 455 9.4 9 10.4
15 1630-0523 44.2 19.2 -15.4 5.7
16 1650-0853 175 8.8 46.2 46.8
17 2114-0468 70 -1 16.2 2.4
18 2372-2268 425 29.4 10.6 13.1
19 3232-1768 2.4 40.7 -6 185
20 4182-0009 29.3 35 8 -9.1
21 4300-0953 25 -20.3 21.9 8
22 4410-3724 96 25 24.1 223
23 4478-5369 30 47.2 7.3 2.2
24 4483-1197 3 44.2 34.1 55.7
25 4522-0143 31.2 -39.6 -16.9 -0.6
26 4611-0280 28.1 -38.9 16.8 12.2
27 5107-0118 0.2 95 15.3 -0.2
28 5310-4406 -30.9 91.1 34.9 23.2
29 5436-1259 17.7 313
30 5508-0921 19.8 247 38.8 24.3
31 6253-0420 -6.1 39.1 34.7 -2
32 7156-0215 52.3 8.5 7.2 16
33 7177-0017 49.3 -25 0.4 -6.1
34 7595-0022 30.8 9.6 10.7 1
35 8006-5443 25.7 -8.4 3.4 5.9
36 8017-6460 18.1 5.4 16.3 1.3
37 8603-0249 324 4.9 -3.8 6.1
38 8603-0251 41.4 0.6 11 1.1
39 C066-1574 38.6 14.2 12.8 3.8
40 C066-5100 1115 24.9 4.8 10.2
41 C066-5307 33.9 14.6 2.4 23
42 C200-7799 27.4 -60.5 41.6 -28.1
43 C200-7909 27.3 575 -6.5 8.3
44 C429-0036 63.6 455 20.9 5
45 C429-0039 465 -36.1 17.2 13.6
46 C429-0378 33.4 -55.4 -23.8 -10.5
47 C430-0040 215 4158 27 8
48 C430-0042 77.2 74.4 416 49.9
49 C430-0180 23.4 224 27.3 2.4




Fortsetzung Tabelle A.1. Ergebnisse der in-sifu Screens

Inhibition [%] Inhibition [%] Inhibition [%] Inhibition [%]

Nr. IDNUMBER

Screen 1-100 uM Screen 2-100 pM Screen 2-10 uM Screen 2-1 pM
50 C715-0001 -6.7 -12.4 14.1 9.9
51 C800-0328 29.3 -37.7 -8.6 9.4
52 C800-0699 39.1 -6.1 -5.2 -5.3
53 C800-0723 32.2 -5.2 -2.3 0
54 D012-0035 61.4 28.2 7.4 15.9
55 D012-0071 24.8 -7.1 -6.8 4.8
56 D143-0305 -50.8 -7.7 2.6 6.2
57 D143-0316 -16.2 22.5 3.3 17.2
58 D143-0328 -6.2 40.6 -6.4 23.1
59 D236-0074 -27.8 2.4 17.9 12.4
60 K061-1138 451 -9.5 -27.7 -2.6
61 K780-0867 34.3 6.7 -17.4 5.3
62 K781-0015 28.4 9.4 0 5.8
63 K781-0100 26.7 3.3 0.4 3.1
64 K781-0103 21.8 -18.1 19.9 191
65 K781-0362 30.9 -16.5 -1.8 -17.4
66 K781-0455 33.3 23.5 24.2 4.2
67 K781-1340 33.4 4.9 5.3 -27.4
68 K781-1342 415 21.8 17.9 -14
69 K783-4311 4.9 23 51.5 55.6
70 K783-5872 35.8 -45.8 4.2 -15
71 R018-0020 30.3 17.8 -1.9 21
72 R052-1064 64.9 9.8 0.3 -13.6
73 R052-1644 57.4 2.1 15.3 10.7
74 R052-1968 24.8 61.9 25 11.3
75 R152-1167 5 32.6 9.9 7
76 8015-2096 -0.9 10.4 18.6 -33.5
77 8016-2062 17.9 25.2 20.7 3.6
78 8017-3581 -14.6 33.6 15 13.9
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Tabelle A.2. Ergebnisse des WNV NS2B-NS3-Protease Dockings

Ranking XP SP Ranking XP SP
K9 IDNUMBER Struktur oo Gorore "9 IDNUMBER Struktur .-
H (o]
HO N
1 45533743 \©’ \ANLLE NHY 1145 815 11 5069-0182 983 841
ijz ﬁJLNHz
HOr
H, O
2 49121120 O\O;Nh N/«.O\ NH," 4111 853 12 K783-1043 982 927
2 H
o NJLNHZ
N
OH
982 883

o @’
. . 13 5508-0921
3 8014-8998 NH, O/\HJ\/\ﬁ 1088 674

HAN N

. . NHL
4 8014-8998 )Ni'? O’ HJ\/\*HE 1041 872 14 K7ga2004 {1 H H O\N e 79 004
H

Hn N

H o P o
N N NH N\)LN NH,"
5 4553-3784 H H/\O J\E -10.2  -8.56 15 7098-0397 g \ H o AL 975 871
HZN\L A o5 NN,
OH

o
(o] Ha
- 9 o N

6  D117-0009 \©Y\’H2\j\ 1015 81 16 6322:0305, S/ NH, 975 844
N NH
N Q : W 5 WA
N H

NH,

F
2 ) He
7 D117-0011 e 1007 -8.78 17 K085-0006 LN N . 974 898
N7 NH," ( H NH;
H s e
H
8 67050252 NH;;O“‘\NMFU 10 -8.67 18 6350-0003 N N NH,' 973 867

+

NH* \\HJ‘K/ ’U NH," Hk/‘ﬂ
9 6705-0252 HZNJLH/[ ] -9.85 8.1 19 K783-0226 HaNJLH" 2 973 822

H, © o
HO. N " MOt
10 K629-0042 H L ¢ 986 -9.39 20  7098-0397 (j’ N NH" 967 856
Ve N““NH, 8 J—k
H o* % H NH,
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Fortsetzung Tabelle A.2. Ergebnisse des WNV NS2B-NS3-Protease Dockings

Ranking Xp: _SP Ranking - \p\uMBER Struktur AR oF
# DRUMEES SRk GScore GScore # vl GScore GScore
e 2 i
HO. N . o~ .
21 K085-0008 ‘Q&j N NH,  9.65 -8.86 31 6705-0252 JNKHZ,O N "8) 937 -834
"N/U\NH HoN H
H 2
H, © H, ©
©Y\/N N NH,* 0o~ NIy NH,"
22 6350-0003 o H L 965 -8.53 32 49120319 U,S/\:] T OH n 935 -8.63
NANH, “N-SNH,
H H 2
H, O .
o3y .
23 K085-0008 NH' 964 -864 - NH,* —, . .
s H/\O ; 33 K783-3643 o 4& 2 " . 934 -8.39
W O
NH,* B
24 K629-0010 s “/\O‘ 2 959 -862 34 K085-0019 NJ)LN N 933 -9.03
= N SNH, . H 2
H O-N% "N/U\NH
¢} H z
e " o
25 8001-6145 N7 NH," HO N N NH,*
; ) N ;956 -8.99 35 45533743 \©/ N I ess 809
O-N* NJLQIH NHy N“"NH,
o ; J
HO
He 2 o
N~ NH," o N
26 K085-0023 R iy 952 -8.09 36 4912:0419 s N NH,* 932 -89
s N~ NH, o A AL
F N NN
o
o 2
F N R Ny NH,*
27 K085-0003 u’\o NH' 941 847 37 49120419 O - Ay, 982 85
2
"uJ\NHz H
w O
:2 IOL ol N "““\N
NG < >-( NH,*
28 K085-0023 J N~ NH 941 -8.09 38 K085-0001 sj H J\z 932 -83
s N/ILNH NN
H 2
N_o
% 8 W8
J N~ NH," N N7
29 80016145 L 94 842 39 D236-0078 H 931 818
NTNH @ NH
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’nz i H, 33
30  C796-0333 @‘(j)\”«O NH,* 937 -8.94 40 K085-0016 szu/Q NHy 93 888
s
N7 NH, H HJLNHZ
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Tabelle A.3. Ergebnisse der Experimente zur Hit-Selektion

b
e

IDNUMBER

Carbonsaure-Fragment
Screen Inhibition [%]

Inhibition [%] Aktivierung neu

500 300 100 1-100 1-50 1-10 2-100 2-50 2-10 | 78XP

uM uM uM uM uM uM uM pM uM Score
1 0139-0251 31.7 346 -19.1 27.2 24.6 11.4 13.7 -3.8 0.5 -6.96
2 0242-0323 47.2 18.7 0.4 23.2 28.4 9.3 19.8 3 3.1 -7.4
3 0272-0165 47.6 30.6 -10.3 24 60.4 16.1 28.5 9.4 2.9 -6.7
4 | 0478-0678 10.6 -6.9 -1.3 24 25 10.5 17.3 -1.2 -0.4 -4.59
5 0550-0093 16.9 23.9 -7.2 17.4 29.8 9.4 19.8 3.6 4.3 -7.33
6 0698-0018 n.b. 23.6 35.7 14.7 74.9 15 35.2 -5.4 18.4 -6.18
7 | 1030-0091 11.3 29 -5.1 38 21.8 19.6 26.2 3.9 15.3 -6.7
8 1080-0453 4.1 11.5 -1.6 34.5 27.2 12.1 23.9 4.2 12.2 -6.42
9 1227-0087 28.3 27.6 1.6 29.2 34.2 18.3 25.5 2.8 12.6 -6.26
10 | 1278-0001 45 211 10 36.9 29.1 22.3 24.2 1 13.1 -6.56
11 | 1438-0106 58.2 43.2 8.4 46.1 42.5 28.3 37.1 13.2 16.8 -6.62
12 | 1482-0116 43.6 17.6 -9.4 13.9 32.8 15.2 21.8 2.6 9.6 -7.4
13 | 1482-0119 32.8 21.6 -7.8 21.1 28.5 12 21.3 1.2 9.5 -7.79
14 | 1597-0043 48.3 24 5.7 33.6 21.8 12.9 22.4 3.2 5 -5.09
15 | 1630-0523 43.6 23 -5 19 40.1 16.6 28.6 4.1 2.1 -6.49
16 | 1650-0853 25.2 16.7 1.4 30.2 29.7 17.3 241 12.8 -3.7 -7.04
17 | 2114-0468 18.4 16.4 -5.3 19.3 11.6 11.8 10.7 -2.4 1.7 -7.01
18 | 2372-2268 52.9 63.5 328 63 76.9 34.2 66.7 12.5 21.1 -5.56
19 | 3232-1768 73.3 158 -125 329 38.7 26.8 29.7 15.3 9.3 -7.65
20 | 4182-0009 41 44 .4 -7.2 29 33.8 241 29.7 9.3 8 -6.14
21 | 4300-0953 71.8 29.9 -6.2 46.6 24 27.2 17.2 7.3 3.4 -6.5
22 | 4410-3724 76.3 65 46.4 99.5 75.2 61.5 49.4 12.1 211 -6.59
23 | 4478-5369 30.3 32.2 2.2 32.2 19.8 11.6 255 2.6 11.3 -6.25
24 | 4483-1197 50.9 421 8.6 29 39.4 5.6 30.2 2.4 9.5 -6.8
25 | 4522-0143 48.4 30.3 4.2 24.2 275 5.8 13 7.9 71 -7.43
26 | 4611-0280 45.8 26.1 8.6 -9.6 17.8 -9.7 25.6 1.4 14 -8.14
27 | 5107-0118 63.8 36.2  10.1 39.5 30.6 21.5 26.3 14.6 15 -5.87
28 | 5310-4406 47.8 20.7 -17.2 23.6 255 214 19.5 13 12.2 -5.78
29 | 5436-1259 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 24 26.7 -7.66
30 | 5508-0921 3.5 1.6 -8.8 30 19.6 16.3 16.5 5.6 8.5 -9.82
31 | 6253-0420 38.8 0.4 -0.8 7.7 18 61.9 17 34.4 3.5 -7.13
32 | 7156-0215 42.9 38.5 22.7 50.7 60.6 34.1 44.6 17.6 10.3 -6.45
33 | 7177-0017 -26.9 6.8 -0.1 37.1 38.4 25.5 31.5 13.9 13.9 -8.1
34 | 7595-0022 25.2 36.6 13.8 25.2 22.1 20.8 27.8 14.2 12.7 -6.77
35 | 8006-5443 -4.3 -6.8 0.7 17.1 17.5 14.1 23.3 11.5 6.5 -7.74
36 | 8017-6460 32.2 31.2 169 24.6 39.8 9.3 21 -0.8 5.3 -6.87
37 | 8603-0249 71.4 51.3 453 43.5 56.3 30.1 36 8.3 12.6 -7.63
38 | 8603-0251 71.5 67.7 46.2 41 65.6 314 56.3 8.8 12.5 -7.44
39 | C066-1574 51 67.2 26.6 51.5 61 15.5 35.1 4.1 4.1 -7.13
40 | C066-5100 | -212.3 n.b. 72.4 n.b. n.b. 27.5 n.b. 24.3 33 -3.68
41 | C066-5307 27.6 9.4 36.6 17.7 44.4 19.6 30.3 -5 7.5 -7.26
42 | C200-7799 -27.8 215 5.2 11.3 7.6 6.2 15.4 -3.9 4.8 -7.71
43 | C200-7909 37.3 22.6 15.2 37.1 34.7 20 25.5 10 2.4 -6.73
44 | C429-0036 92 79.6  59.8 74.7 69.9 63.6 67.8 31.6 31.7 -7.79
45 | C429-0039 36.9 8.2 -0.4 36.2 22 19.1 29.2 9.1 7 -7.26
46 | C429-0378 11.4 -10.1 -2.4 25.2 18.3 22.8 26.7 13.9 5 -6.56
47 | C430-0040 10 -2.5 -0.1 32.6 28.9 25.6 29.3 3.2 0.5 -5.33
48 | C430-0042 99.3 92.3  80.6 87.4 88.8 771 83.6 50.1 59.7 -7.92
49 | C430-0180 33.5 32.3 8.6 29.6 29.3 20 26.6 8.6 9.3 -6.69
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Fortsetzung Tabelle A.3. Ergebnisse der Experimente zur Hit-Selektion

Carbonsaure-Fragment
Screen Inhibition [%)]

Inhibition [%)] Aktivierung neu

Nr. | IDNUMBER

500 300 100 1-100 1-50 1-10 2-100 2-50 2-10 78XP

uM puM puM puM puM UM UM puM uM Score
50 | C715-0001 17.7 12.6 19.3 22.4 241 15.6 18.3 9.9 8.8 -7.84
51 | C800-0328 | -40.4 -142 -05 40.5 33.1 22.8 35.6 13.3 141 -7.55
52 | C800-0699 | -21.7 -7.5 12.1 725 61.7 33.7 32.7 24 3.9 -5.26
53 | C800-0723 | -26.1 -18.8 9.7 86.7 66.5 37.7 39.7 7.3 10.7 -2.68
54 | D012-0035 | -43.3 n.b. 37 -31.3 61.9 215 36.6 5.7 9.8 -5.39
55 | D012-0071 325 27.9 4.5 25.2 23 14.3 15 14.4 9.2 -7.35
56 | D143-0305 | -51.6 26.3 4.2 -34.8 2.7 -35.5 -14.2 9.8 6.4 -2.73
57 | D143-0316 | -18.8 -55.8 18.6 423 99.9 27.5 48.6 9.4 23.5 -5.18
58 | D143-0328 18.3 7.5 15 71 26.5 34.7 34.5 14.5 23.3 -5.61
59 | D236-0074 19 19.1 5.7 23.9 19.6 14.9 11.3 9.1 6.7 -9.64
60 | K061-1138 30.2 17.2 3.4 21.9 33.3 22.2 25.8 6.5 10.7 -7.08
61 | K780-0867 17 7.7 4.4 28 26 12.2 22.7 5.4 71 -7.5
62 | K781-0015 6.4 -20.7 118 22.8 33.7 17.4 25.6 9.9 7.3 -7.8
63 | K781-0100 58.7 53.8 23.8 35.5 40.4 22.6 31.5 10 35 -5.9
64 | K781-0103 -1.2 24 28.9 47.8 37.9 25.6 28.3 6.6 11.6 -5.93
65 | K781-0362 40.1 439 2141 44 45.2 25.1 22.9 5.6 6.3 -5.81
66 | K781-0455 38.6 55.7 36.2 35.5 42.3 12.5 29.1 -1 3.9 -5.94
67 | K781-1340 69.9 625 29.6 30.7 56.5 18.2 38 0.1 8 -6.31
68 | K781-1342 75 76 29.6 39 50.1 20.1 40.2 4.9 71 -5.41
69 | K783-4311 28.6 42.4 8.3 26.8 21.6 125 19.2 -5.9 -0.6 -6.43
70 | K783-5872 245 27.4 13.3 37.3 50.8 17.8 26.2 -0.3 2.6 -5.58
71 | R018-0020 70.2 48 6.6 22.7 33.8 -7.5 34.8 4.9 10 -6.49
72 | R052-1064 62.5 40.4 5.7 30.5 30.2 18.9 37.4 9.5 15.9 -5.94
73 | R052-1644 72.9 37.3 9 27 21.2 15.6 23.8 1.3 8.7 -6.07
74 | R052-1968 67.6 30.4 9.6 22.1 18.9 11.6 24.7 7 7.3 -5.91
75 | R152-1167 n.b. n.b. 31.8 29.1 n.b. 18.4 42.6 12.9 8.7 -4.79
76 | 8015-2096 -73.3  -46.2 11 18.6 31.2 12,5 9 3.3 -0.7 -7.64
77 | 8016-2062 57.1 58.1 17.9 413 60.1 15.3 35.6 2.2 6.6 -6.75
78 | 8017-3581 n.b. -18.2 253 11.6 26.2 141 38.5 4.6 1.9 -7.4
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Tabelle A.4. Ergebnisse der Experimente zur Hit-Selektion 2

RFU Prescan

RFU Prescan

Inhibition [%] AMG Test AMC Test
Nr. | IDNUMBER | PAIN | Detergenz-Assay ~ DCCAKL  pocakt  HBTUAK HBTU-AKL.
Amidkonz 100 M Aidkonz. RFU Amidkonz. RFU
120 pM 120 pM
1| 0139-0251 29.1 109.5 157635 1215 160785
2 | 0242-0323 12.9 123 144755 258 13992
3 | 0272:0165 27.2 91.5 128245 143 11662.5
4 | 0478-0678 12.1 184 14111 176.5 13993.5
5 | 0550-0093 18.7 137 16049 107 15949
6 | 0698-0018 20.3 14866.5 32025.5 30812 50308
7 | 1030-0091 20 113 13614 1435 15743
8 | 1080-0453 | X 23.6 104 14975 104 14462
9 | 1227-0087 29.1 126.5 16254 116 16040.5
10 | 1278-0001 15.9 1305 16236.5 1285 16715
11 | 1438-0106 36.9 218 11578.5 139 11994.5
12 | 1482-0116 3.8 155 16489.5 1515 15015.5
13 | 1482-0119 23 131 16448 185 15925
14 | 1597-0043 16.3 226 13220.5 225 11900.5
15 | 1630-0523 36.3 3993 19345 9297 24426 5
16 | 1650-0853 23.2 23225 16447.5 1205 15783 5
17 | 2114-0468 47 121 15608 158 16339
18 | 2372-2268 83.4 74 6687 57.5 4266
19 | 32321768 | X 18.3 10177.5 26664.5 11619.5 30606
20 | 4182-0009 31 344 15956 37145 19385
21 | 4300-0953 30.2 138.5 14977 621 14036
22 | 44103724 | X 66.3 139 10319.5 59 3866
23 | 4478-5369 0.4 162 15708 1505 15983.5
24 | 4483-1197 18.4 167 16171 2245 16164
25 | 45220143 47 155.5 16372 102 16318
26 | 4611-0280 42.1 93 11268 95.5 12710
27 | 51070118 | X 36 176.5 14519 154 12402.5
28 | 5310-4406 3 161 15657.5 1715 15388.5
29 | 5436-1259 nb. 50000 n.b. 50000 n. b,
30 | 5508-0921 17.4 137.5 151355 1055 141495
31 | 6253-0420 6.2 2475 15496 5 328 15284
32 | 71560215 53.8 8555.5 18975 11677 23411
33 | 7177-0017 39.7 8478.5 22407 3375 18689
34 | 7595-0022 17 1145 15987 1085 14557.5
35 | 8006-5443 29.6 126.5 15317 119 15892.5
36 | 8017-6460 8.3 151 14692.5 99 12924
37 | 8603-0249 | X 435 93.5 11708 102 8807.5
38 | 8603-0251 | X 77 90 10385 60 3712.5
39 | Co66-1574 53.5 208 11312 238.5 8534.5
40 | C066-5100 nb. 50000 n. b, 50000 n.b.
41 | C066-5307 48 139.5 16701.5 151 16400.5
42 | C200-7799 28.6 156 16019.5 122 15999
43 | G200-7909 15 205 13790.5 235 15289
44 | C429-0036 72.8 111.5 14878 112 15303
45 | C429-0039 23.1 136 16167.5 1165 15983
46 | C429-0378 17 126 14176 105 15982
47 | C430-0040 23.8 129.5 15565 107.5 15399
48 | C430-0042 91.7 545 149415 111 15240.5
49 | C430-0180 34.8 2305 16242 266 16073.5

185




Fortsetzung Tabelle A.4. Ergebnisse der Experimente zur Hit-Selektion 2

Inhibition [%]

RFU Prescan

AMC Test ~ HrUPrescan — yporog

Nr. |IDNUMBER | PAIN | Detergenz-Assay ~ DCCAKL  pocak,  HBTUAKL o ppqi gt
Amidkonz 100 um  Aidkonz. RFU Amidkonz. RFU
120 M 120 M
50 | C715-0001 208 1505 13175 176 14727
51 | C800-0328 46.4 3175 12414 456 11456.5
52 | C800-0699 | X 61.5 3053.5 15105 238 10488
53 | C800-0723 | X 61.8 5334 170235 325 11044
54 | D012-0035 60.7 25295.5 420215 21274 35110
55 | D012-0071 35 157 16599 130 15767.5
56 | D143-0305 215 37635 153415 3905.5 14955 5
57 | D143-0316 53.7 7112 20983 5 11488 26107
58 | D143-0328 45.2 1274 12870 2766 15024.5
59 | D236-0074 15.8 2625 15910 111 15957.5
60 | K061-1138 0.9 167 16022 105 15671
61 | K780-0867 69 126 14905 122 15131
62 | K781-0015 59 128 16039 109.5 13036
63 | K781-0100 28.2 1715 13446 81 11071
64 | K781-0103 19.8 2695 14661 87 10719
65 | K781-0362 46.8 100.5 11862.5 74 11888
66 | K781-0455 37.4 103 13501 74 12053
67 | K781-1340 63.8 925 12773 715 9990
68 | K781-1342 47.4 106 12874.5 61 7406.5
69 | K783-4311 8.6 149 14590 1275 16231
70 | K783-5872 18.4 9746 25550.5 9087 24025
71 | R018-0020 36.6 7105 16388 425 11424
72 | R052-1064 35.5 1080 13119 3927.5 14936.5
73 | RO52-1644 3.1 104.5 137125 1115 12863
74 | R052-1968 20.1 572.5 161215 4575 14191
75 | Ri52-1167 nb. 23067.5 409615 63445 n.b.
76 | 8015-2096 21 9611.5 26180 12647 30445.5
77 | 8016-2062 60.8 100.5 11799 87 8683
78 | 8017-3581 246 23866.5 36409 41588 59165.5
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A.2. Dosis-Wirkungs-Kurven — Faktor Xa

Aktivitat / % >

Aktivitdt / % &

Aktivitat / % &>

Aktivitat / % &>

Verbindung 1

ICso = 10,91 (+ 0,85) mM
R2=0,9884
log (Konz.) 3

Verbindung 12

100 H
. o
&
) ©\/ O// X N i
F
60 OVKWN\AO/\KF
o F
40
20
o . . . . IC50 = 19,26 (£ 0,75) mM
-6 -5 -4 -3 -2 -1 R2=0,9804
log (Konz.) 9
Verbindung 15
100 o

I3
S<,
7 NH 0
80 @\/ o H
O\)\WN\)’LN
60 o H NH

40 NH,
20

0 ICso = 58,6 (+3,6) nM

F T T T L —

12 10 -8 -6 -4 .2 R2=0,9986

log (Konz.) 9

Verbindung 17

(e}
A
H
NH

ICs0=2,2(£0,11) mM
R2=0,9904

o-T T T
-6 -4 -2 0
log (Konz.) 2

Aktivitat / % 2

Aktivitat / % 2

Aktivitit / % 2

Verbindung 11

0T T T T
-6 -5 -4 -3
log (Konz.) &

Verbindung 14

0T T T T
-6 -5 -4 -3
log (Konz.) 3

Verbindung 16

log (Konz.) &

IC50 = 20,29 (+ 0,64) mM
R2=0,9805

NH,
HoN

NH

ICso = 1,355 (+ 0,04) mM
R2=0,9979

IC50=12,03 (£ 0,63) mM
R2=0,9906

Abbildung A.1. Darstellung der erhaltenen Dosis-Wirkungs-Kurven der gegen

Faktor Xa getesteten Verbindungen
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A.3. Dosis-Wirkungs-Kurven — WNV NS2B-NS3-

Protease

Verbindung 19 HZN/\O
1001 “INH

80 HN)\NHZ
L]
®
2 607
s
E 40 °
< Q
< 504

. i ) . i . 1G5 = 1,055 (£0,03)mM

-6 -5 -4 -3 -2 -1 R2=0,9925

log (Konz.) &
Verbindung CA1 ] o ;

Hoj\C[iNf‘)
» 80 OH
f 60
©
Z 401
2
< 204

04 , ICso =270 (+0,5) uM

-12 -4 R2=0,9967

Iog (Konz.) >

Verbindung CA2-Amid

100 )L
HoN

801
601
40
201

r T T

5

Aktivitat / % 9

ICso = 81,04 (£1,7) uM
4 R2=0,9952

log (Konz.) &

Verbindung CA3-Amid

NH
100 N
N o
Tl
80 N
L)
® 60
=
= 404
2
5 207
0 ICs0 = 2,66 (+0,7) UM
10 2 R2=0,9971

log (Konz.) &

Abbildung A.2. Darstellung der erhaltenen Dosis-Wirkungs-Kurven der gegen
die WNV NS2B-NS3-Protease getesteten Verbindungen
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