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~Subjektiv gesehen muss Evolution
sehr haufig gleichbedeutend mit
Krankheit gewesen sein. Und
diese Krankheiten waren
natdrlich molekularer Natur. Das
Auftauchen des Konzepts von
“‘gut” und “b6se”, von den

Menschen als die leidvolle
Vertreibung aus dem Paradies
interpretiert, war vielleicht eine

solche molekulare Krankheit, die
sich als Evolution herausstellte.”

Aus Zuckerstandl, E.; Pauling, L.
In: Kasha, M.; Pullham, B. (Hrsg.)
Horizonts in Biochemistry.
London/New York (Academic
Press) 1964. S. 189-225.
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Warum Proteinliganden?

Als im Jahre 1953 die beiden Wissenschaftler ksa@rick und James D. Watson die
Struktur der Desoxyribonukleinsdure (DNA), der Bfbrmation eines jedes lebenden
Systems, aufklarten, war das der Anfang eines n¥eestandnisses von LebEhBereits 20
Jahre spater war der fur lebende Systeme grundleg€tuss von Informationen zu den
Funktionen beschrieben. Die DNA als Informatiorgérafir den Bau der Funktionstrager,
den Proteinen, tritt in Wechselwirkung mit der Rib&leinsdure (RNA), die die Information
in Funktionstréager also Proteinen umsetzt. Man ibbret diesen Fluss auch als

Molekularbiologisches Dogma (siehe auch Abb. £1).

D N A Transkription R NA Translation P I‘Otel n

Information Information/ Funktion
Funktion

Abb. 1.1 Das Molekularbiologische Dogma stellt die grundlegende Beziehung von Informationstrager,
der DNA, Uber den Vermittler RNA zu den Funktionstragern lebender Systeme, den Proteinen, dar.

Es war nun klar, dass entscheidende Prozesse dend elurch die Information der DNA
bestimmt und durch die Funktionstrager, die Rmeteausgefiihrt werden. In diesem
Zusammenhang konnten seit der Entdeckung der DMékstr die molekularen Ursachen
von Dysfunktionen, die sich oft den Menschen alarkheiten offenbaren, weitgehend
aufgeklart werden. Wie kann der Mensch nun aberdigsen Prozess eingreifen, um
molekulare Dysfunktionen zu beseitigen, also umnKheiten zu lindern oder sogar zu
heilen? Der Mensch hat hierfir das Konzept des&feiMolekiils aus der Natur adaptfért.
Seien es Beispiele wie das des Penicillins, deicyBsdure oder anderer Naturstoffe. Die
Natur hat gezeigt, dass man mit kleinen Molekisagenanntesmall moleculesgrfolgreich
lebende Systeme manipulieren kaBmall moleculezeichnen sich dadurch aus, dass sie in
der Lage sind, auf Grund ihrer geringen Gréf3e umdsi zum Teil unpolaren Charakters,
Zellmembranen zu Uberwinden und hochspezifischimarViakromolekil zu binden. Durch
Bindung an das Makromolekul wird dessen Funktiorduofiert. Ist das Makromolekil ein
DNA- oder ein RNA-Molekul, wird die Weitergabe dgenetischen Information gestoért oder
verstarkt, also die Transkription des Gens wird oliedt. Im Falle der ribosomalen
Antibiotika wird die Translation, die Synthese desnktionstragers Protein, gestért. Die

Modulation der Proteine beeinflusst direkt derenk&ion.



2 Einleitung

Mit Aufklarung der molekularen Ursachen vieler Kkariten stellt sich heute die Aufgabe an
die Wissenschaft und hier im Besonderen an dieifiszder Medizinischen Chemie, kleine
Molekule zu entwickeln, die hochspezifisch an Makodekile binden und damit deren
Funktion modulieren, um definierte Dysfunktionerszugleichen. Aus diesem Grund wurden
in den letzten 30 Jahren enorme Anstrengungen nortenen, um schnell, einfach und
kostengiinstig kleine Molekile entwickeln zu kénnendiesem Kontext wurde in der hier
vorliegenden Dissertation mit der Entwicklung degnBmischen Ligationsscreenings ein

neuer Weg in der Identifizierung vemall moleculegkleinen Proteinliganden) beschritten.

1.2 Der Weg zum Arzneimittel — Die Medizinische Che mie

Die Medizinsche Chemie ist die Disziplin der Enklewg, Identifizierung, Entwicklung und
Synthese biologisch aktiver Verbindungen. Darlbeatls umfasst sie die Interpretation der
molekularen Wirkungsweise und den Metabolismus Wirkstoffen. Ihr Ziel ist die
Entwicklung neuer Wirkstoffe mit therapeutischenfiekf, den sogenannten Medikamentén.
Im Zentrum der Medizinischen Chemie steht die leitgur. Sie ist der Ausgangspunkt fur
die Entwicklung neuer Medikamente und zeichnet siatlurch aus, dass sre vitro schon
eine erwinschte biologische Wirkung hat, aber in \&rkstarke, Selektivitdt oder in den
pharmakokinetischen Eigenschaften noch nicht die dinen Arzneistoff essenziellen
Qualitaten zeigt. Die haufigsten Quellen zur Idengrung neuer Leitstrukturenn sind der
Zufall, Inhaltstoffe von Pflanzen, tierische Giftéerische und mikrobielle Wirkstoffe,
Untersuchungen des Wirkstoffmetabolismus, klinis@eobachtungen, rationales Design,
virtuelles Screeningnolecular modellingScreening von synthetischen Substanzen sowie die
Nachahmung endogener Liganden. Dennoch ist alléstitkturen gemein, dass sie durch
chemische Modifikation in ihren pharmakologischemigefschaften verbessert werden
konnen. Die Leitstruktur ist demnach ein Prototfype folgende Wirkstoffoptimierung ist ein
zyklischer, iterativer Prozess aus chemischer Sattund biologischer EvaluatiGh.Das
Ergebnis der iterativen Optimierung sind Kandiddi@andie weitere Entwicklung, aus denen
nach praklinischer und toxikologischer Prifung Boklingssubstanzen ausgewahlt werden.
Pharmazeutische Formulierung, klinische Prufung ufdassung fihren dann zum
Arzneimittel.

Die Fortschritte in der Molekularbiologie der letat Jahre haben ein weites Spektrum an
potenziellen Wirkstoffzielen wie Enzymen oder Renegn hervorgebracht. Zur Entwicklung
von zukinftigen Wirkstoffen, die diese Ziele intak@n, verwendet man im Allgemeinen die

Strategien der Synthese grofRer Substanzbibliothek#rls der Kombinatorischen Chemie



Einleitung 3

sowie derhigh-throughput screeninfHTS) dieser Bibliotheken. In den vergangenen eiahr
zeigte sich, dass die oben genannte Strategie dlechtifweist.

Identifizierung eines ™
piologischen Targets,
Uberprifung des Literatur, Patente,
Therapieprinzips, mole- Konkurrenzprodukte
kulares Testsystem ("me too"-Forschung)
Naturstoffe, . biologisches Konzept,
SynLtjhetika _— Screening Nebenwirkungen in
Peptide, ' der Klinik
Kombinatorische
Chemie
Leitstruktur
Synthesen l \
Versuchsdesign, Computergestutztes
l T Synthesedesign Design: Protein-

kristallographie,

— NMR, Suchen in
blo__loglsche DESIGN|zZYKLUS 3D-Datenbanken,
Prifung De novo-Design

\ Struktur-Wirkungs- /

beziehungen, QSAR,
Molecular Modelling

Kandidaten fur Entwicklungs- Arzneimittel
weitere - substanz E—
Entwicklung

Abb. 1.2: Lang ist der Weg zum Arzneimittel. Der obere Teil der Abb. zeigt Wege zur Leitstruktur. Der
mittlere Teil beschreibt den Design-Cyclus, der in praktisch allen Fallen mehrfach durchlaufen werden
muss. Das Ergebnis der iterativen Optimierung sind Kandidaten fir die weitere Entwicklung, aus
denen nach préklinischer und toxikologischer Prifung Entwicklungssubstanzen ausgewahlt werden.
Pharmazeutische Formulierung, klinische Priifung und Zulassung fihrt dann zum Arzneimittel.”



4 Einleitung

1.3 Empirische Regeln fur die Entwicklung eines Wir  kstoffes

Mit der Einfuhrung der Kombinatorischen Chemie gl@uman zunéchst, dass sich die Zahl
der Medikamente einfach durch eine grol3e Zahl athsyisierten und biologisch evaluierten
Verbindungen erhéhen lieBe. Leider zeigte sich gbhdalass die ersten kombinatorisch
erzeugten Bibliotheken nicht optimal waren, darsgst grol3e, lipophile, flexible Molekule
enthielten. Aus dieser Erfahrung heraus wird nureitsee bei dem Design von Bibliotheken
versucht, Wirkstoff-ahnliche Molekulel(ug-like moleculgszu generieren.

Wie sehen aber Wirkstoff-dhnliche Molekille aus? Zdmen muss sichergestellt werden,
dass der Wirkstoff seinen Wirkort erreichen kanah& muss das Molekul sowohl mit einer
wassrigen wie auch einer lipophilen Umgebung wdahdesn kbnnen. Nur Substanzen mit
einer mittleren Lipophilie vermdgen sowohl durchsaiége als auch durch lipophile Phasen
zu gelangen. Zudem setzen sich viele Bindungseta@tieMakromolekilen aus polaren und
unpolaren Bereichen zusammen. Viele quantitativelk&ir-Wirkungsbeziehungen zeigen
daher eine deutliche Korrelation zwischen Lipoghileiner Verbindung und deren
biologischer Wirkung. Zur Beschreibung der Lipohihat sich der Verteilungskoeffizient P

(partition coefficient) zwischen Oktan-1-ol und Wasals sehr geeignet erwies®n.

— [\/erbindungomanol
[Verbindung,.... [(L- @) (1)

a: Dissoziationsgrad der Verbindung in Wasser

Fur Verbindungen, die in Oktan-1-ol besser I6skaid als in Wasser, ist P > 1 und log P
wird dadurch positiv. Der logP-Wert setzt sich éiddaus den Gruppenbetragen einzelner
Teile des Moleklls zusammen. Einige Chemie-Softweesitzen bereits eine Funktion zur
Berechnung von logP fir eine beliebige Verbindudge aber zum Teil von den im

Experiment gewonnenen Daten erheblich abweichen.



Einleitung 5

Durch die Analyse von 2 245 oral bioverfigbarenRstioffen konnten Lipinsky et al. von der
Firma Pfizer einige allgemeine Eigenschaften fisdiSubstanzen ableitén.
Die als rule of five bekannt gewordenen Gesetzmaligkeiten trafen auf9@a%  der

untersuchten Verbindungen zu:

* logP <5

* Molekulargewicht < 500 g/mol

* Anzahl der Wasserstoff-Donatoren < 5

e Anzahl der Wasserstoff-Akzeptoren < 10

» Eine der vier vorgenannten Regeln kann verletztiesmr

Trotz der Verletzung demule of fivesind jedoch viele Antibiotika, Fungizide, Vitamined
herzwirksame Glykoside oral bioverfugbar. Eine Brihg fir diese Beobachtung ist, dass
diese Molekile Substrate fur Transportsysteme eldst Die rule of five stellt eine
Orientierungshilfe dar. Daher stellte Rishton dimte mit nahezu 25 funktionellen Gruppen
zusammen, die aufgrund von Solvolyse und Reaktiwii& Nucleophilen ungeeignet sind fur
die Verwendung als Wirkstoffl Weitere Methoden, um Wirkstoff-ahnliche Molekila z
finden, sind die Analyse des chemischen Ralmanalyse der Bausteine von bekannten
Medikamentel® und die sich daraus ergebende Postulierung von pdgilegierten
Unterstrukturel, sowie der die Minimierung von flexiblen Bindungemd der polaren
Oberflach&? und neuronale Netzwerk&'”. Die sogenannten ,Veber-Regeln“ postulieren
eine bevorzugte orale Bioverfugbarkeit von Molekilalie weniger als 10 rotierbare
Bindungen enthalten und deren polare Oberflachiaddeals 140 A ist, was etwa zwolf oder
weniger Wasserstoff-Donatoren und —Akzeptoren eitsp Im Gegensatz zu dem in den
Lipinski Regeln verlangten Massenausschlusskriter(MW < 500), gelten die ,Veber-
Regeln“ unabhangig von der Molekiilgrdfé.

1.4 Kombinatorische Chemie und high-throughput screening (HTS)

Die Fortschritte der Molekularbiologie in den letatJahren haben ein weites Spektrum an
potenziellen Wirkstoffzielen wie Enzymen oder Rewpegn hervorgebracht. Die dadurch
exponentiell ansteigende Nachfrage nach zu testeM#gbindungen fluhrte Ende 1980er
Jahre zur Entwicklung der Kombinatorischen Cheriese versucht, durch Kombination
und Variation verschiedener Reste an einem Grulidgezine Vielzahl von Molekilen

herzustellert”
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Dazu muss die Zielverbindung ABC modular aus denzedhen BausteineA, B und C
aufgebaut werden. Statt zwei Edukteund B zu einem Produk&B zu verkntpfen, werden
unterschiedliche Bausteine vom TAPA-A") mit verschiedenen Bausteinen vom B(B'-

B") verknupft. Dabei reagiert jeder Baustéinmit jedem BausteiB. Die Reaktion kann
simultan in einer Mischung (Mischsynthese), welcines an der Festphase zur besseren
Aufarbeitung sinnvoll ist, oder parallel in getréem Reaktionsgefallen (Parallelsynthese)
durchgefiihrt werden. AnschlieRend werden alle Fed&B mit allen Bausteine@(C*-C")
umgesetzt.

a)

AL Bl ABL  AB? - AlB" ct
A2 B2
: + : AZBl AZBZ ------ AZBH + C2 _—
A B A'BL  A"BZ - A"B" ct

b) Bl.___ Bn Cl____ Cn

A]_ ——_—— An —\—> Aan AN > AanCn

Abb. 1.3: a) Prinzip der kombinatorischen Synthese. a) Prinzip der mehrstufigen, kombinatorischen
Synthese.

Durch die Kombination weniger Bausteine kann sagime groRe Anzahl an Verbindungen,
eine sogenannte Bibliothek, synthetisiert werdererd&n fir die Baustein@, B und C
jeweils 10 verschiedene Verbindungen eingesetzerkalt man bereits 10 x 10 x 10 =*10
Produkte.

Die so synthetisierten Substanzbibliotheken werdiamn in Hochdurchsatzverfahremigh-
throughput screening HTS) in biologischen Tests, Assays genannt, gedges zu
modulierende Wirkstoffziel getestet.

Seit Etablierung der Kombinatorischen Chemie wurdegle Millionen Verbindungen
hergestellt und in HTS-Systemen getestet. Leidegteesich, dass nur ein Bruchteil
biologische Aktivitaten aufwies. Der Gedanke allnteetisch moglichen Verbindungen
(chemischer Raum) herzustellen und zu testenyisbeund des enormen Syntheseaufwandes
nicht realisierbar. Die Starke der Kombinatoris€iemie liegt vielmehr in der schnellen und
einfachen Derivatisierung einer bekannten Leitdtrukund nicht, wie anfanglich
angenommen, in der Identifikation der LeitstrukturDas Problem der

Leitstrukturidentifikation muss daher mit andereiittn angegangen werden.
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1.5 Das Konzept der Fragment-basierten Wirkstoffent ~ wicklung

e —’Q_’ -

Abb. 1.4 Prinzip des Fragment-basierten Wirkstoffentwicklung. Durch einfaches Verknipfung niedrig
affiner Liganden zu einem hochaffinen kommt man zur Leistruktur.

Auf Grund der Nachteile der oben beschriebenen,vdwtonellen Methoden in der

Leitstruktursuche wie die der Kombinatorischen Cieeond des HTS kam Mitte der 1990er
Jahre der Gedanke der Fragment-basierten Wirkstofieklung auf. Die Idee war, aus

mehreren kleinen Proteinbindern (sogenannten Fragmgdurch eine Verknupfung dieser,
einen hochaffinen Liganden zu konstruieren (sialehaAbb. 1.4). Das allgemeine Problem
hierbei war, wie man die niederaffinen Fragmentekteert. Woher weil3 man, wie sie in der
Tasche liegen und wie verknlipft man am Besten digyiente zueinander. Diese Fragen
stehen im Fokus der Fragment-basierten Wirkstscifisiund werden mit unterschiedlichen

Strategien beantwortet.

1.5.1 Fragmentbasierte Wirkstoffentwicklung mittels Strukturbiologie

(a) Tl TR ey R

Abb. 1.7 Fragmentbasierte Wirkstoffentwicklung mittels Strukturbiologie: (a) Schematische
Darstellung der aktiven Tasche mit ihren drei Subtaschen; (b) Fragmente binden in zwei der drei
Subtaschen; (c) drei Fragmente werden miteinander kovalent verknipft; (d) Strategie des aus der
Tasche wachsenden Fragments mittels kombinatorischer Synthese des Fragments; (e) reale
Bindungstasche mit der van der Waals Oberflache; (f) ein Fragment bindet in einer Subtasche; (g)
Strategie des aus der Tasche wachsenden Fragments mittels kombinatorischer Synthese des
Fragments. Der erste Hit, dem niedrig affinen Binder, wird mittels kombinatorischer Synthese
grweiter['tl.7]Man hofft so, dass das neu entstandene Molekil nun auch die nachste Subtasche
esetzt.

Ende der 1990er Jahre publizierten unabhangig mander die Gruppen um Fesik und

Nienhaber die Mdglichkeit, nieder affine Ligandeittets strukturbiologischer Methoden zu
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detektieren. Fesik bewies, dass man die Kernregspaktroskopie dazu nutzen kann,
bindende Fragmente zu identifizieren. Diese Metheded auch als tsucture-activity
relations by nuclear magnetic resonan(8AR by NMR) bezeichnét® Demgegenuber
begriindete Nienhaber dieagment-based high-throughput x-ray crystallogrgphlso die
Méglichkeit nieder affine Substanzen mittels Ronsgeukturanalyse zu identifizierér!
Zwar nutzen beide unterschiedliche Detektionsmethpdennoch ist das Prinzip das gleiche
und wird in Abb. 1.7 gezeigt. Die aktive Tasche desnodulierenden Wirkstoffziels besitzt
drei Subtaschen. In dem NMR- oder Kristallisatioqpeziment wird das Wirkstoffziel mit
einem Cocktail von meist 20 bis 50 Fragmenten imktibund dann vermessen bzw.
kristallisiert. Die niedrig affinen Fragmente bimdgweils entsprechend ihrer Eigenschaften
in die Subtaschen. Dies kann in der Kristallstruktaw. in der NMR-Struktur detektiert

werden.

o

0. O
N
z BA S
H H
/@\(N H N /@\(N N
F . — -~ F
g ICso = 162 pM ICsp = 35 uM ICs0 = 0,63 uM

1 2 3

Abb. 1.8 Uberlagerung der Kristallstrukturen der beiden nieder
affinen Indolderivate. Durch Kombination der richtigen Hybride erhalt man einen hoch affinen p38a
MAP Kinaseinhibitor.*®!

Wie in Abb. 1.8 gezeigt, binden die Molekideund 2 (ICso von 165 uM und 35 puM)
unabhangig voneinander an das Wirkstoffziel, di8opB®litogen-activated protein (MAP)
Kinase, deren Inhibition die Entziindungskaskaderbnicht!*® Durch die Uberlagerung der
Kristallstrukturen (Abb. 1.8 linkes Bild) erkenntam, dass der Indolring beider Molekile an
die gleiche Stelle im Protein bindet. Im nachstehr werden die identifizierten Fragmente
mittels organischer Synthese miteinander verknUpfas neu synthetisierte Molekdl
bestehend aus den urspringlichen Fragmenten wind dachmals gegen das Wirkstoffziel
mit einem IGo von 0,63 uM evaluiert. Aus zwei maligen Inhibitorkonnte so ein
hochaffiner Inhibitor entwickelt werden. Nachtest,idass man auf Grund der Dynamik des
Wirkstoffziels nie sicher sein kann, ob die Endwediong Uberhaupt aktiv ist. Dieses
Phanomen wird auch als Kooperativitat bezeichneag.Bindung des einen kann die Bindung
des anderen Fragments verbessern (positive Kooptigtoder verschlechtern (negative

Kooperativitat). Leider ist dies aus der Struktighh bestimmbar. Das ist der groRe Nachteil
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der strukturbiologisch unterstitzten Fragmentidiation. Dennoch ist sie eine der
erfolgreichsten Methoden in der Fragment-basieWahkstoffentwicklung, aber auch eine der

zeit- und kostenintensivsten.

1.5.2 Substrataktivitéatsscreening (SAS)

OH OH
ji N 1. Schritt )?\ /©\)I\ﬂ/
| e— O
© OH HoN (@) (0]

R N (0) (0] R 2
H
fluoreszent

4 5 6

Fluoreszenz N-acyl Amino- Identifikation von niederaffinen Substraten
coumarin Substratbibliothek

N OH '
2. Schritt (0} 3. Schritt
)J\ 0 Yo © — Roptima-Pharmakophor

Roptimal

Iz

7

Identifikation von

Identifikation von affinen Substraten - P
affinen Inhibitoren

Abb. 1.5 Generelles Prinzip des Substrataktivitatsscreenings (SAS) fur Proteasen.**!

Im Jahre 2005 veroffentlichte die Arbeitsgruppe v@wnathan Ellman das Konzept des
Substrataktivitatsscreenings (SAS).Das SAS erfolgt in drei Schritten: Zuerst wird das
Fluorophor, 7-Amino-4-methyl-3-coumarinessigsaupdCA), Uber seine Aminofunktion
mit einen Fragment acyliert. Dieses Substrat wiadrdgegen eine therapeutisch relevante
Protease wie Cathepsin S getestet. Im zweiten tBoberden die kinetischen Parameter des
besten Substrates bestimmt bzw. durch Parallelegativon Derivaten noch verbessert. Im
dritten und letzten Schritt wird das Substrat imeai Inhibitor umgewandelt, indem man z.B.
im Falle der Cysteinprotease Cathepsin S anstatt~tlerophors eine Aldehydfunktion als

inhibitorische Gruppe einfuhrt.
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N= N
\N
7~ “AMCA
1. Schritt S 2. Schritt
Validierung 8 Fokusierte Substrat-
o) gegen bibliothek wurde synthe-
)J\ Cathepsin S tisiert und getestet
AMCA

4 \)J\
o
>100 Miglieder AMCA
einer N-acyl Cl 9

Aminocoumarin

Bibliothek Zwei nicht-peptidische
Cathepsin S Substrate
konnten identifiziert werden
O (@]
@AN_ . @%N,_H .
| T |
S \ S : Q '
N Y AMCA N Y
= 12 =
10 \k 3. Schritt Ki=9nM I
F Konversion in Inhibitoren F

F E F
‘ F O F (|3
O\)J\AMCA O\) 13
11 K, =490 nM
<8.000 mal bessere
Substrate

Abb. 1.6 Entwicklung eines nicht-peptidischen Inhibitors fir Cathepsin S durch SAs.M

Durch SAS konnten bereits mehrere Wirkstoff-ahrdidholekdile fir therapeutisch relevante
Enzyme identifiziert werden. Der grol3e Vorteil gie schnelle Identifikation von nicht
substratanalogen Strukturen, die auch in der Satts$che binden kénnen. Aber dennoch ist
SAS erheblich begrenzt. Zum Einen ist es nur aufk®thffziele anwendbar, die eine
beobachtbare Funktion haben, also meist Enzyme Ruiteasen oder Phosphatasen. Zu
diesen beiden Enzymklassen war es tberhaupt mdggiche Substratscreeningtechnologien
Zu etablieren. Zum Zweiten ist die Fragmentsuclreanfl die Substrattasche beschrankt. Der
klassische Gedanke des fragmentbasierten Screenimgederaffine Binder in

unterschiedlichen Taschen miteinander zu verbingedaher hier nicht moglich.
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1.5.3 Dynamisch-Kombinatorische Chemie
O Bibliotheks- Bindung zum

generierung Rezeptor
D —Rezeptor

Abb. 1.9 Prinzip der Dynamisch-Kombinatorischen Chemie, Bindung an einen Rezeptor verschiebt
das Gleichgewicht auf die Seite affiner Liganden.lzo]

Im Jahr 1888 formulierte Henry LeChatelier das Massrkungsgesetz?! Nach diesem
thermodynamischen Prinzip versucht ein System, siah im Gleichgewichtszustand
befindet, von aul3en einwirkende Zwéange durch einpa&sung der anderen Zustandsgréfien
zu kompensieren. Das heil3t, ein chemisches Glenhgekann beeinflusst werden. Diese
Erkenntnis war die Grundlage der Dynamisch-Komlnathen Chemie, welche 1997 von
Jean-Marie Lehn und Ivan Huc erstmals beschriebamdet’® Die Dynamisch-
Kombinatorische Chemie beruht auf der Generierumg scheinbaren Kombinationen, die
ein Fragmentgemisch durch reversible Bindungensiuit selbst eingehen kann (siehe Abb.
1.10). Ziel ist dabei das Gleichgewicht dieser sdteren Bibliothek entscheidend in eine
bestimmte Richtung zu verschieben. Im konkreter, FEn Huc und Lehn beschrieben,
handelt es sich um ein Gemisch von Aminen und Aldeh, die mit dem Enzym
Carboanhydrase (CA) inkubiert wurden. Normalerwdiggen die unterschiedlichen Amine
und Aldehyde Imine in einem Gleichgewicht aus. builie Anwesenheit der CA wird dieses
Gleichgewicht zu Gunsten jener Imine verschobee,at das Protein binden und dadurch
stabilisiert werden. Eine Herausforderung war dilegs die Detektion dieses verdnderten
Gleichgewichts. Huc und Lehn |6sten das Problemenm sie das Gleichgewicht einmal in
Anwesenheit und einmal in Abwesenheit des Protgemerierten. Nach einer Inkubation von
24 Stunden bei 25 °C wurde das Reduktionsmittel MBd; hinzugegeben, um die
gebildeten Imine reduktiv zu aminieren und damitfieren. Die Carboanhydrase wurde
denaturiert, dialysiert und der Uberstand in det. ERermessen. Der Reaktionsansatz ohne
CA wurde ebenfalls in der HPLC vermessen. Im Fadigen wurden die beiden
Chromatogramme verglichen. Es zeigte sich, dasGdgenwart der CA ein Imin starker
gebildet worden war. Dieses Imin war dem 4-Sulfalimeyzoesaurebenzylamid sehr ahnlich,
einem bekannten Inhibitor der CK{~ 1,1 nM). Neben einer Reihe von Nachteilen wie der
Einsatz des reaktiven Reduktionsmittels NaCNB#hs aufwendige Trennen von CA und den

sekundaren Aminen mittels Dialyse im Vergleich aankentienellen HTS-Systemen sowie
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die muhsame Detekion der sekundaren Amine mittdd G ist aber der entscheidende
Nachteil, die fehlende Selektivitat beziglich degestlichen Ziels, des katalytischen
Zentrums. Daher muss hier ausdricklich die Kurdtett des von Huc und Lehn
beschriebenen Experiments betont werden. Huc urth Uleben vor dem Versuch die
Zusammensetzung des Reaktionsansatzes von AmimeAldahyden so geschickt gewabhilt,
dass sie mit hoher Wahrscheinlichkeit in diesemdgxpent eine Verbindung fanden, die
dem als aktiven Inhibitor schon lange bekannteruda®ylbenzoesaurebenzylamid ahnlich
war.

Aber dennoch konnte das Konzept der Dynamisch-Koatbrischen Chemie bereits
kommerziell erfolgreich angewandt werden. ForsdeerFirmaTherascope Pharmaceuticals
(zwischenzeitlichAlantos PharmaceuticaldheuteAmgen kreierten eine Imin-Bibliothek aus
einem Inhibitor und 50 verschiedenen Ketonen in Asenheit des Enzyms Neuraminidase,
welches bei der H5N1 Infektion eine wichtige Ro#ipielt!®? Hierbei konnten mehrere
Inhibitoren mit nanomolaren Affinitaten identifizteverden, die im Falle viraler Resistenzen

gegen das handelsiubliche Tamiflu Alternativen @#lest konnen (siehe auch Abb. 1.10).

HO.__O HO.__O HO.__O
9 /Rt Neuraminidase /Rt NaCNBH3
- ., _— NSRS "y Eee X “, - 2
Ry Ry HoN® "NH, Ry N NH, R; N NH, LC/MS Detektion
NHAc NHAc NHAc
14 15 16 16
HOE ;O HOE ;O HOE ;O ~_0._0
/©/\)\”\ NHA e ) NHA o ”\ NHA e \j\o“' lllNHz
c c c
HO 17 18 19 20 NHAc
Amplifikation = 84 Amplifikation > 30 Amplifikation > 90 Tamiflu
K, = 700 nM K, =85 nM K, =92 nM

Abb. 1.10 Beispiel fur die Anwendung der Dynamisch-Kombinatorischen Chemie. Ausgehend von
einem bekannten Inhibitor der Neuraminidase wurde mittels Ketonfragmenten eine Subtasche
gescreent. In der Abb. ebenfalls gezeigt ist die Struktur des kommerziell erhaltlichen Neuraminidase-
Inhibitor Tamiflu.??

Dennoch zeigen sich hier entscheidende Nachteil®déhode. Zum Einen arbeitet man mit
sehr hohen Konzentrationen, da die verwendetenkbetstechniken (HPLC bzw. LC/MS)
keine geringeren nachweisen kdnnen. Zum andergedgondiert die relative Amplifikation
eines gebildeten Imins nicht mit den wahren Trefi2ie Amplifikation der Verbindund.7
erfolgte zwar am starksten, war aber kein gutemitdr der Neuraminidase. Im Gegensatz

dazu zeigte Verbindund8 die beste Affinitat, wurde aber im Vergleich 29 dreimal
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schwacher amplifiziert. Hochgurtel et al. argumeran daher, dass dieses Phdnomen mit der
Jock-in“ Reaktion erklart werden kénne. Die deme@hgewicht unterliegenden Addukte
sind Imine bzw. Hemiaminale, die zur Detektion radut werden. Durch die veranderten,
elektronischen Eigenschaften der sekundaren AmmmeVergleich zu den amplifizierten
Iminen kann die mangelnde Korrespondenz zwischepléikation und Affinitat der Treffer
erklart werden. Festzuhalten bleibt daher, dasshdulie Detektion Uber die reduktive

Aminierung die besten Binder nicht eindeutig idintrt werden kdnnen.

1.5.4 Tethering

O Rezeptor
_Rezeptor

> L A

Abb. 1.11 Prinzip des Tethering Verfahrens, der Rezeptor ist bereits kovalent an ein Adressmolekiil
(directing probe) gebunden. Der Ligand, der mit dem kovalent gebundenen Adressmolekul
wechselwirkt, muss eine Affinitat fur die Tasche haben, sonst kann dieser dort nicht binden.”

Aufbauend auf den Erfahrungen der Dynamisch-Kontbinechen Chemie wurde das
TetheringVerfahren im Jahr 2000 von der FirnSunesisetabliert®® Hierbei beruht die
Bibliotheksgenerierung auf dem reversiblen Disafistausch und der diskreten Adressierung
der Subtasche des jeweiligen Targets. Am Beisp@l @ysteinyl-Asartat-Proteas8
(Caspase-3) verwendeten Erlanson et al. einen hekarnhibitor21 (K, = 2,8 uM), der
kovalent an die Thiolgruppe des reaktiven Cystesiie® der Caspase-3 bindet. Wie aus Abb.
1.12 hervorgeht, tragt der Inhibit@1 eine geschuitzte Thiolgruppe. Nachdem der Inhibitor
nun kovalent an die Caspase-3 gebunden hat, werd ki@l entschitzt. Im folgenden wurden
7.000 verschiedene Disulfide im Uberschuss zu dexakfonsansatz gegeben. Auch hier
stehen das Thiol und die Disulfide in einem Glgmhicht, welches durch die Affinitat
eines bestimmten Fragments fur die Tasche versohelrd.

Anders als bei Huc und Lehn erfolgt die Detektioei lErlanson et al. mittels
Massenspektrometrie. Das gesamte Enzym mit denldatvgebundenen Fragmenten wird
vermessen. Der Nachteil dieser Methode ist dieggpdtifrastruktur. Zum Einen benétigt man
eine Disulfidbibliothek, die nicht kommerziell ettiigh ist und daher selbst synthetisiert
werden muss. Zum Anderen stellt die Verwendung sein@ochauflésenden
Massenspektrometers einen hohen Kostenpunkt daAlédrnative zur Massenspektrometrie
fur die Detektion haben zum Einen Fesik et al. itef996 die Struktur-Aktivitatsbeziehung
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mittels NMR &tructure-activity relations_bynuclear magnetic_esonanceSAR by NMRJ!®!
und zum anderen Nienhaber et al. 1997 #lagment-based high-throughput x-ray
crystallograph¥*”! beschrieben. Dennoch bleibt der Nachteil all diddethoden, dass zur
Detektion finanzintensive Infrastrukturen essemzigihd. Ein weiterer und vielleicht
entscheidender Nachteil ist, dass es sich bei deitenen Daten ausschlie3lich um Angaben
bezuglich der Affinitat eines Fragments zu dem @&rohandelt. Der Nachweis, dass diese
Fragmente nachhaltig die Funktion des Enzyms iehani, I&sst sich daraus nicht ableiten

und bleibt daher fraglich. Zudem benétigt man grBReeinmengen.

1) Einfiihrung einer Thiolgruppe nahe der gewiinschten Tasche

Abgangs- erﬁgﬁﬁlﬁtr{gs- maskiertes
gruppe element Thiol
Cl ]
Caspase-3 + Q Q Casp S
oAt o
o
Cl O o
Hooc” . HooC ’s
2) Disulfidaustausch mit den eingeftihrten Thiol (“Tethering")
O Bindung stabilisiert O
Casp._-S + R-S-S-R Casp._-S _S.
\)j/\ﬂ/\s'* Disulfid S
HOOC © HOOC ©
22 23 24

Abb. 1.12: Beispiel fur Tethering - Anndherung. 1) Ein Adressatmolekil wird kovalent an das
Wirkstoffziel diskret gebunden. 2) Das Adressatmolekil kann mittels einer Thiolgruppe mit Disulfiden
wechselwirken. Nur Liganden mit Affinitdt zu der zu screenenden Tasche kénnen dort binden. Die
Detektion erfolgt mittels Massenspektrometrie.

1.5.5 Dynamisch-Kombinatorische Resolution (DCR)

thermodynamic control kinetic control
selector
A[ + Ej' —_— .A]FEJ' —_ i —— cnm
dynamic library selective selective
recognition | reaction

Abb. 1.13 Das Konzept der Dynamisch-Kombinatorischen Resolution. Eine dynamische Bibliothek
wird aus i Verbindungen A und j Verbindungen B generiert. Die selektive Wahrnehmung von A,-B,
durch den Selektor (bspw. ein Enzym) ermdglicht die Darstellung von C,,,, unter kinetischer Kontrolle.

Anfang 2007 publizierte die Arbeitsgruppe von OR&Emstrom das Konzept der Dynamisch-
Kombinatorischen Resolutidff! Hierbei wird eine dynamische Bibliothek £B) generiert,

die dann mit einem Selektor versetzt wird, derversibel (kinetisch kontrolliert) die
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Reaktion eines Mitglieds der scheinbaren BibliotlzekC,, katalysiert (siehe auch Abb.
1.13). Eindeutiger Vorteil ist, dass der Selektor im katalytischen Mengen erforderlich ist,
nicht in fast aquimolaren Verhaltnissen wie bei Bgnamsich-Kombinatorischen Chemie,
dem TetheringVerfahren oder der strukturbiologischen Identifika von Fragmenten.

Dennoch ist eine weite Anwendung dieser Method&dsi nicht moglich. Ramstrom zeigte
als Beispiel die Henri-Reaktion, einer Aldolreaktionit aromatischen Aldehyden und 2-
Nitropropan28 (siehe auch Abb. 1.14).

(e} cl O OH QH )(1
O,N
2 H H (0]
O,N
25 26 (R)-1-6 (S)-1-6 33
o . Ilgiga(s:eI (R)-3-6 ester
2. X - 0,
Q)LH . }NOZ 3 +(R)-2-6 +(S)-2-6 (99% ee)
3. 3. p-CICgH40AC
FiC 28 + (R)-3-6 +(S)-3-6 6 )c‘)\
27 +(R)-4-6 +(9)-4-6 %
F 0 cl o
+(R)-56 +(5)-5-6
H H
a1 32 FaC 34
cl (R)-1-6 ester
29 30 L | (98% ee)

Abb. 1.14 Beispiel fir Dynamisch-Kombinatorische Resolution. Grundlage ist die Erzeugung einer
dynamischen Nitroaldolbibliothek und die Lipase-vermittelte Selektion des besten Substrates
(Binders).

Unter Basenkatalyse wird reversibel das Nitroaldmpkt gebildet. Die Anwesenheit der
Lipase PS-C | au®seudomonas cepacigerestert vornehmlich nur eines der reversibel
gebildeten Aldolprodukte und entzieht es dem Glggeticht. Die Idee die enzymatischen
Eigenschaften des Wirkstoffziels, wie hier der ls@azu nutzen ist sehr gut, aber dennoch
fallen erhebliche Nachteile auf. Zum Einen erfadgt Detektion des Produkts mittels NMR,
hohe Konzentrationen sind daher noétig. Aul3erdemnkaar mit kleinen Bibliotheken
gearbeitet werden (unubersichtliche NMR-Spektr&ndem wurde das Experiment in dem
organischen Losungsmittel Pyridin ausgefuhrt. Fiime ebreite Anwendung ist ein in
wassrigen Puffer verlaufendes System wiinschens\ertist also festzuhalten, dass das
Konzept der Dynamisch Kombinatorischen Resolutiom @iner guten Idee basiert. Die
Enzymfunktion der Lipase wird genutzt, um den beskit zu selektieren. Aber die
Abhangigkeit von der Enzymfunktion limitiert das Ma&hren wiedrum auf Lipasen. Im
Hinblick auf die gangigen Wirkstoffziele wie Rezegn, Kinasen oder Proteasen ist DCR
nicht anwendbar.Die Frage bleibt daher, ob DCR neeiter optimiert werden kann, um eine

kommerzielle Anwendung in der Wirkstoffidentifizierg zu finden.
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1.5.6 Rezeptor-vermittelte Synthese

O Rezeptor Q

“Rezeptor >

I> D A -—-Rezeptor

Abb. 1.15 Prinzip der Rezeptor-vermittelten Synthese. Reaktive Fragmente werden in Anwesenheit
des Wirkstoffziels inkubiert. Mittels Templateffekt werden nur die irreversiblen Reaktion bevorzugt,
deren Kombinationen durch das Templat stabilisiert werden.

Bei der Rezeptor-vermittelten Synthese wird eindiBihek reaktiver Verbindungen mit dem
molekularen Target, einem Templat, inkubiert. Zinsidinden die reaktiven Verbindungen
an das Protein, um dann in einem irreversiblen i&chriteinander zu einem affineren
Liganden zu reagieren. Grundlage dieses Konzeptes igeversible Reaktionen, die in
Wasser nur sehr schlecht verlaufen. Durch die Zeigabes Templats wird die Reaktion der
beiden Fragmente zu dem Liganden ermdglicht. Bé&xtespiel sind die Arbeiten der Gruppe
um Barry Sharpless tiber die situ click chemistryder [3+2] dipolaren Cycloadditidfr!
Hierbei reagieren ein Azid und ein Alkin zu einemiaZol. Normalerweise verlauft die
Reaktion in Wasser Kupfer-I-katalysiert, aber dudds Entfernen des Katalysators und
Zugabe des Templates kénnen nur die Triazole émistebei denen die reagierenden

Fragmente durch Bindung an das Templat in rdumlidéee und dadurch zur Reaktion

gebracht werden.
X L
Z 0N 0
35 H OH ~
'Cs0> 100 kM HIV1-Protease S”O : o
+ ; \N/\;/\N A 0
OH N= HN
/O Y >N
0 z 37 HO
O'/S NN anti-X
OH
36 ICSO =6 nM
|C50 = 4,2 HM

Abb. 1.16 Beispiel fir die Rezeptor-vermittelte Synthese. In Anwesenheit des Templats reagieren das
Azid 36 und das Alkin 35 zum Triazol.

In Abb. 1.16 ist als Beispiel eine Arbeit zur HI\Ptetease aufgefiihrt. In dieser wurden das
Alkin 35 und das Azid36 mit der HIV1-Protease inkubiert. Nach 24 Stundesrde der
Ansatz dialysiert und der Uberstand in der LC/MSmssen. Hier zeigte sich der erste
Nachteil der Methode. Die Triazolbildung kasynbzw. anti erfolgen. Die LC/MS-Analytik
ist daflr unzureichend. Es mussen daher beide om&gli Regioisomere nachsynthetisiert
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werden, um dann die hoffentlich unterschiedlicheeR&onszeiten vergleichen zu kdnnen,
um das bei dein situ click chemistryworzugsweise gebildete Produkt identifizieren zu
konnen.

Abschlie3end ist zu sagen, dass man fur derartiggktidonen bereits zwei gute Liganden
bendtigt. Wie aus dem Beispiel der Abb. 1.16 etBath ist, reagieren dort zwei
Verbindungen, die klassisch nicht als low-bindet Aktivitdten von 100 uM und 4,2 uM
bezeichnet werden. Reaktionen von nieder-affin&dukten als 100 uM konnten bisher noch
nicht beobachtet werden. Ebenso begrenzt die velster C/MS-Analytik die Detektion der
gebildeten Liganden einerseits von der hohen Kanagon andererseits von der
verbleibenden Frage, welches Regiosiomer sich @gtbilat. Dennoch ist die Grundidee gut,
wenn man von der verwendeten [3+2] dipolaren Cylditeon absieht. Bei Verwendung
anderer Ligationsreaktionen (Thioester + AmdnAmid), bei denen also ein klares Produkt
entsteht, und anderer Detektionsmethoden (Strukiodie) konnte das Potenzial dieser

Methode voll ausgeschopft werden.

1.5.7 Pseudo-Kombinatorische Chemie

Die Pseudo-Kombinatorische Chemie beinhaltet devarsible Synthese von Bibliotheken
sowie deren Abbau in Anwesenheit eines Rezeptoes. T&rm ,pseudo-dynamisch® ist
angelehnt an die irreversible Synthese und dercigleitigen Abbau dieser, anstatt der
reversiblen Generierung einer Bibliothek wie beir dminbildung in der Dynamisch-

kombinatorischen Chemie (siehe Abb. 1.17). NachSiarthese der Bibliothek assoziieren
sich die Mitglieder mit dem Rezeptor in einem thedynamisch-kontrollierten Prozess,
gleichzeitig wird ein Abbauprozess der Bibliotheltghieder ausgelost. Hoch affine
Liganden aus der anfangs synthetisierten Bibliothwekden durch das Templat stabilisiert
und so vor dem Abbau geschitzt. Im konkreten Falliied haben Kazlauskas et al. eine
Dipeptidbibliothek in gepuffertem Medium synthetidi und anschlielend die Enzyme
Carboanhydrase (CA) und Pronase zugeg&BenDas Enzym Pronase spaltet die
Dipeptidbindung, wéhrend die CA als Rezeptor dgsepiid vor der Spaltung schitzen sollte.

Letztlich erhalt man so ein Dipeptid, welches efinitat fur den Rezeptor aufweist.
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Abb. 1.17 zeigt schematisch ein Beispiel der Pseudo-Kombinatorischen Chemie. Es wird eine
Bibliothek aus Dipeptiden erzeugt. Diese Dipeptide kénnen entweder durch das anwesende Templat,
die Carboanhydrase, stabilisiert werden oder durch das anwesende peptidspaltende Enzym, Pronase,
abgebaut werden. Hat die Verbindung eine Affinitat zum Templat, wird dieses vor der dem Abbau
geschiitzt.

Ebenso wie in den vorangegangenen Techniken istdien Konzentrationen zu arbeiten, da
der Nachweis ebenfalls tber LC/MS erfolgt. Zusatzlmuss hier die Kunstlichkeit des
Systems erwahnt werden, erstens da fur diesen AdgatPronase fur den Abbau essenziell
ist. Das System kann aufgrund des Zusammenspiderewerschiedener Enyzme (Pronase
und Carboanhydrase) kaum auf andere Wirkstoffzialgewandt werden. Fir das
Verstandnis von Templat-assistierten Reaktionendist Pseudo-Kombinatorische Chemie
wichtig, es bleibt aber fraglich, ob diese jemalsier kommerziellen Wirkstoffidentifizierung

eingesetzt wird.
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2. Fragestellung

Gewohnlich  werden biologisch aktive, Wirkstoff-dichle kleine Molekile durch
Hochdurchsatzscreening chemischer Bibliotheken tilgert. Zusammenstellung und
Durchmusterung grof3er chemischer Bibliotheken gaddch zeitaufwandig und kostspielig.
Der Erfolg dieses Ansatzes hangt stark von deri@ualer verfligbaren Bibliotheken ab, und
selbst die grof3te Bibliothek kann immer nur einemzigen Ausschnitt des virtuellen
chemischen Raumes abdecken. Aus diesen Grinder warderlauf der letzten zehn Jahre
eine Reihe von Strategien vorgeschlagen wie sigéen Einleitung aufgefihrt sind, die
allesamt das Ziel verfolgen, den Entwicklungsprezas erleichtern, indem das Zielprotein
als eine Schablone fur den Aufbau von Liganden weedet wird. Die Bindung
niedermolekularer Fragmente kann durch die NMR-8pskopie  oder
Rontgenkristallographie direkt detektiert werd@n”! Diese biophysikalischen Methoden
lieferten in einigen Fallen Liganden niedriger Aftat, die als rationale Startpunkte fur die
schrittweise Entwicklung potenter Protein bindensledekile fungierte*® Alternativ dazu
wurden Proteinliganden aus Gemischen von Molekitemtifiziert, die sich in einem
dynamischen Gleichgewicht befand&f® In Gegenwart des Proteins wurde das
Gleichgewicht verschoben, die am besten bindendewluRte wurden in dem Gemisch
angereichert und konnten durch Chromatographie, sbtegpektrometrie oder NMR-
Spektroskopie nachgewiesen weréh® Alle bisherigen Fragment-basierten Methoden
haben gemeinsam, dass diese alle gro3e Proteinmemgmdern und die Detektion der
Fragmente schwierig, zeitaufwendig und teuer ist.

In der hier vorliegenden Arbeit steht daher diedRgon niedrig affiner Fragmentmolekiile
durch reversible Ligationsprodukte im Mittelpunkfonkret wird die Frage gestellt, ob
reversibel gebildete Imine, die erst durch das ¥{oKziel (Templat) stabilisiert werden, auch
die Funktion der Template beeinflussen kbnnen. Wakaga der Fall ist, kann man mit Hilfe
einfacher bekannter, biochemischer Funktionstestgenannten Assays, diese stabilisierten
Ligationsprodukte indirekt nachweisen.

Um die oben gestellte Hypothese, den Nachweis dudals Templat-stabilisierte
Ligationsprodukte mit Hilfe von Funktionstests zeweisen, wurden zu Beginn vier
therapeutisch relevante Proteine ausgewahlt: Dieebe Cysteinproteasesevere acute
respiratory syndrome coronavirus main protedS&RS-CoV M), ein Schliisselenzym bei
dem Schweren Akuten Respiratorischen Syndrom (SARER) Cysteinaspartylprotease 3
(Caspase 3), ein Regulator der Apoptose, die Agpasteasenuman immunodeficiency virus
1 proteasgHIV1-Protease), ein zentrales Wirkstoffziel irr d&handlung von AIDS und die
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Mycobacterium tuberculosisProteintyrosinphosphatase A (MptpA), ein poterhegel
Wirkstoffziel zur Behandlung der Tuberkulose. Zdgen der genannten Wirkstoffziele soll
ein neuer Assay, eine neue Methode zur Detektiedriy affiner Fragmente entwickelt
werden: Im ersten Projekt, in dem die SARS-CoV°Mm Fokus steht, soll die Frage
beantwortet werden, ob ein hypothetisches Ligapiomaukt aus dem nattrlichen, peptischen
Substrat und eines Amins in einem einfachen Enzgkifonstest nachgewiesen werden
kann. Wenn dies moglich ist, soll im Projekt devBH{Protease Uberpruft werden, ob es sich
dabei um ein allgemein gultiges Prinzip handelsoatlie Methode auch in diesem Fall
anwendbar ist. Desweiteren soll auch die Frageageklerden, ob dieses Phdnomen nur die
Funktion eines Enzyms beeinflusst oder man auchstdikere bzw. schwachere Bindung
solcher Ligationsprodukte in Bindungsstudien nadbere kann. Dieser Frage wird anhand
der Caspase 3 nachgegangen, da die in den Bindudgsserhaltenen Ergebnisse wiederum
in den bereits etablierten Funktionsstudien di&sesyms validiert werden konnen. Letztlich
soll der Ansatz an einer anderen Enzymklasse aits Bleteasen, den Phosphatasen
nachgewiesen werden. Im Fallbeispiel der Phospéatssll auch auf das spezielle Problem
bei der Entwicklung von Inhibitoren jener eingegamgverden. Zum Einen sind sich die
meisten Phosphatasen auf Grund ihrer Funktion,Hi@hrolyse von Phosphatestern, sehr
ahnlich, was dazu fuhrt, dass die Entwicklung gelek Inhibitoren sehr schwierig ist. Zum
Anderen sind sogenannte Phosphatmimetika, NachaterePhosphatestergruppe, die aber
nicht hydrolysiert werden kénnen, selten zellgangigr die Loésung des ersten Problems, die
Entwicklung hoch selektiver Phosphataseinhibitoresll eine dynamische Bibliothek
gescreent werden, in der die erhaltenen Ligatiamtkte Giber einen Assay detektiert werden
sollen. Die so erhaltenen Fragmente sollen sp§tahstisch miteinander verkntpft werden

in der Hoffung, einen selektiven Phosphataseindiitziti erhalten.
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3 Das schwere akute respiratorische Syndrom - SARS

3.1 Schweres Akutes Respiratorisches Syndrom Corona  virus — SARS-CoV

Das Schwere Akute Respiratorische Syndrom (SAR&gHENnde des Jahres 2002 in der
Provinz Guangdong im sudlichen China aus. Die Kinaitkwurde durch einen bis dahin
unbekannten Coronavirus ausgefd3tSequenzuntersuchungen zeigten starke Abweichungen
zu den bisher bekannten menschlichen CoronalfebBie Suche nach dem Ursprung des
Erregers begann. So konnte ein Virus aus den ircttia frei lebenden Schleichkatzen
isoliert werden, der eine Sequenzidentitat von nadbr99 % zu dem SARS Coronavirus
(SARS-CoV) aufweist® Der SARS-CoV zeigt eine Deletion von 29 Nukleotideeziiglich
des Virus der Schleichkatzen, welches nahe legts éa sich um eine direkte Ubertragung
von der Schleichkatze zum Menschen handelte. Dénkan nicht ausgeschlossen werden,
dass die Wildkatzen gar nicht der urspringlicheg&rades SARS-CoV gewesen sind,
sondern ebenso wie der Mensch durch diesen irtfizigmde.

Erst spater fand man heraus, dass nur eine venglease, kleine Mutation dieses Virus
notig war, um die Fahigkeit zur Transmission (Tdh@ibertragung) unter Menschen zu
entwickeln. Und gerade der SARS-CoV zeigte wie Ilgdith ein Virus mit hoher
Transmission in der heutigen, globalisierten Walt Die Gefahrlichkeit dieses Virus bestand
in seiner schnellen Verbreitung und der von ihnux@achten hohen Mortalitéat, welches ihn
schnell zu einer globalen Bedrohung machte. Insgesaten von Ende 2002 bis Juni 2003
SARS-Infektionen in 32 Landern der Welt auf, ber tdesgesamt ca. 8.500 erkrankten und
davon mehr als 900 Menschen starl3&n.

3.2 Molekulare Mechanismen der Infektion

Der SARS Coronavirus (SARS-CoV) gehort zu den H{petrang-RNA-Viren
(ss(+)RNA), d.h. er besitzt ein positiv einzelsg@es RNA-Genom, welches mit 29.700
Nukleotiden das bisher groRte, bekannte Virusgedarstellt*!! Der Eintritt in die Wirtszelle
erfolgt Uber die Wechselwirkungen der S1 DomanaeseiS-Oberflachenproteins mit der
Metallopeptidase,angiotensin-converting enzyme (@ACE2) bzw. dem C-Type Lectin
CD209L (auch L-SIGN genannt) menschlicher LungderelAls (ss(+)RNA)-Virus erfolgt
die Replikation des SARS-CoV Uuber einen 30 Kilolakagen unsegmentierten (+)-RNA-
Strang, welcher in der Zelle direkt in das viral@yprotein Gbersetzt wird. Dabei entsteht
unter anderem die RNA-abhéngige RNA-Polymerase, Eimzym, welches die virale,
genomische RNA zun&chst in einen Antigenom(-)-$tramschreibt. Von diesem werden
wiederum (+)-Strdnge gebildet. Mittels dieser (+)WRwird das Replikasegen (> 21.000
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Nukleotide) exprimiert. Dieses kodiert zwei Ubegdapde, nichtstrukturelle Polyproteine,
ppla (486 kDa) und pplab (790 kDa), welche dideviReplikation und Transkription in der

Wirtszelle vermitteln.
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Abb. 3.1 Die obere Abbildung zeigt den retroviralen Replikationsweg des SARS Coronavirus.
Erlauterung siehe Abschnitt 3.2.2

Diese zwei nichtstrukturellen Polyproteine werdemtré&nslational, proteolytisch zu
verschiedenen nichtstrukturellen Proteimarious nonstructural proteins, nsp grozessiert.
Man geht davon aus, dass die Proteolyse von zwep@la codierten Proteasen vermittelt
wird, derSARS coronavirus main protea@ARS-CoV M), auch3C-like proteasg¢3CLP™)
genannt, und depapain-like protease gPLP2) (siehe auch Abb. 3.8¥ Anhnlich wie bei den
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Retroviren, bekanntestes Beispiel ist hier die HRfbtease, bieten diese Proteasen ideale
Angriffsziele fiir TherapieF* **!So sind bereits seit dem Jahr 1996 Proteaseintebiio der
AIDS-Therapie verfugbar, die somit ein Ausschleusea Reifung der Viren verhindern,
nicht aber die Neuinfektion.

SARS-CoV
ORFla/tab:

N T i

PLpro 3CLpro Pol | Hel ; |

£n

|_| finger

neri 1} jEEEin

Abb. 3.2 Schematisches Diagramm des translatierten SARS-CoV Genoms. Die drei Schnittstellen der
PLP2 (rot) stehen im Gegensatz zu den 11 Schnittstellen der SARS-CoV MP°. Die SARS-CoV MP? ist
daher als Wirkstoffziel attraktiver.
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Zur Zeit werden Anstrengungen unternommen, flr deRtoteasen einen Inhibitor zu
entwickeln. Dabei konnten Ratia et al. nachweistass die PLP2 erfolgreich duremall
moleculesinhibiert wird (IG = 2,3 bis 20,1 uM¥® Leider schneidet die PLP2 nur an drei
Stellen am N-Terminus der viralen Proteine pplappithb, wahrend die SARS-CoV¥lan
mehr als 11 Stellen die viralen Proteinerap szerschneidet (siehe auch Abb. 3.2). Eine
Inhibition der PLP2 kann demnach die Virusreifunghh vollstdndig unterbinden. Dadurch,
dass die Proteolyse hauptsachlich durch die SAR®-RIG vermittelt wird, steht diese
folglich im Fokus der Anti-SARS-Forschung.

3.3 Die SARS coronavirus-associated main protease (SARS CoV MP")

Die SARS coronavirus-associated main prote@&RS-CoV M) auch unter den Naméhr
Chymotrypsin-like proteag@CL’") bekannt, ist eine 33,8 kDa schwere Cysteinprete@ie
SARS-CoV M ist fir die Wirkstoffforschung interessant, da d®&ARS-CoV geringe
Sequenzidentitat mit den bisherigen humanen Coierawzeigt€® 2° aber seinemain
proteasein hohem Mal3e homolog zu denen anderer Viren wia dumanen Coronavirus
(HCoV), dem Transmissiblen Gastroenteritis Viru6&EV), dem Maus Hepatitis Virus und
dem infektidsen Bronchitis Virus iSf! Zu nennen ist dabei vor allem die groRe Ahnlichkei
in der Spezifitdt ihrer Substrate. Alle Hauptpreera prozessieren C-terminal nach einem
Glutaminrest. Entsprechend der Definition von Sbkecund Berg Definitiofi® tragen alle
Substrate dieser unterschiedlichen Proteasen Glutamder P1-Positioff” Diese groRe
Ahnlichkeit beziiglich der Substratspezifitit deotBasen weist die SARS-CoV "M als
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attraktives Wirkstoffziel aus. Ein Inhibitor der 88-CoV M musste die Proteasen anderer
Coronaviren ebenso adressieren.

Nach Informationen von Yang et al., die die Kristauktur der SARS-CoV M° mit dem
substratanalogen, irreversibel bindenden Chlornliettgn-Inhibitor Cbz-Val-Asn-Ser-Thr-
Leu-GIn-CMK bei pH 6.0, 7.6 und 8.0 losten, bilddie SARS-CoV M™ bei hoheren
Konzentrationen als 1 mg/ml in Lésungen ein Homaith *°. Die beiden Protomere
werden als A und B bezeichnet und orientieren Bithechten Winkel zueinander, welches
bereits aus den Strukturen der HCoV und der TGERP Mekannt ist (siehe auch Abb.
3.3)¥7

o1 s
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Abb. 3.3: Die SARS-CoV MP° als Dimer. Links: Schematische Darstellung; Rechts: Mit
Sekundarstruktur.?”

Ein Protomer besteht aus drei DomaférDie Domane | (AS 8 bis 101) und Il (AS 102 bis
184) weisen eine antiparallefeFassstruktur auf, welche ahnlich zu anderen Coioma
Proteasen und an die Trypsin-dhnlichen Serinpreteasinnert. Die Domane 3 (AS 201 bis
303) beinhaltet funéi-Helices, welche einen antiparallelen, globuléardéus@r bilden. Dieser
ist mit der Domane |l Uber eine lange Loop-RegiAB (L85 bis 200) verbunden. Die SARS-
CoV MP weist eine katalytische Diade bestehend aus des#Hind dem Cys-145 auf. Die
Substratbindungstasche liegt in einer Spalte zwisctler Doméane | und Il. Fir beide
Protomere wird jeweils eine Substratbindestelle ekiedrt. Die Protomere der

Kristallstrukturen, die bei pH 8,5 Bedingungen vessen wurden, sind einander sehr &hnlich.

(siehe Abb. 3.4).
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Abb. 3.4 Kanonisch-aktiver Bindungsmodus des Substratpeptides an die SARS-CoV MP°. Die in
Trypsin-dhnlichen Serinproteasen vorgefundenen Tasche S3 wird in der SARS-CoV MP° in dieser
Konformation nicht ausgebildet.
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Anders verhélt sich dagegen die Struktur bei pH bBié Bindestelle des Protomers A liegt
hier in einer anderen, aber aktiven Konformatios @die Substratbindetaschen der anderen
Protomere vor. Die Bindetasche des Protomers Bg#ageeigt eine inaktive Konformation.
(siehe Abb. 3.5). Durch konformative Anderung witié Substratbindestelle blockiert und
das fur die Peptidhydrolyse so essenzielle Oxyamdroch zur Stabilisierung des
Ubergangszustandes wird nicht ausgebildet. Folghthn dieser Kristallstruktur nur eines
der beiden Protomere aktiv.

AL

H2N

aktiv

sz H2N o)

S1
inaktiv OH
(0] (0] (0] (0]

Abb. 3.5 Aktiver und inaktiver nicht-kanonischer Bindungsmodus des Substratpeptides an die SARS-
CoV MP.

Man unterscheidet die aktive und inaktive Formietomere wie folgt: In der aktiven Form
des Protomers A bindet das Glutamin P1 in die &defie. Das Leucin P2 bindet nicht in die
S2 Tasche in der Nahe des Aspl87, sondern verl$alvens-exponiert. In die S2 Tasche
bindet dagegen das Threonin P3. Hier fallt aufsahs Spezifitat der SARS-CoV W fiir S2
Reste nicht so hoch ist wie bei anderen CoX¥°Nbeschrankt auf Leucin). Letztlich bindet
Asparagin P5 in die S4 Subtasche.

Im Gegensatz dazu bindet in der inaktiven FormPRlesomers B das Glutamin P1 nicht in
der S1 Tasche. Einzig Leucin P2 und Serin P4 zdigémre entsprechenden Subtaschen. Die
anderen Positionen verbleiben Solvens-exponiert.

Die bei einer Konzentration von 1 mg/ml beobachi@taeerisierung wurde anfanglich durch
die hohe Konzentration erklart. Aber die oben getem Bindungsmodi zeigten eindeutig,
dass der N-Terminus des anderen Protomers (N-Fiegsenziell fur die Ausbildung der P1-
Bindungstasche des einen Protomers ist. Konkreinthegst die Aminogruppe des N-
terminalen Serins des Protomers A die Wechselwglder Aminosaurereste von Phe140 und
His163, was signifikant die Konformation der ReSlg-143-Ser144-Cys145 stort. Die Folge
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ist, dass der aktive Aminoséurerest des Cysteirts riidht mehr in der Lage ist die
Peptidbindung des Substrates zu hydrolysiéfémie strukturbiologischen Daten werden
untermauert durch Mutationsstudien, in denen deéerNinale Serinrest deletiert wurde oder
ein langerer GST-Tag angehéngt worden ist. Allsai®Mutanten waren in Folge dessen

inaktiv.** *?IDje SARS-CoV M™ist also nur aktiv, wenn sie Homodimere ausbilkiamn.

3.4 Entwicklung eines Inhibitors fur die SARS-Cov M P

3.4.1 Synthese von Peptidaldehydinhibitoren

Zur Synthese von Peptidaldehyden gibt es zwei Mbgeiten. Zum Einen uber die
Reduktion geschutzter Aminosduren oder zum Andefder die Oxidation von
Aminoalkoholen. Beide Strategien sind sowohl in wrig*>*®, an der Festphd$&®” oder
mittels polymeren Reagenzign®? maglich. In dieser Arbeit erfolgte die Synthesd ésung
sowie an der Festphal$d.

Zunéchst wurde der Aminoaldehyd in Losung syntrestigvergl. Abb. 3.6). Dazu wurde die
entsprechende Aminosaure tber die Aktivierung sabutylchlorformiat (IBF) mit Hilfe von
Natriumborhydrid zu deren Aminoalkohol reduziétt:>® Der erhaltene Aminoalkohol wurde
daraufhin mit dem milden Oxidationsmittel Dess-NaReriodinan (DMP) zu dem
Aminoaldehyd oxidierE® Der Vorteil dieser Strategie ist, dass die Konfagion des G

Atoms der Aminosaure zum Aminoaldehyd bei sorgj@éitiBehandlung nicht geéandert wird.

O
FmocHNJJ\OH 1. IBF in DME FmocHN\/\OH DMP in DCM FmocHN\/§O

i 2. NaBH, in H,0 i =
42 43 44

Abb. 3.6: Synthese des Aminoaldehyds ausgehend von der Aminosaure Uber die Reduktion zum
Aminoalkohol und dessen Oxidation zum Aminoaldehyd.’®**?

Dann wurde analog zu den Arbeiten von Ede und Bfagus dem Jahre 1997 der
Aminoaldehyd Uber einen Threonin-Oxazolidin-Linkeam die Festphase immobilisiert

(Schritt a der Abb. 3.8). Der gebildete Oxazolidigr ist aber instabil und kann leicht

hydrolysiert oder acyliert werden. In Vorarbeitandieser Arbeitsgruppe wurde hier eine
Neuerung eingefiihrt. Al-Gharabli et al. acetyliart@icht den sekundaren Stickstoff,

schitzten diesen mit Boc (Schritt b der Abb. 3E Boc-Schutzgruppe ist saurelabil und
geht daher mit der Fmoc-Strategie zur Peptidsyetkather.

An den auf diese Weise immobilisierten Fmoc-Amidealyd erfolgt die Fmoc-SPPS (Schritt
c der Abb. 3.8). AnschlieRend werden die Seitertzgnuppen sauer abgespalten, unter

anderem auch die Boc-Schutzgruppe des sekundaiekstStfatoms des Oxazolidinringes.
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Die Abspaltung des Peptidaldehydinhibitors erfoldann Uber die Hydrolyse des
ungeschitzten Oxazolidinringes mit einem wassuigga Dichlormethan/Methanolgemisch.

Boc 0
i i S W
a b 11,
FmOCHN\;) H2N/,' NO —>) ) — H
R H FmocHN O 46

HO
44 45 ¢) (n-mal)
d)
Boc o
o) 1
H
Ac(AS)n—NW) e) R N“"i‘\NO
- Y H
R 48 Ac(AS),—NH O 47

Abb.3.8: Synthese von Peptidaldehyden an der Festphase ausgehend von dem Aminoaldehyd nach
Al-Gharabli et al.* a) Immobilisierung des Aldehyds an Threonin via eines Oxazolidinringes. b) Boc-
Schitzung des Ringstickstoffes. c¢),d) Fmoc SPPS. e) Entschiitzung der saurelabilen Schutzgruppen

mit TFA. f) Wassrige Abspaltung des Peptidaldehydes vom Harz.

3.4.2 Design und Evaluation der Peptidaldehydinhibi  torbibliothek

Nachdem Al-Gharabli et al. die Synthese von C-teaiein Peptidaldhyden etabliert hatten,
stellte sich die Frage, mit welchen Sequenzen n@Rebptidaldehyde herstellen soll.

An dieser Stelle wurde eine Kooperation mit dem ehdkreis von Herrn Prof. Klebe
(Universitat Marburg) geschlosseRrof. Klebe und seine Mitarbeiter unterzogen die
Subtaschen 1 und 2 einer visuellen Inspektion uverdjlichen diese mit bereits bekannten
Subtaschen anderer, homologer Enzyme. Uber dieidktkalitssuche der Subtaschen konnten
sie eine Reihe von Vorschlagen machen, welche dgann die Subtaschen S1 und S2
binden (Tabelle IV.1 bis V.35

Tabelle 3.1 Aminosdurezusammensetzung der Subtaschen 1 und 2 der SARS-CoV MP° (PDB Code
1uk4)

Subtasche Zusammensetzung der SARS-CoV F° (PDB Code 1uk4)
Subtasche nach visueller Inspektion
Sl Phel40, Leuldl, Serl44, His163, Glul66, His172
S2 His41, Met49, Metl165, Asp187, Arg188, GIn189
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Tabelle 3.2 Gruppen von Ligandfragmenten, die in ein &hnliches Umfeld wie in der S1-Subtasche der
SARS-CoV M" binden.

Gebundenes Ligandfragment Anzahl
Liganden mit Aminogruppen, basische 16
Verbindungen
Aliphatische Liganden 4
Liganden mit Phosphatgruppen 19
Liganden mit Zuckern 21
Aromatische Liganden 6
Hamoglobin-artige Liganden 8
Liganden mit Alkohol- oder Saurefunktionen 13

Tabelle 3.3 Gruppen von Ligandfragmenten, die in ein &hnliches Umfeld wie in der S2-Subtasche der
SARS-CoV M" binden.

Gebundene Ligandfragmente Anzahl
Liganden mit Aminogruppen, basische 4
Verbindungen
Aliphatische Liganden 28
Liganden mit Phosphatgruppen 2
Liganden mit Zuckern 8
Aromatische Liganden 49
Hamoglobin-artige Liganden 15
Liganden mit Alkohol- oder Saurefunktionen 12

Ausgehend von diesen Daten wurde die P1-Positioh @Glutamin, Lysin, Leucin,

Tryptophan, Aspartat und Tyrosin variiert. In deab€lle 3.4 sind die synthetisierten

Sequenzen aufgefuhrt.
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Tabelle 3.4 Validierung der Peptidaldehydinhibitorbibliothek gegeniiber der SARS-CoV MP°.

Nummer Sequenz 1Go [UM]
48 AcC-NSTLQ-H > 500
49 Ac-NSTLK-H > 500
50 Ac-NSTLL-H > 500
51 Ac-NSTLW-H > 500
52 Ac-NSTLD-H > 50
53 AcC-NSTLY-H > 50
54 Ac-NSTQ-H > 500
55 Ac-NSTAQ-H > 50
56 Ac-NSTDQ-H 20
57 Ac-NSTSQ-H 7,5
58 Ac-NSFLQ-H > 50
59 Ac-NSHLQ-H > 500
60 Ac-NS(2,5-difluor-F)LQ-H > 50
61 Ac-NS(4-Phenyl-F)LQ-H > 500
62 Ac-NSWLQ-H > 50
63 Ac-NS(Naphtyl)LQ-H > 50
64 Ac-NS(4-Brom-F)LQ-H > 50
65 Ac-NSILQ-H > 50
66 Ac-FSTLQ-H > 50
67 Ac-DSTLQ-H 10
68 AcC-ESTLQ-H 7,5
69 AC-HSTLQ-H > 50
70 Ac-QSTLQ-H > 50
71 Ac-ESTSQ-H > 500
72 Ac-DSFDQ-H 50

Als starkste Inhibitoren erwiesen sich wie Tab8lk zeigt, die Sequenzen Ac-NSTDQ5H
Ac-NSTSQ-H57,Ac-DSTLQ-H 67 und Ac-ESTLQ-H6E8. Die vier Peptidaldehydinhibitoren
tragen jeweils in der P1-Position Glutamin, in @3-Position Threonin und in der der P4-
Position Serin. Nur in den Positionen P2 und P&nseheiden sich die Sequenzen.

Bei Betrachtung des schlechtesten Inhibite#sn Bezug zu67 wird deutlich, dass Aspartat
in der P5-Position eine starkere Affinitat zu demz¥m bewirkt. Unterstitzt wird dieser
Gedanke, wenn man die Verbindung®® und die57 betrachtet. Der bessere Inhibitor,
Verbindung57, unterscheidet sich nur in der P2-Position voni#erEs scheint also, dass in
der P2-Position Serin eine hohere Affinitat bewitktrch Vergleich des Inhibito&7 mit der
Substan®8 wird deutlich, dass die Beobachtung, die beim Yéch von56 und 67 gemacht
wurde, spezifiziert werden kanf7 und 68 unterscheiden sich in der P5-Position nur durch
die beiden ahnlichen Aminosaurereste Aspartat uhda@®at. Wobei der Aldehy@8 mit

Glutamat in der P5-Position eine bessere Affirata67 zeigt.
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Ausgehend von diesen Beobachtungen wurde der Régtd/dinhibitor mit der Sequenz

ESTSQ-H (71)

synthetisiert und getestet. Diesi/alidierung jenes Inhibitors Uberraschte allerdin®er
ICs0 wurde mit iber 500 uM validiert.

Als Erklarung kann die in 3.3 diskutierte Struktler SARS-CoV M dienen. Die SARS-
CoV MP™ bildet zwei Protomere aus, die einen aktiven unéreinaktiven Bindungsmodus
ausbilden. Anscheinend liegt das Enzym in einemcBigewicht aus beiden Bindungsmodi
Vor.

Die in der Sequenz ESTSQ-H verwendeten, additiven Effekte kommen nicht zuagén,
da die ursprunglichen Sequenzen immer einen besémmindungsmodus adressieren. In
der Sequenz ESTSQ-HL aber wurden die Merkmale beider Bindungsmodi verevas zu
einer erheblichen Abschwachung der Inhibition féhrt

Das Wissen, dass die SARS-CoV'Mn unterschiedlichen Konformationen vorliegt, sll

nicht vernachlassigt werden, insbesondere fir @ikene Inhibitorentwicklung am Computer.

3.4.3 Entwicklung eines dynamisch-konrollierten Fra  gmentscreeningassays —

das Dynamische Ligationsscreening (DLS)

Alle bisherigen Fragment-basierten Methoden habemegsam, dass sie lediglich die
Bindung, nicht aber die biologische Aktivitdt vonoMkilen detektieren. Dartber hinaus
erfordern alle diese Methoden groRe Proteinmenged haben den Nachteil einer
schwierigen, zeitaufwandigen und teuren Detektien aktiven Verbindungen (siehe auch
Einleitung).

Wir hatten die ldee, dass eine erheblich empfihdlie Detektion der bioaktiven Liganden
realisierbar sein sollte, wenn reversibel gebildéigationsprodukte im dynamischen
Gleichgewicht mit einem fluorogenen Reportersubbstra ein Enzym konkurrieren (Abb.
3.9). Dieser Ansatz wirde die dynamische, Protetenstitzte Bildung der inhibitorischen
Molekulspezies und die Detektion durch Fluoreszemening-Techniken kombinieren wir
benannten diesen Ansatz da“é@ynamisches Ligationsscreenn@LS). Im DLS-Verfahren
sollten chemisch reaktive Inhibitoren als dirigimle Sonden verwendet werden kénnen und
eine Untersuchung von inhibitorischen Fragmenterefiien definierten Bindungsort auf der
Proteinoberflache ermdglichen. Eine enzymatischakien konnte die Signale zur Detektion
bindender Fragmente verstarken und dadurch dierderiacche Proteinmenge drastisch
reduzieren. Schlie3lich sollte die enzymatische ekt@n durch fluoreszierende
Reportermolekile das Hochdurchsatzscreening (HT®8) Mikrotiterplatten (MTPS)
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ermoglichen, so dass erstmals konventionelle HT@iiken in der Fragment-basierten

Ligandenentwicklung eingesetzt werden konnten.

0 NH,
%, . OCLX
‘ OH THZN 0 So°
o @y oo M
I !

m  Substrate 1
¥ 1+ Inhibitor 2

¢ 1 + Inhibitor 2 +
Active Fragment 3

Fluorescence intensity

\

1 1
2.5 5.0 7.5 10.0 125
time [min]

o
o

Abb.3.9 Das Konzept des dynamischen Ligationsscreenings (DLS). Substrat | konkurriert mit dem
Peptidaldehydinhibitor 1l um die SARS-CoV-Hauptprotease (blau). Das aktive Fragment 3 sollte zu
einer verstarkten Inhibition durch die Bindung des hypothetischen Iminligationsproduktes an die aktive
Tasche fuhren.

3.4.4 Identifizierung von Fragmenten fir die Subtas chen S1 und S1*
ermdglichen die Entwicklung eines der besten revers iblen drug-like Inhibitoren
der SARS-CoV M P

Zur Einfuhrung der DLS-Methode fur die zielgeridieteldentifizierung inhibitorischer
Fragmente wurde zun&chst ein Fluoreszenzassayefuikkdivitat von SARS-CoV M unter
Verwendung des Substrates Ac-TSAVLQ-AMGA entwickelt.
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Abb. 3. 10 Synthese des Fluoreszenzsubstrates Ac-TSAVLQ-AMCA 73.

Enzymatische Spaltung void3 setzte 2-(7-Amino-4-methyl-3-coumarinyl)acetamiiki,f
dessen Fluoreszenz nach Anregung bei 380 nm beii @ellenlange von 460 nm detektiert
wurde. Als Adressmolekll wurde der Peptidaldehyiinbr Ac-DSFDQ-H 72 ausgewahlt
und auf dem geschitzten Oxazolidinharz synthetidiBeser Peptidaldehyd enthalt einen C-
terminalen Glutaminrest und liegt deshalb in w&gsriLésung im Gleichgewicht mit seinem

zyklischen Kondensationsprodukt und seine Epimecer{Abb. 3.11).

mAl 3
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Abb. 3.11 LC-ESI-MS-Chromatogramm von Ac-DSFDQ-H 72 mit einem flachen Gradienten gefahren
(0 % zu 25 % CHLCN in 25 min). In den ersten zwei Peaks wurde das MH"-Signal von 72 beobachtet,
in den beiden letzteren die beobachtete man die dehydrierten Massen (MH"-H,0).

Von Arylaldehyden ist bekannt, dass sie - andessadiphatische Aldehyde wié2 - mit
einem Uberschuss primarer Amine in wassriger Losumige als Hauptprodukte bildéty!
Daher blieb zu untersuchen, ob die hypothetischgationsprodukte von Peptidaldehy@
und Nukleophilen auf einer Proteinoberflache ackend stabilisiert werden, so dass sie in
der Folge durch Konkurrenzexperimente mit Substretgektiert werden kénnen.

Um diese Frage zu untersuchen, wurde eine Bibkothen 234 Nucleophilen

zusammengestellt, die aromatische und aliphatidchime, Thiole sowie Hydrazine enthielt.
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Der Aldehyd72 als dirigierende Sonde wurde sodann mit dem actéfa Uberschuss je eines
nukleophilen Fragments pro Vertiefung in Gegenwdds Enzyms auf einer 384er
Mikrotiterplatte  inkubiert. Nach Zugabe des Repmtbstrates 73  wurden
Geschwindigkeitsunterschiede bei der Umsetzung Sigsstrates quantifiziert, um aktive
inhibitorische Fragmente auszumachen (Abb. 3.9.ell@B.5). Keines der ausgewahlten
Fragmente zeigte im Kontrollexperiment bei einemkentration von 40QM Aktivitat als
SARS-CoV M™-Inhibitor. Daraus konnte geschlossen werden, ddiss Affinitat aller
Fragmente alleine im millimolaren Bereich oder naadriger liegt. Bei sieben Nukleophilen
wurde eine deutlich starkere Inhibition als mit dd#emmstoff 72 alleine beobachtet
(Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5 Anfangsgeschwindigkeiten v der Substratumsetzung in Gegenwart der SARS-
Hauptprotease, Substrat 73, Peptidaldehyd 72 und aktiver nucleophiler Fragmente.

Elektrophil Nukleophil beobachtetev [uM/min]
-- -- 55+0,2
(@)
g %u O I - 2,8+0,1
OH
5T ke
72
72 y N/©\I(H NH,
: T O 1,0+0,1
78
I/\I\N
72 Hs— )
1,0£0,1
79
72 G
=N 1,6 +0,1
N |\
80 N
HoN N
72 Y

N\ N/ 19+0,1
C A
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OH
" N)jn 21%0,1
| 120,
HZN)\N/ 0
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0 22+0,1
83

NN
72 HS/<O \
2,2+0,1
84 OH

Im nachsten Schritt wurde die spezifische Bindueg Trefferverbindungen an die aktive
Enzymtasche der SARS-CoV Hauptprotease Uberprufty so beispielsweise eine
allosterische Bindung auszuschlieBen. 3-Ami(B-aminophenyl)benzamid8 war die

aktivste Verbindung und wurde fiir die exemplaris&sstatigung des Bindungsortes durch

chemische Synthese und Modelling ausgewahlt.

Abb. 3.11 Molecular Model von dem Aldehyde Ac-DSFDQ-H 72 (links) und des Schiffbasen-
Ligationsproduktes von Ac-DSFDQ-H 72 mit 78, gedocked in die Substratbindungstasche der SARS-
CoV MP (rechts). Der aktive Cysteinrest 145 ist gelb markiert.

Das aus72 und 78 gebildete Imin wurde als die aktive Spezies angenen. Um diese
Hypothese zu Uberprufen, wurde zunéchst das Pratkikteduzierenden Aminierungs
Abb. 3.12) synthetisiert. Die Untersuchung \8%im HPLC-Assay von Tan et &P ergab
einenK;-Wert von 50,3uM. Der Vergleich der inhibitorischen Aktivitat vadb mit der des
reduzierten Amide86 und derjenigen der Peptide Ac-DSFDQ-@HA DSFDQ-OH88 und
Ac-DSFDQ-NH: 89, die alle bei 50@M vollstéandig inaktiv sind, spricht ebenfalls fierd
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dirigierenden Effekt des Peptidaldehyt und die Bindung des Fragmentin der S1*-
Tasche. Die geringere Inhibition v@b im Vergleich zu Peptidaldehyd? kann durch das
Fehlen der elektrophilen Carbonylgruppe erklartdeer die mit dem Cysteinrest der aktiven

Tasche von SARS-CoV N wechselwirkt.
K [uM]

H

@)
H Q OHH Q (|-)| (|)
YN\-)J\N N\.)J\N N\.) 72 10,9
=z H z H z

o) o) o)
>*OH L
o H,N" Y0
H
Q(N NH, 78 >1000
H,N
AP

(@)
OH OH
(@] (0]
H H H H
\WN¢&NLWN¢N N¢N©\WN NH,
o = H o - H o = H o \©/ 85 50,3
—OH
(0]

H,N” S0

0
OH OH
0 0
H H H
N N N
\[( %H/g( JJ\H ~"NH, 86  >1000
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)—OH
o}
H,N” 0

Abb. 3.12 Strukturen und Aktivitaten der Verbindungen 72, 78, 85 und 86.

Erganzend wurde die Wechselwirkung vé2 und dem mit78 gebildeten Imin mit der
SARS-CoV-Hauptprotease modelliert, woraus ein nobglt Bindungsmodus von Fragment
78 abgeleitet wurde (Abb.3.11).

Zusatzliche Belege fur die Bindung von Fragm@éatin der S1*-Tasche wurden durch die
Synthese und Testung der Aldehyde und 2-Ketoald=®@®3 erbracht. Diese Verbindungen
sind Derivative von78, die elektrophile reaktive Gruppen enthalten, Utier sie mit dem
enzymatisch aktiven Cysteinrest der Protease whuinken konnen (Abb.3.13)90 und 91
wurden durch Oxidation der abgeleiteten Alkoholegkstellt, und die 2-Ketoaldehy®2
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und 93 wurden durch Polymer-unterstitzte C-Acylierungc@®®oxylierung und oxidative
Abspaltung von einem Phosphanharz erhdfféim der Tat waren alle entworfenen Mono-
und Biselektrophile aktive Inhibitoren von SARS-CW'™ (Abb.3.13).91 und 93, die das
aktive Fragment an der gleichen Stelle relativ z@wsteinrest im aktiven Zentrum
positionieren sollten wie das anfanglich postudieftigationsprodukt, waren stérkere
Inhibitoren als90 und 92. Der zur Kontrolle verwendete Benzaldel84iwar vollig inaktiv
und lieferte damit einen weiteren Hinweis, dassdiliech DLS detektierten Fragmente in der
Tat spezifisch in der S1*-Tasche von SARS-CoVMinden.
K, [uM]

o 90 (m=1, n=0) 33.5
m@k i
o/ 0

93 (m=2, n=1)14.7

Ov@ 94  >1000

Abb. 3.13 Strukturen und Aktivitaten der Verbindungen 90 bis 94.

Um einen vollstandig nicht-peptidischen Inhibitaer SARS-CoV M™ zu erhalten, der die
S1* und S1-Tasche abdecken kann, wurde das dyohenisigationsscreening iterativ im
~umgekehrten* Modus durchgefiihrt (Tabelle 3.6). #elle des Peptidaldehyd&®, der auf
der S-Seite der Substratbindungstasche bindet, evemah der 2-Ketoaldehy®3, der
vermutlich in der S1*Tasche bindet, als dirigieden Sonde verwendet. Fir dieses
Experiment wurden 110 Amine aufgrund ihrer Diveérsiausgewahlt und untersucl®3
wurde mit einem Amin pro MTP-Vertiefung, der Prateaind dem fluorogenen Substrat Ac-
TSAVLQ-AMCA 73 inkubiert. In diesem zweiten Experiment wurdeni dfeagmente
identifiziert, die in Gegenwart der dirigierendenn8e 93 aktiv waren (Tabelle 3.6). Am
aktivsten war95, das fur eine Verifizierung der Inhibitorbindungrdh chemische Synthese

ausgewahlt wurde.
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Tabelle 3.6 Ausgehend von 78 wurde der elektrophile 2-Ketoaldehydinhibitor 93 entworfen und im
~umgekehrten“ DLS verwendet (Anfangsgeschwindigkeiten der Substratumsetzung (v) in Gegenwart
aktiver Nucleophile).

Nukleophile Elektrophile beobachtetev
[LM/min]
) oQL@(H N 43+0,1
T
93
o o/
1{ 93 2,0+0,05
N
W-N NH,
7\
N. _N
@)
95
8y
= S<_S<_NH 93 2,5+0,05
NN o
N—N
96
F H
_N S._NH 93 3,7+0,1
XN W W/ 2
O N-N
97

Die Verwendung der 2-Ketoaldehyd®® und 93 schien fur eine kovalente Verknipfung
vorteilhaft zu sein, da in diesen VerbindungenAldehydfunktion fir eine reduktive
Aminierung zur Verfigung steht, wahrend die 2-Ketggpe fur eine Wechselwirkung mit
dem Cystein 145 intakt bleibt. Das AmBb wurde hergestellt und fur eine reduktive
Aminierung von 2-Ketoaldehy®2 mit Trichlorsilan als Reduktionsmittel verwendea
wurde das 2-Aminoketo88 als kovalentes Ligationsprodukt erhalt®8. inhibiert SARS-
CoV MPim HPLC-Assa$” mit einemK;-Wert von 2,uM.
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Abb.3.14 Entwicklung eines nicht-peptidischen SARS-CoV-MP-Inhibitors durch DLS. Das elektrophile
Derivat 92 wurde mit dem gefundenen Amin 95 umgesetzt und lieferte den nicht-peptidischen Inhibitor
98.

Damit haben wir gezeigt, dass das dynamische lagssicreening (DLS) die empfindliche
und ortsaufgeldste Detektion von Fragmenten niedddfinitat mit Inhibitionskonstanten im

millimolaren Konzentrationsbereich ermdglicht. Min bisherigen dynamischen Techniken
und konventionellen Fragment-basierten Methoded sierart niederaffine Fragmente nur
schwierig oder Uberhaupt nicht zu detektieren. l&thode wurde im Hochdurchsatzformat
durchgefuhrt, und nur sehr geringe Proteinmengenrdevu benétigt, da der

Verstarkungseffekt durch die enzymkatalysierte Kiete genutzt wurde. Eine spezielle
apparative  Ausstattung war nicht erforderlich, didh ein standardmaliges

Mikrotiterplatten-Lesegerat. Am wichtigsten ist ¢geth, dass das DLS-Verfahren iterativ in
einem evolutiondren Prozess durchgefuhrt werdemtkomind die Transformation eines
mafdig aktiven Peptidinhibitors in einen kompletichtipeptischen Inhibitor mit einer

Inhibitionskonstante im niedrigen mikromolaren Belheermdglichte. Wir haben hier das
dynamische Ligationsscreening fur die Entwicklunges SARS-CoV-Proteaseinhibitors
vorgestellt; im Nachfolgenden wird die Anwendungié abgeandert auf weitere Proteasen

und Phosphatasen angewandt.
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4. Human Immunodeficiency Virus - HIV

4.1 AIDS und HIV

Das Humane Immundefizienz-Virus (HIV, enghuman immunodeficiency vifuist ein
Virus, das zur Familie der Retroviren und zur Gagtuder Lentiviren gehort. Eine
Ansteckung fuhrt nach einer unterschiedlich langasist mehrjahrigen Inkubationszeit zu
dem erworbenen Immundefektsyndrom (eragiquired _mmunoeficiency_gndrome daher
zumeist als AIDS abgekulrzt) einer derzeit noch dbaen Immunschwachekrankheit. Bei
den Erkrankten kommt es zu lebensbedrohlichen dppistischen Infektionen und Tumoren.
Bereits wéhrend der mehrjahrigen, symptomfreienehzgphase kdnnen zwar antivirale
Medikamente eingesetzt werden, die die Lebensamgrivon Infizierten steigern. Eine
Heilung ist jedoch nicht mdglich, da die HI-Virercht vollstdndig aus dem Korper entfernt
werden konneff?

Die Verbreitung von HIV hat sich in den letzten 2&hren zu einer Pandemie entwickelt, an
der nach Schatzungen der Organisation UNAIDS bigitera 25 Millionen Menschen
gestorben sind. Etwa 33,2 Millionen Menschen siritldam Virus infiziert. Im Jahr 2007

infizierten sich weltweit 2,7 Mio. Menschen mit HI?

4.2 Molekulare Mechanismen der Infektion

HIV gehort mit seinem Einzel(+)-Strang-RNA-Virers($)RNA) Genom zu den Retroviren.
Es ist ein Retrovirus mit Hulle, das in Abb. 4.kghstellt ist. Jedes Viruspartikel oder Virion
enthalt zwei Kopien eines RNA-Genoms, die in ddiziarten Zelle in die DNA-Form
Uberschrieben und dann ins Chromosom der Wirtsziellegriert werden. Die RNA-
Transkripte, die von der integrierten viralen DNArgestellt werden, dienen zum Einen als
MRNA, welche die Synthese der viralen Proteineyiirt, und zum Anderen spater als RNA-
Genom fir neu gebildetet Viruspartikel. Diese werdas der Zelle ausgeschleust, indem sie
sich von der Plasmamembran abschniren.

Die Fahigkeit von HIV, in bestimmte Zelltypen einizingen, bezeichnet man als zellularen
Tropismus des Virus. HIV nutzt spezifische Rezegtordie sich an der Oberflache von
diesen Zellen befinden. HIV dringt mithilfe einesordplexes aus zwei nichtkovalent
verbunden Glykoproteinen in der Virushille (gpl2@ gp41l) in die Zelle ein. Das gp120
des Virus bindet an den CD4-Rezeptor. Zur Vermeipripenétigt das Virus daher
Wirtszellen, die den CD4-Rezeptor auf der Ober#étiagen. Dies sind vor allem die CD4-
tragenden T-Lymphozyten (T-Helferzellen), die béitenschen eine wichtige Rolle sowohl

in der zellularen als auch in der humoralen Immtwart spielen und unter anderem die
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Antikorperbildung unterstitzen. Neben T-Lymphozytdmesitzen auch Monozyten,
Makrophagen und dendritische Zellen CD4-Rezeptotench die Bindung veréandert sich
gpl120, sodass sich das Protein nun auch an einerot@ingekoppelten Chemokinrezeptor
bindet. Dieser Rezeptor wirkt als Corezeptor fis Bandringen des Virus. Die Bindung setzt
gp41l frei, das dann die Verschmelzung der Virughiillt der Zellmembran bewirkt, so dass
der Viruskern in das Zytoplasma gelangt. Dort gtfalie sogenannte reverse Transkription.
Das virale RNA-Genom wird in doppelstrangige DNAeifiihrt und in das Genom der
Wirtszelle integriert. Die Umwandlung von viraleNR in provirale DNA im Zytoplasma der
Wirtszelle durch das Enzym Reverse Transkriptageeis entscheidender Schritt im
Reproduktionszyklus der Retroviren. Da es kein rokliches Gen gibt, das fiur eine Reverse
Transkriptase kodiert, sondern dieses Enzym nurMir@in wie Retro- und Hepadnaviren
vorkommt, stellt die Reverse Transkriptase ein wges Ziel therapeutischer Intervention dar

und ist Ansatzpunkt zweier pharmakologischer Wokktassen (siehe 4.3).
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Abb. 4.1 Das Humane Immundefizienz-Virus (HIV). Rechts: Die Struktur des HI-Virus. Links: Der
Replikationszyklus des HI-Virus zeigt die drei Wirkstoffziele zur Therapie auf: i) den gp120-Rezeptor,
i) die Reverse Transkriptase und iii) die HIV-Protease. [64)

Nach reverser Transkription und Transport in deltkém schlief3t sich die Integration des
Virusgenoms in das menschliche Erbgut durch eirtenes virales Enzym, die Integrase, an.
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Im weiteren Verlauf folgt die Morphogenese, dasfhdiber verschiedene Interaktionen
finden die viralen Bestandteile wie gag-, pro-pahd env-Vorlauferproteine sowie die RNA
zusammen und formen sich zuné&chst zu unreifen Méngp die sich von der Plasmamembran
abschniren. Durch weitere Reifungsprozesse entdeshteife Viruspartikel, bereit fur die
Infektion der néachsten Zelle. Dazu gehort insbesoandie Spaltung der Vorlauferproteine in
ihre einzelnen Bestandteile, teils durch die viRatetease, teils durch zellulare Enzyme. Das
Protein Gag wird in Matrix-, Kapsid- und Nukleokajmotein, das Protein Pol in Protease,
Reverse Transkriptase mit RNase H und Integraseiesdmv in Oberflachen- und
Transmembraneinheit prozessiert.

Bleibt die HIV-Infektion unbehandelt, sinkt die dater CD4 T-Helferzellen kontinuierlich
ab, und es kommt im Median neun bis elf Jahre mchErstinfektion zu einem schweren
Immundefekt (< 200 CD4-Zellen/Mikroliter). Dieserihrt in der Regel zu AIDS-
definierenden Erkrankungen. Zu diesen zéhlen oppstische Infektionen, die durch Viren,
Bakterien, Pilze oder Parasiten bedingt sind, scaméere Erkrankungen, wie das Kaposi-
Sarkom. Nach individuell unterschiedlicher Zeitféih diese unbehandelt meist zum Tod.

4.3 Die highly active anti-retroviral therapy — HAART
Die highly active anti-retroviral therappHAART (zu deutsch: hochaktive antiretrovirale
Therapie) bezeichnet eine 1996 eingefuhrte Komiginstherapie aus mindestens drei
verschiedenen antiretroviralen Medikamenten zuraBdhung der HIV-Infektior®
Neuerdings wird anstatt HAART der neutralere undmitlakorrektere Begriff CART
(combined Anti-Retroviral Therapyverwendet, in Deutschland wird sie meisten nur
Kombinations-Therapie genannt.
HAART besteht aus der Kombination mehrere Arznéfistodie jeweils unterschiedliche
Wirkstoffziele wie

* Die Entry-Rezeptoren

« Die Reverse Transkriptase und

e Die Virusprotease
adressiert.
Als Inhibitoren der Entry-Rezeptoren dienen meesptitle wie T20 oder kleine Molekdle. Im
Allgemeinen ist aber zu sagen, dass Entry-Inhibiioeiner hohen Resistenzrate der Viren
unterliegen und damit in der Thearpie eher verrissigt werdef?>
Dagegen stellt die Reverse Transkriptase ein issardges Wirkstoffziel dar. Die

Umwandlung von viraler RNA in provirale DNA im Cyitasma der Wirtszelle durch das
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Enzym Reverse Transkriptase ist ein entscheideBderitt im Reproduktionszyklus des HI-
Virus. Da es kein menschliches Gen gibt, das fiie &everse Transkriptase kodiert, sondern
dieses Enzym nur bei dem Virus vorkommt, stellt Beverse Transkriptase ein wichtiges
Ziel therapeutischer Intervention dar und ist Ampahkt zweier pharmakologischer
Wirkstoffklassen. Zum Einen werden diekteosidische Bverse-Tanskriptasedhibitoren
(NRTI) verwendet (Abb.4.2). Es handelt sich um Nwdid-Analoga, die den naturlichen
Nukleosiden &hneln und damit kompetitiv das Enzyrhibieren. Die katalytisch aktive
Bindungsstelle wird blockiert. Im Gegensatz dazodbn die_icthtnukleosidische Bverse-
Transkriptase_rihibitoren (NNRTI) nicht-kompetitiv an die Reversganskriptase, also

abseits der Substratbindungsstelle flr Nukleo$ae Inhibition erfolgt daher allosterisch.
o)

H
TAJN: Oy
N~ ~O 0
F Cl
HO
:O: F A
F
Ns g9 100
Zidovudin Efavirenz
GlaxoSmithKline Bristol-Myers Squibb

Abb. 4.2 Beispielverbindungen fur kommerziell erfolgreiche, nukleosidische Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren (NRTI) 99 und nichtnukleosidische Reverse-Transkriptase Inhibitoren (NNRTI) 100.

4.4 Die human immunodeficiency virus 1 protease (HIV1-Protease)

Die HIV1-Protease ist eine Aspartylprotease, dre ldomodimer aus zwei 99 Aminosaure
langen Polypeptiden bildet. Die Aufgabe der HIVbtemse ist die Prozessierung des
translatierten, viralen Polyproteins, welches ver ¥irusreifung geschieht. Blockiert man
diese Reifung, kann kein vollstandiges Virion aes Wirtszelle abgeschnirt werden, eine
weitere virale Infektion anderer Zellen ist vertend Aus diesem Grund ist die HIV1-
Protease, als moglicher Ansatzpunkt fir Medikamegggen AIDS, von grol3em
wissenschatftlichen Interesse. Wie in Abb. 4.3 uib.A4.4 erkennbar ist, leiten sich die

bisherigen, marktreifen Proteaseinhibitoren stank dem peptidischen Substrat ab.
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Abb. 4.4 Strukturen der kommerziell erfolgreichen HIV1-Proteaseinhibitoren sind alle von dem
peptidischen Substrat abgeleitet und enthalten daher alle das Phenylalaninmotiv.

Wie aus mehreren Resistenzstudien hervorgeht,eisPtenylalaninrest in der P1 Position
essenziell. Bei Mutationen &ndert sich meistensPdieoder die P1*-Position, nicht aber die
P1-Positior®® Erfolgt eine Mutation in der Erkennung des Phelayimrestes, verliert der
Virus seine Fahigkeit das Polyprotein zu prozessierDer Replikationszyklus ist
unterbrochen. Bei Patienten treten daher in derafhe (Resistenzdruck) nur Mutationen

links und rechts von dem Phenylalaninmotiv auf. &érMedizinische Chemie bedeutet das,
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dass der Phenylalaninrest beibehalten werden kadmlie Flanken gedndert werden mussen.
Daher sind alle gezeigten Strukturen bis heute edblgreich.

4.5 Entwicklung eines HIV-1 Proteaseinhibitors mit Hilfe des Dynamischen
Ligationsscreenings (DLS)

Die Aufgabe im Falle der HIV-1 Protease war es dal@en Inhibitor mit Hilfe des
Dynamischen Ligationsscreenings (DLS) zu entwickelder zwar noch das
Phenylalaninmotiv enthielt, dessen beide Flankam, $2- bzw. die S1*-Position, aber
modifiziert sind (Abb. 4.5). Es sollte gezeigt wend dass DLS es ermdglicht schneller,
einfacher und effizienter die Flanken erfolgreich zariieren als die konventionelle

Kombinatorische Chemie es vermag.

N
Y Y TX

&)

S1

Abb. 4.5 Schematischer Aufbau des durch DLS zu entwickelnden Inhibitors. Das Phenylalaninmotiv
bleibt erhalten, nur die P2- und die P1*-Position sollen variiert werden.

S2 S1

Als Strategie wurde das parallele Dynamische Loyesscreening (pDLS) entwickelt. D.h.
man entwickelt zwei Adressmolekile mit jeweils @mgvarhead®, einer Aldehydfunktion an
der zu screenenden Stelle, die beide UbereinstimenBmdungsmotive besitzen (Abb. 4.6).
Beide Adressmolekile werden parallel in einem unBer entwickelten Dynamischen
Ligationsscreening (DLS) verwendet und die paralggfundenen Fragmente spater
synthetisch zusammengefiigt. Der Ansatz soll dibdpigterative und damit zeitaufwendige

Vorgehensweise ersetzen und so zu Zeiterspardsrimhibitorentwicklung fuhren.
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Abb. 4.6 Ausgehend von der Substratsequenz 107 wurden die beiden Adressmolekile 108 und 109

synthetisiert. 108 soll Fragmente in die S1*-Subtasche adressieren. 109 dagegen soll Fragmente in
die S2-Subtasche adressieren.

4.5.1 Dynamisches Ligationsscreening fur die P1*-Po  sition

FUr das Screening der P1*-Position wurde analodezru im vorherigen Kapitel vorgestellten
Konzept der Peptidaldehydinhibitor Ac-TVSFNF488 (siehe auch Abb. 4.6b) synthetisiert
(Synthese erfolgte analog zu 3.).

Der Peptidaldehydinhibitor wurde in dem kommerziethaltlich Substratinhibitionsassay
Anthranilyl-Lys-Ala-Arg-Val-Nle-p-NO,)Phe-Glu-Ala-Nle-NH 110 getestef?” Dort zeigte
108einen IGy-Wert von 7,8uM (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7 Logarithmische Auftragung der Aktivitat der HIV1-Protease in Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen des Inhibitors 108. Der ICs, betragt 7,8 uM.

Ausgehend von dem Inhibitor Ac-TVSFNF-108 wurde unter analogen Bedingungen wie
unter Ill. beschrieben, jeweils einzeln&a8 (7,5 M) mit einem Uberschuss von 500 uM
eines zu testenden Amins fir 30 min bei 37 °C imtitund anschlie3end das Substra®
hinzu gegeben. Nach Analyse der Daten zeigte siabs vier Amine alleine voéllig inaktiv
waren, aber in Kombination mit08 zu vollstandiger Inhibition fihrten. Als Beispiist in
Abb. 4.8 die Produktentwicklung nach der Zeit m8 M Adressmolektll08 (blau) und mit
7,5uM Adressmolekill und Uberschuss an Artiii8 (rot) gezeigt.
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Abb. 4.8 Produktentwicklung nach der Zeit mit 7,5 yM Adressmolekil 108 (blau) und mit 7,5 yM
Adressmolekiil und Uberschuss an Amin 113 (rot) induziert, dass sich aus 108 und 113 eine
inhibitorisch starkere Schiffbase gebildet hat.

Die vier so gefundenen Fragmente sind in Abb. 4fyefihrt. Interessant ist, dass die
Verbindungenl12 und 114 sich stark &hneln. Da sich aber bei beiden eiriglgduppe im
Molekul befindet, wurde fur den weiteren Verlaufrnmoch mit der Verbindungll3

gearbeitet.
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Abb. 4.9 Die Uber DLS identifizierten Fragmente sind allein inaktiv, nur in Anwesenheit des
Adressmolekiils 108 fuhren alle vier zu vollstandiger Inhibition der HIV-1 Protease.

4.5.2 Dynamisches Ligationsscreening fir die P2-Pos  ition

FUr das Screenen der P2-Position musste das AdsedsihN-Glyoxylyl-Phey(CH,-NH)-
Phe-Glu-Ala-Nle-OHL09 synthetisiert werden. Hierzu wurde auf das Konzept Melnyk et
al. zuriickgegriffe® Wie in Abb. 4.10 gezeigt ist, wurde zuerst die Algdfunktion des
Bausteins GlyoxalsautEl5 zweimal mit Fmoc-Amin alsl,N-Diacetal geschitzt und dann als

116in der Peptidsynthese eingesetzt.

HO Q Fmoc-NH,, PTSA, toluene _ H Q
w)J\OH Dean-Stark, reflux 2h Fmoc \HJ\OH
OH _NH
115 Fmoc™ 116

Abb. 4.10 Synthese der mit Fmoc geschutzten Glyoxalsdure fur die Fmoc-SPPS.

Mittels der gangigen Fmoc-SPPS wurde an TritylltaezAminosauresequenzN-Phe-Glu-
Ala-Nle-OH synthetisiert. Als Peptidisoster wurdesdeduzierte Amid gewahlt. Die nachste
Position wurde daher nicht acyliert, sondern mitemfalanal reduktiv aminiert.

Anschlie3end wurde die Fmoc-geschitzte Glyoxylagsgiert und entschiitzt (Abb. 4.11).
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Abb. 4.11 Synthese des Adressmolekil N-Glyoxylyl-Phe-yw(CH,-NH)-Phe-Glu-Ala-Nle-OH 109. Zuerst
erfolgt die Peptidsynthese H,N-Phe-Glu-Ala-Nle-OH an Tritylharz 117. Gefolgt von der reduktiven
Aminierung des Phenylalaninals 118 zu 119. Zuletzt wird die geschiitzte Glyoxalsdure 116 acyliert und
nach vollstandiger Entschiitzung erhélt man 109.

Der 1Gso der VerbindundlO9wurde dann in dem Substratinhibitionsassay npiBbestimmt
(Abb. 4.12).
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Abb. 4.12 Logarithmische Auftragung der Aktivitat der HIV1-Protease in Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen des Inhibitors 109. Der ICs, betragt 5 pM.

Es wurden 5uM der Verbindundgl09 mit einer Konzentration von 5QM Amin fir 30 min
inkubiert und nach anschlieRender SubstratzugabeAdltivitat beobachtet. Es wurden 6
Amine identifiziert, die allein gegen die HIV1-Peaise inaktiv waren, aber in Anwesenheit
des Adressmolektits09 zu vollstandiger Inhibition fihrten (Abb. 4.13).
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Abb. 4.13 Die Uber DLS identifizierten Fragmente sind alleine inaktiv, nur in Anwesenheit des
Adressmolekl 109 fiihren alle sechs zu totaler Inhibition der HIV1-Protease.

4.6 Synthese und Evaluation des durch DLS identifiz

Inhibitors

Br Br _N Yo
1 e
N
NN
(@]
S2 126 \Q) >t

S1

ierten HIV1-Protease-

Abb. 4.14 Finale Struktur des Inhibitors 126, der durch die parallelen DLS identifiziert wurde.

Aus den beiden Screens wurden jeweils die Hitfragm&13 und 125 fir die jeweilige
Position in dem Molekil ausgewahlt (Abb. 4.14). énigeRend wurde fir diesen potentiellen
Inhibitor 126 eine Retrosynthese entwickelt (Abb. 4.15).
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Abb. 4.15 Retrosynthese des potentiellen HIV1-Protease-Inhibitors.

Ausgehend von dem potenziellen Inhibith28 wurde die Amidbindung gelést und man
kommt auf die Verbindungeh26 und127. Die Verbindungl26 kann aus den Verbindungen
125 und 129 leicht durch eine $Reaktion dargestellt werden. Die Verbindubg7 wird
durch reduktiver Aminierung der Bausteiti@ und113erhalten:

Br: Br Br Br
+ (0]
Br ~ _— OH
; :NHz /\g 98% H/\Ior

125 129 126

Abb. 4.16 Synthese des Bausteins 126.
Die Synthese von26 erfolgte unter Zugabe von jeweils einem Aquival&riethylamin und
DMAP in Ethanol. Der Ester wurde mit 10 M NaOH ehiigtzt. Als Ausbeute erhielt man 98
%.

/N\
N s o E
s N O L HNO A~ N
= :H
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X \g/ ' HzN N in DMF 1% ACOH
130

\© 113 INacNB, \© 127
Abb. 4.17 Synthese des Bausteins 127
Nach reduktiver Aminierung des Baustdih3 mit dem N-Boc-Phenylalaninald 30 erhielt

man das Produkt27. Nach saulenchromatographischer Reinigung erfmah eine Ausbeute

von 81 %.
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Abb. 4.18 Finaler Syntheseschritt zum potentiellen Inhibitor 128.

Der finale Syntheseschritt der Amidbildung erfolgiber die Saurechloridaktivierung der
Verbindung 126 mit SG,Cl,. Danach wurde das entschitzte Anlia7 zugegeben. Nach
praparative HPLC erhielt man 82 % Ausbeute.

Der potentielle Inhibitorl28 wurde unter den gleichen Bindungen wie beim Sciaeem
Fluoreszenzintensitatsassay validi@@6 inhibiert die HIV1-Protease mit einems{3son 5,1
uM. Zum Vergleich die beiden Sond&08 und 109 inhibieren die HIV1-Protease gleich gut
(1091Csp = 5uM) bzw. etwas schlechtet@8I1Cso = 7,8uM) (Abb. 4.19).
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Abb. 4.19 Vergleich der Aktivitaten der beiden Sonden 108 und 109 zu dem aus dem parallelen DLS
identifizierten Inhibitor 128.

Demgegenuber besitzt die Vorlauferverbidni2g im Vergleich zu dem Inhibitot28 einen
sehr guten 16y von 890 nM. Es ist also festzuhalten, dass dieadyache Ligation zu der
Verbindungl27 sehr erfolgreich war (Sond®9 ICso = 7,8uM zu 1281Cso = 890 nM). Aber
die Verknupfung der beiden unabhangig, also pdamgéiindenen Fragmente ist nicht aktiver

als deren Sonden. Einzig die weitgehende peptidiSttuktur ist aufgelost.
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Abb. 4.20 Struktur und Aktivitat der Verbindung 127.

Die Idee des parallelen Dynamisches Ligationssinge (pDLS) zeigt leider nicht den
gewinschten Effekt. Das Zusammensetzen zweier Feaignaus zwei unterschiedlichen DL-
Screens ist anscheinend nicht moglich. Grinde Urerfiegen wohl in der
Konformationsdynamik der HIV1-Protease. Beide Agdreolekile 108 und109), so éhnlich
sie auch sind, miussen mittefsluced fitanders an die Protease binden. Bei Verknipfung
dieser erhalt man keinen viel besseren Inhibitdwahl die Daten darauf hinwiesen. Im
Gegenteil der im Nachhinein zusammengefugte Indnkii28 verliert Aktivitat, da er in beide
Bindungsmodi nicht gleichzeitig optimal binden kamagegen kann der Baustei@7 nur
den einen Bindungsmodus adressieren und bindetr déheein solch kleines Molekil
unglaublich gut mit einem Kgvon 890 nM.

Dagegen sollte aber festgehalten werden, dass RLiSggn konformationellen Anderungen
des Wirkstoffziels Rechnung tragt. Zwar kann DLS ierativ betrieben werden, beachtet
aber anscheinend diesen bis dahin in der Wirksibfieklung wenig kalkulierbaren
Mechanismus desinduced fit — die vielleicht wahre Starke des Dynamischen
Ligationsscreenings.
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5. Cysteinas_partylp_rotease 3 (Caspase 3)

5.1 Caspase 3 und Apoptose

Apoptose, der programmierte Zelltod, wird hauptfébh durch die Aktivierung
verschiedener Cysteinproteasen ausg&iddbiese Proteasen sind homolog zueinander und
werden daher in einer Enzymfamilie, den ys@inapartylproteasen (Caspasen)
zusammengefasst. Alle Caspasen besitzen als ksthlyaktives Zentrum einen Cysteinrest
und prozessieren ihre Zielsubstrate charakteristisch einem Aspartylrest. Wichtig fur die
Substraterkennung sind die vier N-terminalen Am@wwsereste Pl bis P4 zu der
Schnittstell€®’]

Apopiolic subakraies

Abb. 5.1 Der apoptotische Weg in Mammalia Zellen: Die Bindung des CD96 Liganden an den CD95
Rezeptor fihrt zur Rekrutierung des Tod-induzierenden Komplex um das Molekil FADD. Dadurch
wird die Caspase 8 aktiviert, die wiederum die Spaltung der Procaspase 3 zur Caspase 3 katalysiert.
Analog kann das Signal zur Apoptose von den Mitochondrien ausgehen. Hierbei aktiviert Cytochrom c
das Apoptosom, welches wiederum die Caspase 3 aktiviert. Die Caspase 3 ist das entscheidende
Enzym in der Apoptose. [69)

Caspasen werden als Zymogene, also als inaktiviéiMer, synthetisiert, den so genannten
Procaspasen. Die Procaspasen bestehen aus dren&un&iner N-terminalen Prodoméne
sowie der p20 und der p10 Doméane. Die Procaspasezwider Caspase aktiviert durch die
proteolytische Prozessierung zwischen der p20 wrdpd0 Doméne, sowie zwischen der
Prodomane und der p20 Domane. Aus den prozessi®tdypeptiden bildet sich ein
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Heterotetramer aus zwei p20/p10 Homodimeren. HKE steh daher die Frage, warum die
Caspase damit zwei intakte, katalytisch aktive #smtesitzt. Neuere Untersuchungen zu
allosterischen Mechanismen der Caspase weisen fhlerawdass diese zwei intakten,
katalytischen Zentren Teil einer komplexen Stratefgir Caspase-Regulation darstelf&n.
Zusatzlich ist zu erwahnen, dass die Schnittsteleast aus einem Asp-X-Motiv besteht,
welches daraufhin weist, dass die Aktivierung magrweise autokatalytisch verlauft. Diese
Autoprozessierung wird auch als ,,Caspasekaskadegittenet. Hier spielen die Caspasen-3,
-6 und -7 eine zentrale Rolle. Diese drei Effektorsind hauptsachlich fur die
morphologischen Veranderungen in der Apoptose mdgidSo konnte gezeigt werden, dass
Inhibitoren, die die Caspase 3 adressieren, ZelmnApoptose bewahren, ahnlich wie es
Mausneuronen zeigen, denen man das Caspase 3-Gmsataltet hatfé'!

Aus diesem Grund erscheint die Caspase 3 als geegyWirkstoffziel im Kampf gegen
Krankheiten mit einem Uberregulierten Zelltod wigilépsie, Amyotrophische Laterale
Sclerose (ALS) oder die Parkinsonsche Krankf@it.

Die bisher bekanntesten Caspase 3 InhibitorenMintktika des peptidischen Substrates wie
der Peptidaldehyd Acetyl-DEVD-H31 oder die Peptidketone Benzyloxycarbonyl (Z)-VAD-
Fluormethylketon (fmk)JL32 Z-YVAD-fmk/chlormethylketon (cmkL33 Z-DEVD-fmk/cmk
134 oder Z-D-cmkl35 Diese Peptidderivate sind leider nicht spezifisod inhibieren daher
nicht nur die Caspase 3, sondern auch die meistderan Caspasen. Zudem kommt hinzu,

dass die oben genannten Peptidderivate schlechtgidgigkeit besitzeH> "

5.2 Erweiterung des Dynamischen Ligationsscreening zur Unterscheidung von
kompetitiven und kooperativen Bindern.

In dem unter 3. und 4. aufgefiihrten Konzept derddyischen Ligation wurden Amine, die
alleine gegen das Wirkstoffziel aktiv waren, zuriteren Verwendung ausgeschlossen.
Binden diese Fragmente wirklich nicht in der untelden Tasche oder sind sie so gute
Binder, dass sie bereits bei geringen Konzentratiaru vollstandiger Inhibition fihren? Um
dies beantworten zu kdnnen, haben wir in dieseriAnkersucht, die DLS-Methode so zu
adaptieren, dass bereits die Primardaten eine &bmeidung zwischen kompetitiven
Inhibitoren und kooperativen Bindern ermoglicheniedu entwickelte man einen

Fluoreszenzpolarisationsassay fur die Caspase 3.
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Fall ll: 7ag< T4 Fall lll: 7pog> Tp

Abb.5.2 Bindet nun die Sonde an die Caspase 3, so ist die Bindung mittels Fluoreszenzpolarisation
(FP) messbar. Bei Zugabe des zu testenden Amins treten drei Effekte auf: i) Es erfolgt keine
Anderung der FP. Das Amin bindet vielleicht in die Tasche oder nicht. Es hat keinen Einfluss, positiv
oder negativ, auf die Bindung der Sonde. ii) Die Fluoreszenzpolarisation nimmt ab. Das zu testende
Amin ist ein kompetitiver Inhibitor zu der Sonde und verdrangt diese somit. Die Bindung Sonde-
Protein  wird unterbunden, das Fluoreszenzpolarisationssignal nimmt ab. i) Die
Fluoreszenzpolarisation und damit die Bindung verstarkt sich in Anwesenheit des zu testenden Amins.
In diesem Fall ist davon auszugehen, dass das Amin und der Aldehyd der Sonde eine Schiffbase
ausbilden und damit die Bindung verstéarken, welches online beobachtet werden kann.

Grundlage fur den Assay war ein Adressmolekll, das einen ein Reportermolekdl
(Fluorphor) tragt und zum Anderen eine reaktiveeNlgdfunktion an der Stelle tragt, an der
ein Fragment gefunden werden soll. Bindet nun daegsmolekul, wie in Abb. 5.2 gezeigt
ist, an die Caspase 3, so ist die Bindung mittél®reszenzpolarisation (FP) messbar. Bei
Zugabe des zu testenden Amins kdnnen alternatividfekte auftreten: i) Es erfolgt keine
Anderung der FP. Das Amin hat keinen Einfluss, thosiie negativ, auf die Bindung des
Adressmolekils. ii) Die Fluoreszenzpolarisation mimab. Das zu testende Amin ist ein
kompetitiver Inhibitor zu der Sonde und kann didasber verdrangen. Die Bindung Sonde-
Protein wird unterbunden, das Fluoreszenzpolaosssignal nimmt ab. iii) Die
Fluoreszenzpolarisation und damit die Bindung kst sich in Anwesenheit des zu
testenden Amins. In diesem Fall ist davon auszugeth@ss das Amin und der Aldehyd des
Adressmolekils eine Schiffsche Base ausbilden @amlitddie Bindung verstarken, welches
somit beobachtet werden kann.
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Ausgehend von dieser Versuchsanordnung ist es dabglich, die Hits aus dem klassischen
DLS-Verfahren gleich nach ihrem Bindungsverhaltekompetitiv oder kooperativ,
zuzuordnen.

5.2.1 Entwicklung einer Fluoreszenzsonde fiir die Ca  spase 3

Fur die Unterscheidung von kompetitiven Inhibitoremd kooperativen Bindern im
Fluoreszenzpolarisationssassay wurde im RahmebDaldorarbeit von Herrn Dr. Adeeb EI-
Dahshan ein peptidisches Substrat synthetisiertch@s die native Erkennungssequenz
DEVD sowie einen Fluorophor und eine Ketoaldehy#lfiom enthalt. Demnach wurden die
Moleklle N-5(6)-Fluoresceinylcarboxy-DEV[R-keto-aldehyde (CF-DEVD-CHQ)36aund
dasN-Acetylderivat136b synthetisiert. Man entschied sich fur einen Ketehyd, da ahnlich
wie bei der SARS-CoV M es sich bei der Caspase 3 um eine Cysteinprotemsiel. Das
Keton wechselwirkt weiter mit dem katalytisch aktivCysteinrest der Caspase, wahrend der
Aldehyd mit dem potenziellen Fragment fur die Pbsion interagiert.

a) /
o —di
Br/ﬁf \/\Sii Si
o o) ‘ —/ P Ph ¢) Fmoc-Asp-(OtBu)-OH,
b o 100°C, 15 min, MW Oﬂ'\) O MSNT, Lutidin
Ph b) EtsN, 2h, rt Bh in DCM, 12 h, rt
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? 6 min 0._0 o ?

e} Ph €) Fmoc-AS-OH o Ph
g DIC, HOBt, DMF, 3h ‘B TAS-F (3 eq.),
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O ~ai” R/N\AN N\)kN O\/\S./ e —
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Abb. 5.3 Synthese des N-5(6)-fluoresceinylcarboxy-DEVD-a-keto-aldehydes (CF-DEVD-CHO) 136a
und des N-Acetylderivats 136b an Triphenylphosphinharz.®"!

Die Adressmoleklld36aund 136b wurden an der Festphase mittels der C-Acylierves) d
Trimethylsilylethyl-/ TMSE)-Phosphoranylidenacetagnthetisiert (Abb. 5.3) Die TMSE-
Schutzgruppe wurde mittels des milden Fluoridreagen

Tris(dimethylamino)sulfoniumdifluorotrimethylsilika(TAS-F) entfernt. Nach der erfolgten
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Decarboxylierung wurden die Verbindungdr86a und 136b mittels Dimethyldioxiran
(DMDO) oxidativ abgespaltefi”’

5.2.2 Screening der FMP-Bibliothek nach kompetitive n Inhibitoren und
kooperativen Bindern fir die Caspase 3

Die Bindungsaffinitat der Verbindun§j36a wurde mittels Fluoreszenzpolarisationstitration
bestimmt. Es wurde eip-wert von 15 nM bestimmt. Der Assay wurde nun zure&nen
eines Teils der FMP-Bibliothek fir 384 Mikrotitegtlen adaptiert. In 10l Volumen wurden
20 nM Caspase 3, 10 nM der Verbindubg6a und 10uM eines Fragments inkubiert.
Insgesamt wurden 7 397 Fragmente gescreent, wovOh94primare Amine waren. Wie
bereits unter 5.2 diskutiert, wurden drei moglicheenarien erwartet: i) Es erfolgt keine
Anderung der FP. Das Amin hat keinen Einfluss, tposiie negativ, auf die Bindung der
Sonde. ii) In 78 Fallen nahm die Fluoreszenzpa#ing signifikant ab. Das zu testende Amin
ist ein kompetitiver Inhibitor zu dem Adressmolekiitid verdrangt dieses somit. Alle 78
kompetitiven Hits wurden in dem alternativen Sudgsiifinitatsassay Ac-DEVD-AMCA
(siehe auch 3.) getestet. Bei diesem spaltet dgp&sa 3 den Fluorophor (AMCA) von dem
Peptid ab und der freigewordene Fluorphor kannktiet¢ werden. Die Strukturen der vier
besten kompetitiven Inhibitoren sind in Abb. 5.4gadthrt.

OH
NS~ _N HO
oI Lge o
142 143

K| =3.8 }J.M K| =31 IJM
(e}
N = \N
~o0 / H
N’\ o 70 HO
N R
H
144 145
K, =5.5uM K =4.3uM

Abb. 5.4 Strukturen und Aktivitaten der identifizierten, kompetitiven Inhibitoren der Caspase 3.

Hierbei ist festzuhalten, dass es sich hierbei umn lisher besten nicht-peptidischen
Inhibitoren der Caspase 3 hand&it
iii) Die Fluoreszenzpolarisation und damit die Bing verstarkt sich in Anwesenheit des zu

testenden Amins in insgesamt 176 Fallen um mehr2@l$6. In diesem Fall ist davon
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auszugehen, dass das Amin und der Aldehyd des $xdadskiils vermutlich eine Schiff sche
Base ausbilden und damit die Bindung verstarkete AT6 Fragmente wurden in dem oben
beschriebenen AMCA-Assay ebenfalls validiert. Dieiden besten kooperativen Binder

zeigten in diesem Assay einEpWert von 12QuM bzw. 300uM.

H,N
H,N N / \—\ N
T s~
(0] \ H
146 147
K, =120 uM K; =300 uM

Abb. 5.5 Strukturen und Aktivitaten der identifizierten, kooperativen Binder der Caspase 3.

5.2.3 Simulation und Vergleich additiver und kooper  ativer Bindung

Re 4
e

}

Abb. 5.6: Modell der additiven bzw. kooperativen Bindung der Verbindungen A (orange) und B (griin)
zu dem Protein (blau). Im Falle additiver Bindung binden A und B unabh&ngig voneinander
(Kag = KaKg) und interagieren nicht miteinander (K¢ = 0). Positive kooperative Binding resultiert aus
der Protein-assistierten Ligation und kann als zweistufiger Schritt beschrieben werden: (i) Additive
Bindung der zwei Fragmente beschrieben durch: Ksg = KaKg (Teil oben) und (ii) die Formierung des
Ligationsproduktes, beschrieben durch K¢ > 0 (Teil unten).

Um ein besseres Verstandnis Uber die gewonnenean 2at erhalten, wurde das in der Abb.
5.6 beschriebene Bindungsmodell entwickelt. Daberden alle mdglichen Bindungen
beschrieben:

Die Bindung des Aldehyds A zu dem Protein kannetstties Massenwirkungsgesetztes wie
folgt beschrieben werden:
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[PA] =[A][P]/K, (1)
wobei [A], [P], und [AP] die Konzentrationen vonefem A, freiem Protein P und dem
Protein-A-Komplex sind. Dies wird durch durch dies&bziationsskonstant€y beschrieben.
Analog verhélt sich die Bindung des Amins B zu d@rmotein P:

[Pe] = [B][P]/K, (2)
Solange von additiver Bindung ausgegangen werdem,kalso beide Bindungsstellen
unabhangig voneinander sind, kann man den Kompleteid/Aldehyd/Amin als PAB
mittels des Massenwirkungsgesetzes wie folgt beswoén:

[PAB] = [A][B][P]/(K.K,) €)

Falls der Aldehyd und das Amin sich in dem KompgRB befinden, kann eine Iminbildung
erfolgen. Diese wird analog mit Hilfe des Massehkwngsgesetz als

[Pc] =K [PAB] 4)
beschrieben. Wobei die Dissozationskonst#tdie Konversion von PAB zu PC beschreibt.
Der Massenerhaltungssatz kann fir die totale Riabezentration [R]daher wie folgt
beschrieben werden:

[P]. =[P] +[PA] +[PB] +[PAB] +[PC] =[P] (1+[A] /K, +[B]/K, +[A][B] (1+K.)/(K,.K,)) (5)

Das kann ebenso fir die totale Aldehydkonzentratidd, sowie fir die totale
Aminkonzentration [B] aufgestellt werden

[A], =[A]+[PA] +[PaB] +[pc] = [A] (1+[P] /K, +[B][P] (1+K.)/(K,K,)) ©)

[B], =[B] +[PB] +[PAB] +[PC] = [B] (1+[P] /K, +[A][P](1+K.)/(K.K,)) (7)

Bei den Gleichungen (5-7) handelt es sich um eistéhy aus drei Gleichungen, welches
numerisch fiur die drei freien Konzentrationen [AB], and [C] gel6st werden kann.
Ausgehend davon erhalt man die vier komplexen Kotmagonen [PA], [PB], [PAB], und
[PC], die durch Einsetzen in Gleichungen 1-4 egmalverden.
Fluoreszenzpolarisationstitrationskurven, in dere diFP-Intensitat gegenuber der
Proteinkonzentration aufgetragen sind (Abb. 5.7&rden zuerst zu Bindungsisothermen
normiert. Diese geben nun die Konzentration deserireAldehyds als Funktion der
Proteinkonzentration dar. Die Titrationskurven warrgo als sigmoide Funktion simuliert.

. l, =1,
f 1+exp(—k([P]0—[P]0m))
Wobeil fur die FP-Intensitat steht, gemessen in Ahangiglex Proteinkonzentration [R];
steht fir die FP Intensitat des freien AldehydeAbwesenheit des Proteins) uhdfir die

(8)
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FP-Intensitat des vollstandig gebundenen AldehydsAhwesenheit eines Uberschusses
Protein). [P}" ist die Wendepunktkonzentration, an der die Rrktezentration zur Halfte
den Aldehyd gebunden hat. Der Paramé&tbestimmt die Steigung der sigmoidalen Kurve.
Die durch Messung erhaltenen BindungseigenschafesnAldehydes werden als [A]/[A]
berechnet und im folgendem fir die FP-Intensit&tenfolgt gleichgesetzt:

[Al 11 9)

[Al, 1 -,

Die [A]/[A] o Werte aus der Gleichung (9) wurden in Anbetraaht @leichungen (5-7) flr
zwei Szenarien simuliert. Im ersten Szenario wae éminbildung nicht moglichKc = 0. In
diesem additiven, nicht-kooperativen Fall wurde hesgesagt, dass die Bindung des
Aldehydes an das Protein in Anwesenheit des Ameieek Einfluss hat auf [A]/[A] da
beide Bindungsstellen unabhéangig voneinander Jiatk&achlich zeigen die experimentellen
Daten in Anwesenheit des Amins(jB} 0, 100, und 1000 nM) keine signifikant bessere
Bindung des Aldehyds an das Protein. Die Dissamigkionstante liegt bei 15 nM. Wird aber
eine hohere Konzentration des Amins zu gegebery §BPD uM) ist eine signfikant bessere
Bindung des Aldehyds an das Protein erkennbar. Wemndie Kurven in Anbetracht von
Kc > 0 modelliert werden, kann die bessere Bindung Aldehyds in Anwesenheit von 10
uM Amin erklart werden. DeKc betragt nach Simulation 20, was einer freien Gibbergie
von AG° = -RT InK¢ = -7 kJ/mol entspricht.

Da die Simulation mit den experimentellen Datenréimstimmt, scheint die Iminbildung auf
dem Wirkstoffziel analog nach dem in Abb. 5.6 pbstten Mechanismus abzulaufen. Beide
Liganden A und B binden zuerst an das Templat ulgef in einem anschlieBenden Schritt
(Kc) das Imin aus. Fir die weitere Anwendung von DL& es wichtig zu wissen, ob die
Iminbildung in LOsung oder auf dem Templat verlauurch den Vergleich der
experimentellen Daten mit der Simulation nach ddmnogenannten Postulat scheint die
Iminbildung erst auf dem Templat abzulaufen. Eiestmle Frage der Dynamischen Ligation

ist damit beantwortet.
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Abb. 5.7 Titrationsexperimente. (A) Rohdaten (Symbole) und Simulation (Linien). FP wurde
beobachtet bei Zugabe von Caspase 3 (P, untere x-Achse) bei 10 nM 136a allein (schwarz) oder in
der Anwesenheit von 146 bei Konzentrationen von 100 nM (blau), 1 uM (gruin), and 10 pM (rot). | ist
das FP-Signal (linke y-Achse). Enzyminhibition wurde bestimmt in Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen von 148 (obere x-Achse) zu 3 nM Caspase 3 und 5 uM Ac-DEVD-AMCA (magenta).
Vo ist die enzymatische Aktivitat (rechte y-Achse). (B) Normalisierte Titrationsdaten und beste

Simulationen.

5.2.4 Synthese und Evaluierung eines Caspase 3 Inhi bitors bei irreversibler

VerknUpfung des identifizierten, kooperativen Fragm ents und dem nativen

Bindungsmotiv
Zur Bestétigung des Screens wurde das Fragmé®tmit der Verbindungl36b in einer

reduktiven Aminierung umgesetzt. (Abb. 5.8) Die uktive Aminierung erfolgte in
trockenem DMF/MeOH (v:v; 1:1) Uber Molsieb mit déReduktionsmittel Trimethylsilan.
Die resultierende Verbindunty8 wurde gegen die Caspase 3 in dem Substrataksagsay

Ac-DEVD-AMCA evaluiert.
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Abb. 5.8 Der a-Keto-aldehydinhibitor 136b wurde synthetisch mit dem Amin 146 mittels reduktiver
Aminierung verknipft. Man erhielt die Verbindung 148, welche in dem Ac-DEVD-AMCA-Assay einen
K-Wert von 0,08 nM zeigte.

Ein K, Wert von 0,08 nM wurde flil48 gemessen. Obwohl die Verbindung immer noch
peptidischen Charakter hat, ist sie die bishewsidj die gegen die Caspase 3 bekanftist.
I Im Vergleich dazu besitzt die Ausgangsverbinddsgb eine Affinitat von 25 nM. Die
Aktivitat hat sich mehr als verzehnfacht.

Interessant ist, dass der Peptidaldehyd Ac-DEVID3d dagegen eine Aktivitat von 0,2 nM
zeigt. Die Einfuhrung einer Ketongruppe fuhrt zhedlichen Aktivitatsverlusten, die aber
das gefundene Fragment ausgleichen konnte. Dieshi@hetisierte Verbindung ist immer
noch dreimal besser als der Peptidaldehyd Ac-DEVIBH

Viel wichtiger ist aber, dass die DLS-Anwendung rHiilfe der Fluoreszenzpolarisation
funktioniert hat. Man konnte erfolgreich kompetiinhibitoren und kooperative Binder im
Primarscreen unterscheiden. Die Ergebnisse wurdechdden Sekundarassay Ac-DEVD-
AMCA bestétigt. DLS ist damit nicht mehr an einggmatische Funktion gekntpft wie unter
3. und 4. bereits beschrieben. Hiermit 6ffnet sddr DLS-Technologie das weite und

schwierige Feld der Protein-Protein-Interaktionen
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6. Mycobacterium tuberculosis Proteintyrosinphosphatase A

(MptpA)

6.1 Tuberkulose und MptpA

Die Tuberkulose (TBC) ist eine bakterielle Infekiskrankheit, die meist durch das
Mycobacterium tuberculosiseltener durcMycobacterium bovijdMycobacterium africanum
oder Mycobacterim microtiverursacht wird. Die Tuberkulose beféllt am héstig die
Lungent’® Sie fuhrt die weltweite Statistik der tddlichen dkfionskrankheiten an und wird
nach Schéatzungen der WeltgesundheitsorganisatiddQ)Nn den nachsten zehn Jahren 30
Millionen Menschenleben fordeff! Nur etwa funf bis zehn Prozent der mycobacterium
tuberculosisinfizierten erkranken im Laufe ihres Lebens an dmdblose, betroffen sind
besonders Menschen mit geschwachtem Immunsystem @der genetisch bedingten
Anfalligkeit. Die Ubertragung erfolgt in der Regdiirch Tropfcheninfektion von erkrankten
Menschen in der Umgebung. Zur Therapie stehen heene, speziell gegen die Erreger
wirksame Antibiotika zur Verfigung, die unter demedsiff Antituberkulotika
zusammengefasst werden. Diese missen zur Vermeihmdresistenzentwicklungen und
Ruckféallen unbedingt in Kombination und nach Vorgader WHO (ber mindestens ein
halbes Jahr, also weit Uber das Bestehen der Besdbw hinaus, eingenommen werden. Die
Bazillen andern namlich ihren Aktivitdtszustandtefhative Stoffwechselwege ohne grol3en
Sauerstoffverbrauch werden beschritten und so anudiwirtliche Situation erfolgreich
angepassi. tuberculosidegt sich sozusagen schlafen. Immunologen spreatwnZustand
der Dormanz und von Persistenz, wenn Bakteriengge@wart eines aktiven Immunsystems
tiberleben. Deshalb ist auch die Therapie mit Aatika so langwierid’”

Der wichtigste Erreger der Tuberkulo$dycobacterium tuberculosisst ein aerobes gram-
positives Stabchen-Bakterium, welches durch Trdagfatfektion Ubertragen wird. Durch
Einatmen gelangt es in die Lungen. Dort bindetMgkobakterium Cholesterin-vermittelt an
diverse Zellrezeptoren. Dadurch erfolgt die Phatmss, die Aufnahme des Mykobakteriums
in die Zelle Mycobacterium tuberculosisst ein zellularer Parasit, der sich in den
Phagosomen der Wirtszelle aufhalt. Der ParasidbetZugang zu Nahrstoffen und vermehrt
sich dadurch, was schlief3lich zur Nekrose bzw. ldeseWirtszelle fuhrt. Allerdings kann das
Mykobakterium auch in den Phagosomen unbemerkieibdn und erst spater zur Infektion,
dem Ausbruch der Tuberkulose fuihren. Die Grundefiniesind bisher unerforscht. Da das
Mykobakterium sich in den Zellen befindet, ist dargang von Antibiotika erschwert, was
die Therapie behindert. Es ist daher in Zeiten \amtibiotikaresistenzen notwendig,

alternative Wirkstoffziele delslycobacterium tuberculosi&u adressieren.
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Abb. 6.1 Der intrazellulare Lebenszyklus des Mycobacterium tuberculosis!™®

Als eines der alternativen Wirkstoffziele zur Betilamg der Tuberkulose wird die
Mycobacterium tuberculosig’roteintyrosinphosphatase A (MptpA) genannt. Esink®
gezeigt werden, dass MptpA die Reifung des frihemgBsoms, in dem das Mykobakterium
sich befindet, zu dem spaten Phagosom bzw. Phaxgys inhibiert’® Die behinderte
Reifung des Phagosoms schutzt das MykobakteriumclDdie Reifung veréndert sich der
pH-Wert von 6,5 Uber 4 zu fast 3. Diese pH-Anderisigddlich fir das Mykobakterium.
Daher sekretiert das Mykobakterium nach Eintrittli@ Wirtszelle aus dem frihen Phagosom
in das Cytosol die 18 kDa schwere MptpA. Dort degphmryliert sie das Protewacuolar
protein sorting 33 homolog B/PS33B), welches ein Mitglied des Klasse-C-Kompkeist,
der allgegenwartig exprimiert wird und essentiéil en Vesikeltransport in der Zelle ist.
Durch das Ausschalten von VPS33B kann die Reifueg d&then Phagosoms zum
Phagolysosom verhindert werden. Der Pardgitobacterium tuberculosigreift aktiv in den
Vesikeltransport des Wirtes ein, um ungestort itthén Phagosom zu verbleiben. Inhibiert
man nun die MptpA mit einem niedermolekularen Wiokis konnte dies zur vollstandigen
Reifung des Phagolysosoms filhren und das Mykohaktewird ausgeschaltet. Ziel ist es

daher, einen zellgdngigen MptpA-Inhibitor zu entein.
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6.2 Entwicklung eines Dynamischen Ligationssubstrat screening Assays zur
simultanen ldentifizierung kompetitiver Inhibitoren und kooperativer Binder

Wie bereits im vorherigen Kapitel 5 beschrieberestwinschenswert, im Primarscreen den
Treffer seiner Eigenschaft nach als kompetitivemlitor oder kooperativen Binder zuordnen
zu konnen. In Kapitel 5 wurde hierzu die Bindungeinem Fluoreszenzpolarisationsassay
untersucht. Alternativ soll im Folgenden die Maobkeit gepruft werden, diese
Unterscheidung auch in einem Substrataktivitatyassa detektieren. Hierzu wurde die
Mycobakterium tuberculosis Proteintyrosinphosphatase (MptpA), die
Proteintyrosinphosphatase 1B (PTP1B), die Protmsigphosphatase RR (PTPRR), die
Proteintyrosinphosphatase N7 (PTPN7) sowie die 8bkphatase-2 (SHP2) ausgewahlt und
gegen eine Diversitatsauswahl von 110 Aminen gestre

Bei der Entwicklung von PTP-Inhibitoren treten ierdRegel zwei Probleme auf: Zum Einen
die mangelnde Selektivitat eines Inhibitors gegenid&iner bestimmten Phosphatase, zum
Anderen die negative Ladung des Phosphatmimetikuwiies, bisher die Entwicklung
wirkstoff-ahnlicher PTP-Inhibitoren behinderten. biéa@a MptpA wurden die PTPs PTP1B,
PTPRR, PTPN7 und SHP2 ausgewahlt, um bereits imeScBelektivitaten von Fragmenten
gegenuber einer bestimmten Phosphatase zu erkeiy@pA ist wie bereits erwahnt
verantwortlich fur die Unterbrechung der Reifungnv®hagosom zum Phagolysosom. Damit
kann das Mykobakterium ungestért als Parasit imgBé@am verbleiben. Die Funktion von
PTP1B ist die Dephosphorylierung des InsulinrezeptBadurch wird das Insulinsignal in
der Zelle unterbrochen. Die Inhibition und dam# Merstarkung des Insulinsignales steht im
Zusammenhang mit der Behandlung von Diabetes Tymdl Fettleibigkeit. So zeigt eine
PTP1Bknock-out Maus eine Resistenz gegenuber Fettleibigkeit Wark sfetthaltiger
Ernahrund’® PTPRR und PTPN7 gehdren zu einer Familie von PTBRs.ein aus 16
Aminosauren bestehendes KIM iflase-hteraktionsrotiv) tragen. Sie binden daher an die
Mitglieder der MAPK (Mtogen-&tivierte Roteinknasen) Familie. Die MAPK-Familie steht
im Mittelpunkt einer der wichtigsten Signalwege dalle. Es ist daher kein Wunder, dass
PTPRR im Nervenwachstum und PTPN7 bei myelobldstisd_eukaemie eine Rolle
spielen®® SHP2 gilt als potentielles Wirkstoffziel zur Verdierung von Metatstaséit! Die
Auswahl umfasst daher interessante Wirkstoffzieke der PTP-Familie.

Ziel dieser Arbeit war es daher, zu eruieren, ifgvie das Dynamische Ligationsscreening
(DLS) geeignet ist, durch das Durchmustern von fegen, die benachbart zum aktiven

Zentrum binden, selektive Inhibitoren zu entwickeln
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Zur Durchfuhrung dieses DLS-Ansatzes wurde ein Babals Adressmolekil entworfen, der
Phosphorsaure-4-hydroxybenzaldehy&2 Ausgehend von 4-Hydroxybenzaldehyid9
wurde mittels des Reagenz Diethylchlorophosphagstert. Im folgenden Schritt wurden die

Ethylschutzgruppen entfernt (Abb. 6.2).

_0 _/ (\)7 _0 _0
é 150? TMSBr é
—_— —_—

OH Q (?
0-P=0 HO-P=0
149
— U OH

152
Abb. 6.2 Synthese der Aktivitatssonde Phosphorsaure-4-hydroxybenzaldehyd

Das Substrat52wird mit einem Uberschuss des zu testenden Amikshiiert. AnschlieRend
erfolgt die Zugabe der jeweiligen Proteintyrosingpitatase. Durch die Umsetzung des
Substrats durch die jeweilige PTP wird Phosphatldet Die Phosphatentstehung wird
durch einen optisch aktiven Molybddnkomplex detzktiDrei mogliche Versuchsausgange
werden erwartet: i) Die Phosphatbildung ist geringls in der Kontrolle ohne Amin. Das
Amin wirkt als kompetitiver Inhibitor der getestat®TP. ii) Die Phosphatbildung ist gleich
der Kontrolle ohne Amin. Das Amin scheint keineiAiffit zu dem Wirkstoffziel zu besitzen.
lii) Es wird mehr Phosphat gebildet als in der Kolé ohne Amin. Das Amin bildet,
anscheinend stabilisiert durch die PTP, ein Imihdem Substrat, welches wiederum dadurch

starker umgesetzt wird. Das Amin ist ein koopertBinder (siehe auch Abb. 6.3).
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H2N_R _
153
? 0
HO-P=0 HO-P=0
On PTP + H,0O OH
152 154
PTP
OH
HO-P=0
OH
+
12 MoO4% + 3 NH,* + 23 H*
)
{(NH4)3 [P(M03010)4]
AbS ax = 630 Nm
H,N-R == Kompetitiver Inhibitor H,N-R = keine Affinitat HN-R = Kooperativer Binder

Abb. 6.3 Prinzip des Dynamischen Substratligationsscreenings. Das Substrat 152 wird mit der PTP
und einem Amin inkubiert. Ist das Amin ein kompetitiver Inhibitor, verdrangt es das Substrat, weniger
Phosphat entsteht (i). Hat das Amin keine Affinitat, entsteht soviel Phosphat wie in der Kontrolle (ii).
Reagiert das Amin aber kooperativ mit dem Substrat zu einer Schiff'schen Base, wird mehr Phosphat

gebildet (iii).
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6.3.1 Untersuchung der Fragmentbibliothek im Substr atligationsassay mit
MptpA

Die Assaykonditionen wurden vorab fur MptpA bestimiaher wurde die Untersuchung
unter folgenden Bedingungen durchgefuhriigdml MptpA, 250uM Substratl52, 500 uM
Amin, 60 min Inkubationszeit in 50 mM Tris-HCI pHO7 Danach erfolgte die Zugabe von

Malachitgriin. Das Ergebnis ist in Abb. 6.4 zu sehen
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Abb 6.4 Ergebnis der Mikrotiterplatte nach Zugabe des Malachitgriins fir MptpA. Von Al bis E14
sind die zu testenden Amine aufgetragen. Von E15 bis F24 ist die Kontrolle, also MptpA und 250 pyM
Substrat 152 aufgetragen. In G1 bis H24 wurde der Hintergrund aufgetragen, also nur 250 uM
Substrat 152.

Die Durchmusterung nach Fragmenten fir MptpA ergabt Verbindungen, die die
Enzymaktivitat stimulierten und eine Verbindunge dlie Phosphatase inhibierte. Die acht
identifizierten, kooperativen Binder wurden anseénd allein gegen die MptpA getestet.

Keine dieser acht Verbindungen zeigte alleine idgame Wirkung gegen MptpA.
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Abb. 6.5 Die Strukturen der kooperativen Binder der MptpA.
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163
Abb. 6.6 Struktur des identifizierten, kompetitiven Inhibitors der MptpA.

6.3.2 Untersuchung der Fragmentbibliothek im Substr atligationsassay mit
PTPN7

Die Assaykonditionen wurden vorab fir PTPN7 bestimbaher wurde die Untersuchung
unter folgenden Bedingungen durchgefuhrtug@ml PTPN7, 25QM Substratl52, 500uM
Amin, 60 min Inkubationszeit in 50 mM Tris-HCI pHO7 Danach erfolgte die Zugabe von

Malachitgriin. Das Ergebnis ist in Abb. 6.7 zu sehen
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Abb. 6.7 Ergebnis der Mikrotiterplatte nach Zugabe des Malachitgriins fir PTPN7. Von Al bis E14
sind die zu testenden Amine aufgetragen. Von E15 bis F24 ist die Kontrolle, also MptpA und 250 uM
Substrat 152 aufgetragen. In G1 bis H24 wurde der Hintergrund aufgetragen, also nur 250 puM
Substrat 152.

Die Durchmusterung nach Fragmenten fur PTPN7 ergaths Verbindungen, die die
Enzymaktivitat stimulierten und sechs Verbindungeie, die Phosphatase inhibierten. Die
sechs identifizierten, kooperativen Binder wurdearschlielend allein gegen die PTPN7

getestet. Keine dieser sechs Verbindungen zeigimalirgendeine Wirkung gegen PTPN7.
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Abb. 6.9 Strukturen der identifizierten, kompetitiven Inhibitoren der PTPN7.

6.3.3 Untersuchung der Fragmentbibliothek im Substr atligationsassay mit
SHP2

Die Assaykonditionen wurden vorab fur SHP2 bestimBaher wurde die Untersuchung
unter folgenden Bedingungen durchgefuhriadgdml SHP2, 25QuM Substrat152 500 uM
Amin, 60 min Inkubationszeit in 50 mM Tris-HCI pHO7 Danach erfolgte die Zugabe von
Malachitgriin. Das Ergebnis ist in Abb. 6.10 zu sehe
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Abb. 6.10 Ergebnis der Mikrotiterplatte nach Zugabe des Malachitgriins fur SHP2. Von Al bis E14
sind die zu testenden Amine aufgetragen. Von E15 bis F24 ist die Kontrolle, also MptpA und 250 uyM
Substrat 152 aufgetragen. In G1 bis H24 wurde der Hintergrund aufgetragen, also nur 250 uM
Substrat 152.

Die Durchmusterung nach Fragmenten fur SHP2 ergabes Verbindungen, die die
Enzymaktivitat stimulierten und vier Verbindungetie die Phosphatase inhibierten. Die
sieben identifizierten, kooperativen Binder wurdanschlielend allein gegen die SHP2

getestet. Keine dieser sechs Verbindungen zeigimalirgendeine Wirkung gegen SHP2.
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Abb. 6.11 Die Strukturen der kooperativen Binder der SHP2.
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Abb. 6.12 Strukturen der identifizierten, kompetitiven Inhibitoren der SHP2.

6.3.4 Untersuchung der Fragmentbibliothek im Substr atligationsassay mit
PTPRR

Die Assaykonditionen wurden vorab fir PTPRR bestimibaher wurde die Untersuchung
unter folgenden Bedingungen durchgefuhrty§nl PTPRR, 25@M Substratl52 500uM
Amin, 60 min Inkubationszeit in 50 mM Tris-HCI pHO7 Danach erfolgte die Zugabe von
Malachitgriin. Das Ergebnis ist in Abb. 6.13 zu sehe
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Abb. 6.13 Ergebnis der Mikrotiterplatte nach Zugabe des Malachitgriins fir PTPRR. Von Al bis E14
sind die zu testenden Amine aufgetragen. Von E15 bis F24 ist die Kontrolle, also MptpA und 250 uM
Substrat 152 aufgetragen. In G1 bis H24 wurde der Hintergrund aufgetragen, also nur 250 yM
Substrat 152.

Die Durchmusterung nach Fragmenten fur PTPRR emgabi Verbindungen, die die
Enzymaktivitat stimulierten und keine Verbindung die Phosphatase inhibierte. Die beiden
identifizierten, kooperativen Binder wurden anseflénd allein gegen die PTPRR getestet.
Keine der beiden Verbindungen zeigte alleine irgemel Wirkung gegen PTPRR.
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Abb. 6.14 Die Strukturen der kooperativen Binder der PTPRR.

6.3.5 Untersuchung der Fragmentbibliothek im Substr
PTP1B

atligationsassay mit

Die Assaykonditionen wurden vorab fur PTP1B bestimbaher wurde die Untersuchung
unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:ugdml PTP1B, 25QM Substratl52, 500 uM
Amin, 15 min Inkubationszeit in 50 mM Tris-HCI pHO7 Danach erfolgte die Zugabe von

Malachitgriin. Das Ergebnis ist in Abb. 6.15 zu sehe
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Abb. 6.15 Ergebnis der Mikrotiterplatte nach Zugabe des Malachitgriins fir PTP1B. Von Al bis E14
sind die zu testenden Amine aufgetragen. Von E15 bis F24 ist die Kontrolle, also MptpA und 250 yM
Substrat 152 aufgetragen. In G1 bis H24 wurde der Hintergrund aufgetragen, also nur 250 uM
Substrat 152.

Die Durchmusterung nach Fragmenten fir PTP1B erpabi Verbindungen, die die
Enzymaktivitat stimulierten und vier Verbindungetie die Phosphatase inhibierten. Die
beiden identifizierten, kooperativen Binder wurdarschlie3end allein gegen PTP1B getestet.

Keine der beiden Verbindungen zeigte alleine irgemel Wirkung gegen PTP1B.
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Abb. 6.16 Die Strukturen der kooperativen Binder der PTP1B.
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Abb. 6.17 Strukturen der identifizierten, kompetitiven Inhibitoren der PTP1B.

Sieht man sich in den Tabellen 6.1 und 6.2 dietitieierten, kompetitiven Inhibitoren und
kooperativen Binder an, so féllt auf, dass viel i\gen kompetitive Inhibitoren gefunden
worden sind als kooperative Binder. Zudem zeigtea dgefundenen, kompetitiven
Inhibitoren oft, dass sie gleich mehrere Phospkatashibierten, so zum Beispiel die
Verbindung169 (siehe Abb 6.17). Diese Verbindung ist moglichesgeauf Grund seiner
Struktur als Michael-Akzeptor ein irreversibler hibitor. Sein Michaelsystem wird

wahrscheinlich kovalent an den aktiven Cysteindkst jeweiligen Phosphatase gebunden.

Das kbnnte auch sein unselektives Binden an gtiiehPhosphatasen erklaren.

Tabelle 6.1 Auflistung aller kompetitiver Inhibitoren und deren Zielphosphatasen.

Position Nummer MptpA PTPN7 SHP2 PTPRR PTP1B
A9 180 X X
Al13 170 X
B4 163 X
B5 167 X
B9 168 X X
B11l 169 X X X
B15 171 X
B20 181 X X
C7 186 X
D23 172 X
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Tabelle 6.2 Auflistung aller kooperativer Binder und deren Zielphosphatasen.

Position Nummer MptpA PTPN7 SHP2 PTPRR PTP1B
Al 173 X
A3 174 X
A7 175 X
All 176 X
Al4 182 X
Al5 177 X
Al16 178 X
A24 179 X
Bl 184 X
B7 164 X
B24 159 X
C11 155 X X
C13 165 X
C15 158 X
D11 156 X
D14 160 X
E1l 162 X
E2 161 X
E4 166 X
E7 185 X
ES8 157 X X
E14 183 X

75

Im Gegensatz dazu wurden weit mehr kooperative @indentifiziert. Es gibt hier nur

wenige Treffer, die an mehrere Phosphatasen bindés. Ausnahmen fallen nur die
Verbindungenl55 und 157 (Abb. 6.5) auf, die an MptpA und PTPN7 bindenetessant ist

hierbei, dass es sich bei beiden Treffer um Strektuhandelt, die jeweils das gleiche

Phosphatasenpaar binden (jeweils die KombinationnpMpund PTPN7). Dennoch kann

bereits nach Auswertung der Primardaten gesagtememiass das Ziel, die Identifizierung

selektiver Binder, mit Hilfe der Durchmusterung vémagmenten fur die zum aktiven

Zentrum benachbarte Tasche erreicht wurde. Es tblaich zu klaren,

ob diese

Bindungsinformationen von dem Substratassay auf #igithesen von spezifischen

Inhibitoren Ubertragen werden kann. Deshalb wurdeFplgenden der kooperative Binder

159 (Abb. 6.5) ausgewdahltl59 wurde mit einem Phosphotyrosinmimetikum kovalent

verknlipft und gegen MptpA getestet.
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6.4 Synthese und Evaluierung des potenziellen MptpA Inihibitors
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Abb. 6.18 Konversion des vermeintlichen guten Substrates 187 zu dem Inhibitor 188.

In der Abb. 6.18 ist das vermutete Imli87 gezeigt, welches in dem MptpA-Screen zu
erhohter Substratumsetzung fuhrte. Dieses soll zZum Einen kovalent verknipft werden
(aus der Schiff'schen Base wird ein Amid) und zundéren durch die Substitution der zu
hydrolysierenden Phosphatgruppe durch ein einfadiedsnntes Phosphatmimetikfith das
Trifluorsulfonamid, um den Inhibitod88 zu erhalten. Zur Synthese vd®8 wurde eine

Synthesestrategie entwickelt, die in Abb. 6.19 ggist.

o~ OH
F 9 9 F oH * HoN
F+S—O—§ F + HoN HoN

191 192 193

Abb. 6.19 Entwickelte Retrosynthese zu Verbindung 188.

Nach der in Abb 6.19 gezeigten Retrosynthese wbetmnnen, die Verbindunt®l zum
Trifluormethylsulfonamid 189 umzusetzen. Die Reaktion erfolgte in trockenem

Dichlormethan mit einem Aquivalent Pyridin. Die Uetsung verlauft quantitativ (Abb.
6.20).
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190 191 n DCM 189

95 %
Abb. 6.20 Umsetzung von 191 mit Trifluormethansulfonsaureanhydrid 190 zu 189.

Gleichzeitig wurde die Phthalsaui®?2 in einem zehnfachen Uberschuss des Anili68
geldst und fur 60 min bei 200 °C in der Mikrowedehitzt. Die Verbindungl59 wurde
anschlielend saulenchromatographisch gereinigtugVéceton 4:1). Die Ausbeute betrug
64 %.

O o)
OH N \
+ _—
OH 2
H,N EtsN H,N
193 0

o
192 159

64 %

Abb. 6.21 Umsetzung der Phthalsdure 192 zu dem Phthalimid 159.

Der finale Schritt war die Amidkupplung vd89 mit 159 zu dem potenziellen Inhibitdr88
Die Verbindung189 wurde in SQCI, fur 2 h gekocht und das verbliebene ;60 im
Vakuum entfernt. Das so gewonnene S&urechloridveebindung189 wurde in trockenem
Dichlormethan gelost, anschlieBend wurden 1,5 Aajaive des Amind59 zugegeben. Der
Ansatz wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihd mittels praparativer HPLC

gereinigt. Man erhielt eine Ausbeute von 43 %.

(0]
1. Thionylchlorid in DCM
Q\ //O /©)J\OH o (0] N
F>|/S\ 2. Pyridin, o0 N
E o F \\SI/ H o
189 >N 188

H,oN 43 %

o
159

Abb. 6.22 Amidkupplung der Bausteine 189 und 159 zu dem potentiellen Inhibitor 188.

Letztlich wurde der potenzielle Inhibitod88 in einem Sekundéarassay, depara
NitrophenolphosphatpNPP)-Assalj®! getestet. Gleichzeitig wurde die Vorlauferverbingu
189 auch getestet, da diese das Bioisoster der Phgspppe enthalt. Das Ergebnis war
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eindrucksvoll, die Verbindund88 inhibiert die MptpA mit einenK;-Wert von 10uM,
wahrend der BausteitB9 nur einerK;-Wert von etwa 30QM zeigt. Die Verbindund.88ist

demnach dreissigmal besser als der reine Phosphetikumbausteiri89.

o)
o o) (j::é §:>
N
0] OH
F O\\S// O\\//O H O
>N F>(S\N

"F H g Fg H 188

K, = 300 uM K, = 10 uM

Abb. 6.23 Strukturen und Aktivitaten des Phosphatmimetikumbausteines 189 und des MptpA-
Inhibitors 188.

Der Dynamische Substrataktivititsassay war damiblggeich. Durch diese Art des
Screenings kann man kompetitive Inhibitoren wiegerative Binder bereits im Priméarscreen
unterscheiden. Auf3erdem ist es gelungen, einemfeoieind selektiven MptpA-Inhibitor zu
entwickeln, indem man sich nicht die eigentlichebStatbindungstasche angesehen hat,
sondern eine Nachbartasche. Die Substratbindunfysiasaller Phosphatasen sind sich
aufgrund ihrer Aufgabe, Hydrolyse einer Phosphalbng, sehr &hnlich. Die hier
identifizierten, kompetitiven Inhhibitoren zeigedass dadurch kaum selektive Inhibitoren
gefunden werden konnen (siehe Verbinddsg). Dies ist eines der zentralen Probleme bei
der Entwicklung von Inhibitoren fir PTPs. Geradswegen ist es bemerkenswert, dass das
Konzept, Dynamische Ligation zur Identifikation vdindern fir die Nachbartasche zu
nutzen, so erfolgreich war. Verlasst man die Phogpbsinbindungstasche, ist es einfach,
selektive Liganden fur Proteintyrosinphosphatasenfizden. Im Falle der MptpA wurde
Verbindung 159 als starker kooperativer Binder identifiziert. Bée Information wurde
genutzt, um den Inhibitot88 zu entwickeln. Die Validierung vot88 gegeniber MptpA
zeigte eine Aktivitat von 10 pM. Dagegen ist dielser 500uM im pNPP-Assay gegenuber
den anderen Phosphatasen inaktiv. Zusatzlich wauwde die Verbidund59im pNPP-Assay
gegen MptpA getestet. Als Ergebnis konnte festgehalverden, das459 vollkommen
inaktiv ist. Der Phosphotyrosinmimetikumbaust&B0 dagegen zeigt eine Aktivitat von 300
uM, d.h. durch die kovalente Verknupfung mit demekelven Binderl59 verstarkt sich die
Aktivitat um den Faktor 30.
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Abb. 6.24 Struktur des identifizierten, kooperativen MptpA-Binders 159, Struktur und Aktivitat des
entwickelten MptpA-Inhibitors 188 sowie die Struktur eines neuen, hier entdeckten
Phosphatmimetikums 194 fir PTP1B.

Die Verbindungl89wurde daher in einer Kooperation mit der Arbeitgg®e von Herrn Prof.
Stefan Kaufmann am Max-Planck-Institut fur Infekisbiologie Berlin im Zellassay gegen
das Mykobakterium getestet. Leider war die Verbimgldort inaktiv. Der Grund hierflr ist
vielleicht das gewahlte Phosphatmimetikum. Dasdaiid kann in eukaryontischen Zellen
durch Hydrolasen gespalten werden. Es entstehpdsisiv geladene Amin, welches nicht
mehr als Phosphatmimetikum dienen kann. Fir digeneePlanung ist es daher gunstig, die
Trifluormethansulfonamidgruppe gegen ein stabil&egsphatmimetikum auszutauschen.
Zudem konnte in diesem Projekt ein Phosphatmimetikir PTP1B gefunden werden.
Ausgehend von den identifizierten Verbindunded® 181 und 186 ist klar erkennbar, dass
das Thiadiazolgrundgerist94 als Phosphatmimetikum dient. Ziel ist es daherden
folgenden Arbeiten, die hier entwickelte Idee, nagte fur die Nachbartaschen der
Aktivtasche zu identifizieren, fur dieses Mimetikuru nutzen. Die Reste 1 und 2 der
Verbindung 194 (siehe Abb. 6.24) sollen mit Hilfe der Dynamischiegation so variiert

werden, dass ein seletiver und zellgangiger PTRhibitor erhalten werden kann.
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7. Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Arbeit stand die Detektmadrig affiner Fragmentmolekiile tber
Templat-stabilisierte Ligationsprodukte im Mittelgd. Konkret wurde die Frage gestellt, ob
Imine, die erst durch das Wirkstoffziel (Templatkslisiert werden, auch die Funktion der
Template beeinflussen. Wenn dies der Fall ist, karan mit Hilfe einfacher bekannter,
biochemischer Funktionstests, sogenannten Assagse dtabilisierten Ligationsprodukte
indirekt nachweisen und diese Information fur dikibitorentwicklung nutzen.

Die oben gestellte Hypothese konnte bestéatigt werbée auf dem Wirkstoffziel reversibel
gebildeten Ligationsprodukte hatten einen Einflas$ die Funktion des Proteins. Es war
daher maoglich, diese Ligationsprodukte mit bekamntbiochemischen Funktions- und
Bindungsstudien zu detektieren. Diese Strategiraunhysch gebildete Ligationsprodukte mit
Hilfe biochemischer Funktionstest zu identifiziererwurde daher dynamisches
Ligationsscreening (DLS) genannt.

Das dynamische Ligationsscreening wurde in diesdreif an mehreren Wirkstoffzielen
erprobt. So konnte im Falle der SARS-Hauptprot¢88dRS-CoV M™) der nicht-peptidische
Inhibitor 98 mit einemK-Wert von 2,9uM entwickelt werden. Dieser gehdrt zu den bisher
besten Inhibitoren, die gegen die SARS-CoV°Mekannt sind. Im Gegensatz dazu waren die
gefundenen Verbindungen gegen die HIV1-Proteadet sic aktiv wie die in der Literatur
beschriebenen. Dennoch kann die Verbindl@a8mit einer Aktivitat von 890 nM in Zukunft
als potentielle Leitstruktur dienen und damit gegeufkommende Resistenzen eine
Alternative darstellen. Das Ergebnis der Arbeitarder Caspase 3 war die Verbindulf
Diese stellte mit einer Aktivitat von 0,08 nM dersher besten bekannten Inhibitor dar.
Zusatzlich konnte durch Simulationen der dynamischdgation im Vergleich zu
experimentellen Daten auch ein Einblick gewonnerrdere, wie das Ligationsprodukt
wahrscheinlich auf der Oberflache des Proteinsldetvird und nicht schon in Losung.
Letztlich konnte die Verbindun88 auch Losungsansatze fur das Problem der Entwigklun
von Phosphataseinhibitoren bieten. Durch das DL&l&uim Falle der MptpA Fragmente
fur die benachbarte Tasche zum aktiven Zentrum tifdgart. Durch synthetische
Verknupfung des gefundenen Fragmeaf&9 mit einem Phosphotyrosinmimetikuh89
konnte der hoch selektive MptpA-Inhibitd88 entwickelt werden. Dieser zeigte eine
Inhibitionskonstante von 10 uM gegen MptpA und &eer Konzentration von 500 uM fast
gar keine Inhibition gegen die PTPs SHP2, PTP1BPNPT und PTPRR. Leider war auf
Grund des verwendeten Phosphatmimetikums der ohib88 nicht zellgangig. Das Problem
kann aber durch die Verwendung zellgdngiger Phdepheetika behoben werden. Fur
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PTP1B wurde ein solcher gefunden. Die Verbindur@t kann als Startpunkt fur die
Entwicklung eines selektiven und zellgdngigen PillkiHitors dienen.

Als Fazit ist daher zu ziehen, dass der Nachwansnieder affinen Fragmente Uber Templat-
stabilisierte Ligationsprodukte durch biochemis€umktions- und Bindungsstudien moglich
ist. Die allgemeine Anwendung dieser Methode, desndhischen Ligationssceenings (DLS),
zur kostengunstigen und schnellen Identifizierunguer Leitstrukturen fir potentielle

Wirkstoffziele konnte erfolgreich etabliert werden.
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Summary

Specific protein ligands are crucial for the modola of protein activities in medicinal
chemistry and chemical biology. This dissertatioaspnts a concept for the discovery and
development of small molecule fragments bindingeéined protein sites: Dynamic Ligation
Screening enables the rapid and site-directed ifdetiton of low-affinity binders in protein
activity and fluorescence polarization experimewntdxploiting template-assisted fragment
assembly. Dynamic Ligation Screening (DLS) was cmteld with libraries of 100-7000
fragments consuming only minor amounts of enzymefludrogenic protease substrate
competed with an equilibrium of nucleophilic fragme and a designed peptide electrophile
for the active-site. Decreased initial rates ofduat formation in the fluorophore-based
enzyme assay indicated the inhibitory activity leé teversibly formed ligation product. One
selected hit was modified synthetically in orderverify the binding site. Via an iterative
scanning of different binding sites on the pro®inface, moderately active peptidic inhibitors
could be transformed into entirely non-peptidiciitors with a low pMK;.

The concept was established for the developmeat rdn-peptidic SARS coronavirus main
protease (SARS-CoV RF) inhibitor. This enzyme has been identified asragdtarget of
SARS being essential for replication of the virusside the infected host cell.
Thermodynamics of protein-assisted fragment ligetiovere studied for caspase-3, the
cellular switch for apoptosis, the programmed delth. As a result a model for the additivity
of binding contributions of reversibly ligated fragnts is proposed and the most active
inhibitor reported to date was developed. The nethas further extended to phosphatases.
Herein, a substrate activity ligation screen ermlilee development of a highly selective
inhibitor for the Mycobacterium tuberculosiproteintyrosin phosphatase A (MptpA). The
general application of dynamic ligation screeniiy.$) for the detection of low affinity
binders could be established.
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8.1 Materialien

Die Losungsmittel wurden von Fluka (Neu-Ulm), Mer¢Rarmstadt), Riedel de Haen
(Seelze), Lancaster (Muhlheim am Main), Acros (Ulmmd Aldrich (Taufkirchen) in p. a.
Qualitat bezogen. Die wasserfreien LosungsmitteMp®MF, THF, DMSO, Methanol,
Toluol, Diethylether und Benzol stammen von Flukiey-Ulm). Acetonitril und Methanol
zur HPLC- sowie MS-Analytik wurden von Fluka (Neurt) bezogen. Wasser fir die HPLC
wurde Uber eine Milli Q-Anlage der Fa. Milliporeq&hborn) gewonnen.

Fur die NMR-Spektroskopie wurden deuterierte Losumtgiel der Firma Deutero GmbH
(Herresbach) verwendet.

Das mit Phenylalaninaldehyd vorbeladene Harz ,H-RhiovaSyff TG resin“ sowie alle
restlichen Harze fur die Peptidsynthese wurden @y Firma Merck Biosciences
Novabiochem (Laufelfingen, Schweiz) bezogen.

Die Enyzme Caspase 3 und HIV1-Protease wurden ven Fdrma Merckbioscience
(Laufelfingen, Schweiz) bezogen. Die SARS-CoV M wurde von unserem
Kooperationspartner Herrn Prof. Dr. Rolf Hilgenféldniversitat Libeck) geliefert. Die hier
verwendeten Proteintyrosinphosphatasen (PTPs) wurdeRahmen des PTP-Konsortiums
von den Arbeitsgruppen um Herrn Prof. Dr. WaltercBmeier (MDC Berlin) (SHP2), um
Herrn Dr. Stefan Knapp (Universitat Oxford) (PTPNP,PRR, PTP1B) und um Herrn Prof.
Dr. Stefan H. E. Kaufmann (MPI fur Infektionsbiole@erlin) (MptpA) gestellt.

Alle anderen Chemikalien und Reagenzien stammenARGR (Karlsruhe), Acros (Ulm),
Aldrich (Steinheim), Bachem (Bubendorf, Schweidykia (Neu-Ulm), Lancaster (Mihlheim
am Main), Merck (Darmstadt), Merckbioscience/Nowghiem (L&ufelfingen, Schweiz) und

wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt.

8.2 Gerate und analytische Methoden
8.2.1 Dunnschichtchromatographie (DC)

Dunnschichtchromatogramme wurden auf DC-PET-Fdieselgel (Schichtdicke 0,25 mm,

mittlerer Porendurchmesser 60 A, 4 x 8 cm) mit Fésaenzindikator 254 nm der Firma
Fluka durchgefihrt. Die Verbindungen wurden mit Uiht (A= 254 nm) detektiert und mit

Hilfe wassriger KMnQ@-Losung (3 g KMnQ@, 20 g KCO; und 5 ml 5%-ige NaOH in 300 ml

Wasser) entwickelt.
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8.2.2 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Eindimensionale'H- und **C- sowie zweidimensionale NMR-Spektren wurden amermi
Kernresonanzspektroskop Bruker AMX 300 MHz (BruReralytik, Bremen) aufgenommen.
Als Lésungsmittel wurden DMEY, DMSO+#s, CDChL, DO und MeODd, verwendet. Die
Spektren wurden bei 28C aufgenommen. Die chemische Verschiebung ist m pglativ
zum jeweiligen Losungsmittel oder TMS als internédtandard angegeben. Die
Kopplungskonstante ist in Hertz (Hz) angegeben. Signalmultiplizitaten sind wie folgt
abgekdrzt: Singulett (s), Dublett (d), Triplett, (WJultiplett (m), breites Signal (br).

8.2.3 HPLC/ESI/MS-Kupplung
HPLC/ESI/MS-Spektren wurden mit dem Liquidchromaégdnie/Massenspektrometer
(LC/MS) der Firma Agilent Technologies aufgenommeéfgilent 1100 Series). Als
Trennsaule diente eine Eclipse XDB-C8, Analyticala@ Column, 4,6*12,5 mm, 5 um, der
Firma Agilent Technologies. Die Elutionsmittel war&CN / 0,1 % HCOOH (Laufmittel A)
und HO / 0,1 % HCOOH (Laufmittel B) bei einer Flussrat® ml/miri*. Es wurden je nach
Trennproblem, folgende Gradienten eingesetzt:

- 5% B auf 80 % B innerhalb 10 min, weitere 5 mih & % B, danach innerhalb von

5 min auf 100 % B fur weitere 5 min.

- 5% B auf 100 % B innerhalb von 15 min, weiterei auf 100 % B.

Die Detektion erfolgte bei den Wellenlangen 214 @69 nm, 280 nm und 360 nm.

8.2.4 Hochaufldsungsmassenspektrometrie

Die ESI-FTICR-MS-Messungen wurden an einem lonsQ&d-7 (Varian), mit einer Z-
Spray-ESI-Quelle (Micromass, Altrincham, UK) dureffighrt. Die Fragmentierung erfolgte
mittels IRMPD.

8.2.5 Praparative HochleistungsflUssigkeitschromato graphie

(HPLC)

Fur die praparative Reinigung wurde die Anlage rdém UV-Detektor (SDD-6A),
Systemkontroller (SCL-8A) und dempreparativ liquid chromatograp{LC.8A) der Firma
Schimadzu verwendet. Die Trennséle flr die prapad&einigung war eine Grom-SIL 300
ODS-5 ST RP-C18 (1@m, 250 x 20 mm).
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Fur die Trennung wurde, wenn nicht anders vermeiktGradient von Wasser / 0,1 % TFA
(v/v) (Laufmittel A) und Acetonitril / 0,1 % TFA (v) (Laufmittel B) bei einer Flussrate von
10 ml/min gefahren. Die UV-Detektion erfolgte Be= 214 nm bzw. 254 nm. Die fir die

Trennung erforderlichen Gradienten wurden mittelslgischer Laufe bestimmit.

8.2.6 UV/Vis-Spektroskopie
Die UV/Vis-Spektren wurden an dem Lambda 2 UV/VgeBrometer (Jasco Deutschland)
mit Quarzkuvetten Suprasil 0,1 (cm) durchgefinhrt.
Zur Bestimmung der Harzbelegung von Fmoc-Aminosawerden ca. 5 mg trockenes Harz
in einen 10 ml-Messkolben eingewogen, mit 20 %iggreridin in DMF aufgefillt und 90
min bei RT inkubiert. Im aufgenommenen UV-Spektrder Abspaltiésung wurde anhand
der drei Absorbtionsmaxima dé&(9-Fluorenylmethyl)-piperidinadduktes bei 267 n289
nm und 301 nm der Belegungsgrad des Harzes bedfifnibte wahre Beladung wurde als
Mittelwert der drei Maxima angenommen. Unter Besicktigung der Umrechnungsfaktoren
und Kivettenabmessungen ergibt sich die Beladdim@ch dem Labert-Beer'schen Gesetz
zu:

= To0000E [mmol/g] (10)

£,

(Harzeinwaae)

Extinktionskoeffizienten:
€267nm= 17500 criymol, £2gonm= 5800 crymol, £301,m= 7800 cr/mol

8.2.7 Ninhydrin-Test nach Kaiser — Nachweis primare  r Amine
Zur Uberpriifung der Fmoc-Entkupplung auf Vollstéadiit erfolgt der Ninhydrin-Test nach
Kaisef®™:
Reagenzien:

e LOsung 1: KCN in Pyridin (2 ml 0,001 M KCN in 98 mlyridin gelost)

e LOsung 2: 5 % Ninhydrin in Butanol (w/v)

e Lo6sung 3: 80 % Phenol in Butanol (w/v)
Zur Durchfuhrung wurden wenige Harzkigelchen inemnEppendorf-Gefal? mit je einem
Tropfen der drei Losungen versetzt und die Susparisimin bei 110 °C erhitzt. Waren freie

Amino-Gruppen vorhanden, so trat Baufarbung auf.
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8.2.8 Mikrotiterplattenphotometer ,SAFIRE Il ®* der Firma TECAN
Die Enzymkinetiken sowie Fluoreszenpolarisationsexpente wurden an dem ELISA-
Reader ,SAFIRE ft 384-well plate reader* der Firma Tecan Seriennumib2901300124,

Crailsheim, Germany, aufgenommen.

8.2.9 Mikrowellenuntersttitzte Synthese

Mikrowellenunterstiitzte Synthese erfolgte mittelmitBSynthesize? der Firma Personal

Chemistry, Uppsala, Schweden heute Biotage. Esditasth um ein Single-Mode Gerat,
dessen Steuerung Software-unterstitzt erfolgt./dabenvolumen betragt 0,5 bis 5 ml in mit
Septen verschlossen, druckstabilen Reaktionsgefd&anMagnetotron mit einer Leistung
von 15-300 W erzeugt Mikrowellenstrahlung bei eirferequenz von 2,45 GHz. Der
Temperaturbereich erstreckt sich von 60 bis Z5Mei einer Heizrate von 2-5 °C / min. Der
zulassige Druck im Inneren der ReaktionsgefaReigeO bar. Wahrend der Reaktion wird
die Temperatur im Reaktionsgefal? durch kurze Mileltemimpulse konstant gehalten.
Schnelles Abklhlen nach der Reaktion wird mit Diuftlerreicht.

8.3 Synthesevorschriften

8.3.1 Allgemeines Protokoll der Festphasensynthese.

8.3.1.1 Belegung von 2-Chlortriphenylmethylchloridh arz mit Fmoc-

Aminosauren.

Das verwendete 2-Chlorotriphenimethylchloridharzl@gung 1,6 mmol/g) (1eq.) wurde
zweimal mit DMF gewaschen, 10 min mit DCM aufgedgiolund anschlielRend abgesaugt.
Zwei Aquivalente wurden in einer Mischung von tremkn DCM und trockenen DMF (1:1)
suspendiert, mit sechs Aquivalenten DIPEA versetat,das Harz gegeben und eine Stunde
auf dem Schittler reagieren lassen. Das Harz wuardgchst dreimal mit DMF und
anschlieBend dreimal mit DCM gewaschen, im Vakuwtiogknet und der Belegungsgrad
mittels Fmoc-Bestimmung eruiert. Bei zu geringemeBangsgrad (B<0,4 mmol/g) wurde
abermals nach obiger Anleitung belegt. Im Anschlass die Belegung wurden nicht
umgesetzte Chlorid-Funktionen durch finf- bis zeimitige Reaktion mit zehn

Aquivalenten MeOH gesattigt (,Capping®).
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8.3.1.2 Fluorenylmethoxycarbonyl-(Fmoc)-Entschitzun  g.

Nach erfolgreicher Belegung des Harzes wurde dseridabile 9-Fluorenylmethoxycarbonyl
(Fmoc)-Schutzgruppe mittels 20 %iger Piperidin/DM#sung (v/v) abgespalten. Die
Abspaltung erfolgte durch Zugabe des Piperidin-lReags zweimal fir jeweils 5 min.
Anschliel3end wurde das Harz zunachst dreimal miERMd anschliel3end dreimal mit DCM

gewaschen.

8.3.1.3 Peptidkupplungsprotokoll.

Das Harz mit der N-terminalen, entschitzten, belegtminosaure (1 eq.) wurde fir 10 min
in trockenem DMF gequollen. Wahrenddessen wurdeulieuppelnde N-terminal-geschiitzte
Aminosaure (5 eq.) mit dem Aktivierungsreagenz Iidyybenzotriazol (HOBLt) (5 eq.) in
der notigen Menge trockenem DMF gelost. Nach 5 renfiolgte die Zugabe des
Kupplungsreagenzdd,N -Diisopropylcarbodiimid (DIC) (5 eq.). Wahrend darn folgenden
10 min Aktivierungszeit wurde das Harz trocken gegalm Anschluss wurde der in DMF
geléste Ansatz aus Fmoc-Aminosauren, HOBt und DIE€ das Harz gegeben und drei
Stunden geschittelt. Nach dieser Reaktionszeitevdas Harz trocken gesaugt und zunachst
dreimal mit DMF und anschlieend dreimal mit DCMmgschen. Die Schritte 8.3.1.2 und
8.3.1.3 wurden beliebig wiederholt.

8.3.1.4 Acetylierung des N-Terminus.
Nach erfolgreicher Peptidkupplung wurde die N-terahe Fmoc-Schutzgruppe nach 8.3.1.2
abgespalten und der nun freie N-Terminus durch Zdigabe von 5 Agquivalenten

Essigsaureanhydrid in DMF acetyliert. Die Reakeofolgte zweimal fir etwa 20 min.

8.3.1.5 Acylierung des N-Terminus mit 5-(6)-Carboxy  fluorescein. 8¢

Nach erfolgreicher Peptidkupplung wurde die N-terahe Fmoc-Schutzgruppe nach 8.3.1.2
abgespalten. Das Harz mit der N-terminalen, entgtfri, belegten Aminosauren (leq.)
wurde fir 10 min in trockenem DMF gequollen. Wali@essen wurde das zu kuppelnde 5-
(6)-Carboxyfluorescein (5 eqg.) mit dem Aktivierungsgenz 1-Hydroxybenzotriazol (HOBY)
(5 eq.) in der nétigen Menge trockenem DMF gelBitch 5 min erfolgte die Zugabe des
Kupplungsreagenzeds,N -Diisopropylcarbodiimid (DIC) (5 eq.). Wahrend dain folgenden
10 min Aktivierungszeit wurde das Harz trocken gegalm Anschluss wurde der in DMF
geldste Ansatz aus 5-(6)-Carboxyfluorescein, HOft DIC auf das Harz gegeben und drei

Stunden geschittelt. Nach dieser Reaktionszeitevdas Harz trocken gesaugt und zunachst
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dreimal mit DMF gewaschen. AnschlieRend wurde dasz Hrocken gesaugt und dreimal fur
je 20 min mit 20 % Piperidin in DMF geschiittelt.

8.3.1.6 Peptidabspaltung und Aufarbeitung.

Das Harz wurde in 95 % TFA/Wasser (v/v) suspendcat 2 ml pro 100 mg Harz). Bei Trt-
geschitzten Seitenketten wurde eine Abspaltlosuumg9b % TFA, 2,5 % kO und 2,5 %
Triisopropylsilan als scavenger des Tritylkations verwendet. In Anwesenheit von
schwefelhaltigen Seitenketten wurde mit 92,5 % TE&, % HO, 2,5 % Triisopropylsilan
und 2,5 % Ethandiol oder wahlweise Thioanisol apghksen. Die generelle Zugabe von
Wasser sollte dazu dienen eventuelles Trifluoradstdrid zu entfernen. Nach einer
Reaktionszeit von 3 Stunden wurde die Losung aiefitt

Die Abspaltlésung wurde mit dest. Wasser verdumat am Rotationsverdampfer eingeengt.
Anschlie3end wurde die Trockne mit eisgekihltemtiilether resuspendiert. Dabei fiel das
Peptid aus. Zur Verbesserung der Fallung wurdeAdsatz 20 min ins Eiskuhlfach gestellt.
Daraufhin wurde die Suspension zentrifugiert ungl i@berstehende Losung dekantiert. Das
verbleibende Pellet wurde im Ultraschallbad nockeimval mit eisgekihltem Ether (je 2 ml)
ausgewaschen, zentrifugiert und die Uberstehenderigidekantiert.

AnschlieBend wurde das Peptid in Wasser (bei Ldséitsproblemen: Zugabe von

Acetonitril oder Dioxan) aufgenommen, eingefrorenl lyophilisiert.

8.3.2 7-Amino-4-methyl-3-coumarinessigsaure  (AMCA)-gelabelte
Peptide.

8.3.2.1 N-Fmoc-7-amino-4-methyl-3-coumarinessigsaure (75).
7-Amino-4-methyl-3-coumarinylessgigsaure (AMCA)5@, 2,15 mmol, 1 eq.) wurde in 12
ml H,O suspendiert. Es wurden nachfolgend NaHCI80 mg, 2,15 mmol, 1 eq.) und 12 ml
Aceton zugegeben. Die Losung wurde klar. Der Ansairde gekuhlt und Fmoc-Cl (530
mg, 2,05 mmol, 0,9 eq.) wurden portionsweise zugegeEs wurde Uber Nacht gerihrt. Das
Aceton wurde im Vakuum entfernt. Die verbleibendéissrige Phase wurde gegen

Ethylacetat ausgeschuttet. Die organische Phasgevgatrocknet und im Vakuum eingeengt.

Ausbeute: 930 mg (95 %).
ESI-MS: berechnet [M = £H21NOg], 455,46 Da; gefunden (M+H m/z456,46 Da.
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'H-NMR: (300 MHz, DMSOds): 6 = 2,33 (s, 3 H, 63), 3,51 (m, 2 H, €l,), 4,34 (m, 1 H,
Fmoc H), 4,52 (m, 2 H, Fmoc &), 7,33- 7,44 (m, 4 H, Fmoc aromH{; 7,56 (s, 1 H,
AMCA arom. (H), 7,62 (m, 2 H, AMCA arom. B), 7,78- 7,85 (m, 4 H, Fmoc aromH{,

10,19 (s, 1 H, CON) ppm.

3C-NMR: (75 MHz DMSO#ds): 5 = 15,16 (AMCACHS3), 33,28 (AMCACH,), 46,80 (Fmoc
CH), 66,21 (FmocCH,), 106,58 (AMCA arom.CH) 116,17 (AMCA arom.CH), 117,68
(AMCA arom. quatC), 119,93 (Fmoc aromCH), 122,06 (AMCA arom. qua€), 124,85
(Fmoc arom.CH), 127,28 (Fmoc aromCH), 127,70 (Fmoc aromCH), 128,30 (AMCA
arom. CH), 141,06 (AMCACNH), 142,36 (Fmoc quat), 143,90 (Fmoc quat), 145,47
(AMCA arom. quatCCHj3), 153,53 (FmocCO), 161,14 (AMCA aromCO), 171,81 (AMCA
COO) ppm.

8.3.2.2 Immobilisierung von  N-Fmoc-7-amino-4-methyl-3-coumarinessigsaure
(Fmoc-AMCA) an Rink Amid Harz.

(4-(2°,4 -Dimethoxyphenyl)-Fmoc-aminomethyl-phenaggtamino-norleucylaminomethyl-
Harz (1 g, Rink Amid Amresin; Polymermatrix: Copsiyrene — 1% DVB (200-400 mesh);
Belegung: 0,7 mmol/g) wurde zweimal mit DMF gewasthund 10 min mit DCM
aufgequollen und jeweils abgesaugt. Im Anschlussdedie Fmoc-Schutzgruppe mittels
zweifacher Zugabe von 20 % Piperidin in DMF (v/idy feweils 10 min abgespalten. Das
Piperidin und die abgespaltene Fmoc-Schutzgruppedemudurch finfmaliges Waschen mit
DMF entfernt.

Fmoc-AMCA (1,27 g, 2,8 mmol, 4 eq.) sowie HOBt (319, 2,8 mmol, 4 eq.) wurden in 5
ml DMF gelost. Dazu wurde das AktivierungsreagendS (448 ul, 2,8 mmol, 4 eq.)
hinzupipettiert. Dies Lésung wurde auf das entstielHarz gegeben und fir drei Stunden
geschattelt. Danach wurde abgesaugt und das Hdramats mit DMF und DCM gewaschen.
Zur Priafung auf Vollstandigkeit der Reaktion wureile Kaiser-Test gemacht. War dieser
positiv, wurde die Kupplung wiederholt.

8.3.2.3 Fmoc-SPPS an N-Fmoc-AMCA belegten Rink Amid Harz. 7

Das vollstandig mit Fmoc-AMCA belegte Rink Amid Kgd eq. 1 g; B = 0,7 mmol/g) wurde
wie oben bereits beschrieben Fmoc entschiitzt. 4vAbpnte der zu kuppelnden Aminoséaure
(2,8 mmol) werden mit 8 eq. Collidin (5,6 mmol) umdt 4 eq. HATU (2,8 mmol) in DMF
gelést und auf das Harz gegeben. Die Reaktion wdtditiiber Nacht. Anhand UV-

spektrometrischer Bestimmung der Fmoc-Funktion wuwldte Vollstandigkeit der Reaktion
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gepruft. Die Synthese der weiteren Aminosauresequeerfolgte nach dem

Standardkupplungsprotokoll (siehe 8.3.1).

Ac-TSAVLQ-AMCA (73):

Ausbeute: 374 mg (61 %)

HR-ESI-MS: berechnet [M = £gHsoNgO13], 873,42323 Da; gefunden (M+H m/z
874,4160Da.

Ac-DEVD-AMCA (131):

Ausbeute: 379 mg (74 %)

HR-ESI-MS: berechnet [M = £H4NsO14], 732,26025 Da; gefunden (M+} m/z733,26038
Da.

8.3.3 Peptidaldehydinhibitoren.

8.3.3.1 Reduktion von Fmoc-Aminosdure zu Fmoc-Amino  alkohol.

Die jeweilige Fmoc-Aminsosaure (25 mmol, 1 eq.) deaurunter Rihren in 50 mi
wasserfreiem Dimethoxyethan (DME) gelOst. Die Laswurde unter Stickstoff gesetzt und
mit einer Eis/Kochsalzmischung auf -15 °C gekiuhs wurden nacheinander 4-
Methylmorpholin (NMM) (2,78 ml, 25 mmol, 1eq.) umsbbutylchlorformiat (ICF) (3,40 ml,
25 mmol, 1 eq.) tropfenweise zugegeben. Es wurde HBildung eines farblosen
Niederschlages von NMM-Hydrochlorid beobachtet. Basatz wurde durch Entfernen des
Kéltebads auf RT erwéarmt.

Anschlielend wurde das ausgefallene NMM-Hydroctlororsichtig in einen vorher mit
Stickstoff gespultem Kolben abfiltriert. Das erleake Filtrat wurde ebenfalls unter Stickstoff
gesetzt und zusatzlich mittels einer Eis-Kochsadziming auf — 15 °C gekuhlt. Daneben
wurden in 12,5 ml entgastem dest. Wasser Na@k42 g, 37,5 mmol, 1,5 eq.) gelost. Die
entstehende LOsung oder Suspension wurde sofort aufd einmal unter Stickstoff-
Gegenstrom zu der gekihlten Lésung des Anhydrigelggn. Die Loésung wurde fiir 30 sec —
1 min geruhrt. AnschlieRend wurden 625 ml dest. 8&ss unter Rihren zugegeben. Es
entstand dabei ein farbloser Niederschlag des geshien Fmoc-Aminoalkohols. Dieser
wurde abfiltriert und mit Wasser und Hexan gewasche

Die Reinigung der Fmoc-Aminosaure erfolgte Gibee éieselgelfiltration. Hierbei wurde die
Fmoc-Aminosaure in AcOEt:DCM (1:1, 0,3 % NEtgelost und Uber eine mit diesem
Losungsmittelgemisch aufgeschlammte KieselgelpHdseert. Im Anschluss wurde das
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Eluat im Scheidetrichter mit 8 %iger Citronensaaresgeschiittelt. Die organische Phase
wurde gesammelt, Gber P80, getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer Zrockne

eingeengt.

Fmoc-(Trt)GIn-ol (161):

Ausbeute: 11,2 g (85 %)

ESI-MS: berechnet [M = £gH3gN»Os], 596,76 Da; gefunden (M+) m/z597,76 Da.
'H-NMR: (300 MHz):8 = 1,79 [m, 4 H, @3], 2,0 [br, 1 H, ®], 2,18 (t, 3 H, El,), 3,63 (br
m, 2 H, (H,-OH), 3,67 (m, 1 H, &NH), 4,46 (t, 1 H, Fmoc B), 4,70 (m, 2 H, Fmoc &),
7,06 (d, 2 H, Trt arom. &), 7,07 (d, 2 H, Trt arom.d), 7,14 (d, 2 H, Trt arom. &), 7,26 (d,
2 H, Fmoc arom. B8), 7,58 (d, 2 H, Fmoc arom.H}, 7,76 (d, 2 H, Fmoc arom.H}, 8,0 (br,
1 H, NH) ppm.

¥3C-NMR: (75 MHz): 5 = 27,1 CH,CH), 32,0 CH.CO), 47,0 (Fmoc CH), 51,7CHNH),
65,4 CH,OH), 67,4 (FmocCHy), 72,7 (TrtCNH), 126,3 (Trt aromCH), 126,4 (Fmoc arom.
CH), 128,4 (Fmoc aromCH), 129,3 (Trt aromCH), 141,0, 142,8 (Fmoc arom. quaj},
145,0 (Trt arom. quat), 157,0 (FmocCO), 173,0 (GInCO) ppm.

Fmoc-Phe-ol (162):

Ausbeute: 9,8 g (89 %)

ESI-MS: berechnet [M = £gH3sN-03], 373,44 Da; gefunden (M+) m/z374,32 Da.
'H-NMR: (300 MHz): & = 2,62 (br, CH-OH), 3,04 (m &), 3,44 (m &-OH), 3,56 (M
NHCH), 4,16 (t, Fmoc arom. i€, J = 0,2 Hz), 4,39 (d, FmocHK, J = 1,8 Hz), 5,75 (br,
NHCO), 7,01 (m, Phe aromHJ}, 7,05 (m, Fmoc arom.H), 7,19 (t, Fmoc arom.i, J = 3,1
Hz), 7,28 (d, Phe arom.H; J = 0,8 Hz), 7,60 (m, Fmoc aromHJ}, 7,66 (m, Fmoc arom.
CH), 7,72 (Fmoc arom. ig) ppm.**C-NMR: (75 MHz):§ = 37,71 CH,CO), 47,20 (Fmoc
CH), 53,58 CHNH), 65.39 CH,OH), 67,26 (FmodCH,), 119,93 (Fmoc aronCH), 124,93
(Fmoc aromCH), 127,42 (Phe aron€CH), 127,70 (Phe aronCH), 129,33 (Phe aronCH),
135,94 (Phe arom. qu&), 141,85 (Fmoc arom. qu&), 143,56 (Fmoc arom. qu&), 157,35
(FmocCO) ppm.

8.3.3.2 Oxidation von Fmoc-Aminoalkohol zu Fmoc-Ami noaldehyd.
Der jeweilige Fmoc-Aminoalkohol (5,36 mmol, 1 eggrden in ca. 200 ml trockenem DCM
geldst. Es wurde Dess-Martin-Periodinan (DMP) (4¢¢711,3 mmol, 2,1 eq.) zugegeben.

Zusatzlich wurden 200 pl Wasser zu gegeben undRibejeruhrt. Nach einer Stunde wurde
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weiteres DMP (4,77 g, 11,3 mmol, 2,1 eq.) sowi@ g0 Wasser zugegeben und tber Nacht
bei RT geruhrt. Dinnschichtchromatographie (DC)ranhsten Morgen zeigte vollstandige
Umsetzung. Die Reaktionsmischung wurde mit 150 ndétlylether verdunnt. Man gab
vorsichtig soviel einer 80 %-gesattigten Natriuraghilfat-Pentahydrat-Losung hinzu bis der
Reaktionsansatz klar wurde. Die wassrige Phase evwbigetrennt und mit 300 ml
Diethylether extrahiert. Die vereinigten, organectPhasen wurden mit je 200 ml gesattigter
NaHCQOs-Losung (1 x), Wasser (2x) und gesattigter NaClelip (2x) gewaschen, tber

Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel asmkiwum entfernt.

Fmoc-(Trt)GIn-al (163):

Ausbeute: 2,05 g (85 %)

ESI-MS: berechnet [M = £gH3gN,0s], 594,76 Da; gefunden (M+BH m/z595,76 Da. ¢]p>’=
15,5°.

'H-NMR: (300 MHz):8 = 2,12 [m, 4 H, )], 2,18 (m, 3 H, El,), 4,45 (m, 1 H, EINH),
4,46 (t, 1 H, Fmoc B), 4,70 (m, 2 H, Fmoc &), 7,06 (m, 10 H, Trt arom. ), 7,14 (m, 6
H, Trt arom. ®&), 7,14 (m, 6 H, Trt arom. I€), 7,28 (d, 2 H, Fmoc arom.H}, 7,58 (d, 2 H,
Fmoc arom. @), 7,84 (d, 2 H, Fmoc arom.H}, 8,0 (br, 1 H, M), 9,72 (br, G1O) ppm.
BC-NMR: (75 MHz):8 = 24,2 CH,CH), 32,0 CH.CO), 47,0 (FmodCH), 52,7 CHNH),
67,4 (FmocCH,), 72,7 (TrtCNH), 126,3 (Trt aromCH), 126,4 (Fmoc aromCH), 128,4
(Fmoc aromCH), 129,3 (Trt aromCH), 141,0, 142,8 (Fmoc arom. qua, 145,0 (Trt arom.
quatC), 157,0 (FmocCO), 173,0 (GInCO), 200,2 CHO) ppm.

Fmoc-Phe-al (118)

Ausbeute: 1,98 g (83 %)

ESI-MS: berechnet [M = £gH3gN,03], 371,42 Da; gefunden (M+H m/z372,41 Da. ¢]p>=
51,2°

'H-NMR: (300 MHz):8 = 3,04 (m ®,), 3,56 (m NH®), 4,16 (t, Fmoc arom.d, J = 0,2
Hz), 4,39 (d, Fmoc B, J = 1,8 Hz), 5,75 (br, NCO), 7,01 (m, Phe arom.H}, 7,05 (m,
Fmoc arom.@®), 7,19 (t, Fmoc aromlg, J = 3,1 Hz), 7,28 (d, Phe aromHCJ = 0,8 Hz),
7,60 (m, Fmoc arom. i), 7,66 (m, Fmoc arom.H), 7,72 (Fmoc arom. i), 9,50 (br, G10O)
ppm.

13C-NMR: (75 MHz):8 = 37,71 CH,CO), 47,20 (Fmoc CH), 63,65 HNH), 67,26 (Fmoc
CHy), 119,93 (Fmoc aronCH), 124,93 (Fmoc arontCH), 127,42 (Phe aronCH), 127,70
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(Phe aromCH), 129,33 (Phe aronCH), 135,94 (Phe arom. qu&)), 141,85 (Fmoc arom.
quatC), 143,56 (Fmoc arom. qu&), 157,35 (Fmo€O), 200,21 CHO) ppm.

8.3.3.3 Synthese der Peptidaldehydinhibitoren an de  r Festphase.

Die Synthese des Peptidaldehyds erfolgte an detpliase. Hierzu wurde ein mit
ungeschiitztem Threonin beladenes Nov&SyWiG Harz der Firma Merckbiosciences
Novabiochem (Laufelfingen, Schweiz) (1eq.) in DCMrgequollen. Nachdem das Harz
trocken gesaugt wurde, wurden 5 eq. des jeweillg@oc-Aminoaldehyds in einer Lésung
aus MeOH/DCM/DMF/AcOH (30:3:2:0,35) gel6st und alafs Harz gegeben. Die Reaktion
erfolgte bei RT Uber Nacht. Am nachsten Morgen wutds Harz zunachst dreimal mit DMF
und anschlieend dreimal mit DCM gewaschen. Es euhnn 10 eq. Bg© und 10 eq.
DIPEA zu dem Harz gegeben und 4 h bei 60 °C gewahiiim Anschluss wurde das Harz
wie obig beschrieben gewaschen und die gewlnschimosauresequenz wie unter 8.3.1
beschrieben gekuppelt.

Die Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen dgolg95:2,5:2,5 TFA/DCM/TIS fir eine
Stunde. AnschlieBend wurde das Harz dreimal furn#6 mit DCM/MeOH/AcOH/HO
(12:5:2:1) behandelt und abfiltriert. Die vereimigtFiltrate wurden im Vakuum eingeengt.

Die Trockne wurde in Wasser resuspendiert und Ilyisprt.

Ac-DSFDQ-H (72)

Ausbeute: 111 mg (69 %)

HR-ESI-MS: berechnet [M = GH3¢NsO12], 636,23184 Da; gefunden (M*H m/z635,2356,
dehydriertes Produkt ESI-MS: (MFH,0), m/z618,2 Da.

Ac-TVSFNF-H (108)

Ausbeute: 68 mg (40 %)

HR-ESI-MS: berechnet [M = £gH49N;O;(], 739.8236 Da; gefunden (M+H m/z740,8234
Da.

8.3.4 Reduktive Aminierung von N-Fmoc-Aminoaldehyden auf freie

N-Termini von Peptidbausteinen am Harz.
Das vollstandig mit einer Fmoc-Aminosauresequenz  legbe 2-
Chlortriphenylmethylchloridharz (1 eq. 1 g; B = @i 1,4 mmol/g) wurde wie oben bereits

beschrieben Fmoc entschiitzt. 4 Aquivalente des wppédnden Fmoc-Aminoaledhydes
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wurden in trockenem DMF / 1 % AcOH gelést und aaé dHarz gegeben. Nach 15 min.
wurden 10,5 eq. NaCNBJtbenfalls in trockenem DMF / 1 % AcOH geldst zund&nsatz
gegeben und fir 3 h bei Raumtemperatur geschittegihand UV-spektrometrischer
Bestimmung der Fmoc-Schutzgruppe wurde die Voltiitieit der Reaktion gepruft.

N-Glyoxylyl-Phe-y(CH2-NH)-Phe-Glu-Ala-Nle-OH (109)

Ausbeute: 72 mg (40 %)

HR-ESI-MS: berechnet [M = £H4sNs0q], 667,3317 Da; gefunden (M+H m/z668,3311
Da.

8.3.5 3-(Acetylamino)- N-(3-formylphenyl)-benzamid (90).
3-Acetylaminobenzoeséaure (197 mg, 1,1 mmol, 1 @ad) EDC (170 mg, 1,1 mmol, 1 eq.)
wurden in DCM (6 ml) suspendiert und fur 10 min idet. AnschlieRend wurde der 3-
Aminobenzylalkohol (135 mg, 1,1 mmol, 1eq.) zugegebnd Uber Nacht gerthrt. Es wurde
mit 30 ml AcOEt verdinnt und die organische Phasenthl mit 25 ml 0,1 N HCI und
dreimal mit 25 ml gesattigter NaO; Loésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
MgSOy getrocknet und im Vakuum bis zur Trockne eingeeligin erhielt 3-Acetylaminds-
[3-(2-hydroxymethyl)phenyl]-benzamid (0,17 mmol, 48j). Dieses Benzamid wurde mit
Dess-Matrtin-Periodinan (0,9 mmol, 382 mg, 5 eq5 iml DCM suspendiert, gefolgt von der
Zugabe von 500 pl Wasser. Die Suspension wurde r@@eKontrolle bis zur vollstadndigen
Oxidation geruhrt. Die Aufarbeitung erfolgte mittetier Zugabe von 30 ml AcOEt. Die
organische Phase wurde jeweils zweimal mit geséttigflaHCQ-L6sung, Wasser und

gesattigter NaCl-Lésung gewaschen anschlieend\ig80, getrocknet und eingeengt.

Ausbeute: 24,8 mg (52 %).

ESI/MS: berechnet [M = @GH14N,03], 282,1 Da; gefunden (M+H, m/z283,0 Da.

'H-NMR: (300 MHz):8 = 2,85 (s, 3 HCHs), 7,42- 7,48 (dd, 1 H, aromH;J = 8,0 Hz,J'=

8,0 Hz), 7,56- 7,67 (m, 3 H, aromH; 7,80- 7,83 (d, 1 H, arom.H; J = 8,1 Hz), 8,03- 8,06
(d, 1 H, arom. €, J = 8,1 Hz), 8,10 (s, 1 H, aromH}, 8,36 (s, 1 H, arom.H), 10,00 (s, 1

H, NH), 10,13 (s, 1 H, NH), 10,50 (s, 1 H, CH), ppm

3C-NMR: (75 MHz): 8 = 23,95 CH3), 118,51; 120,08; 121,94; 122,14; 125,34; 126,02;
128,73; 129,53; 135,24; 136,66; 139,49; 139,94.8B6(CONH,), 168,52 CONH,), 193,01
(CHO).
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8.3.6 3-(Acetylamino)- N-[3-(2-oxoethyl)-phenyl]-benzamid (91).
3-Acetylaminobenzoesaure (197 mg, 1,1 mmol, leqd BDC (170 mg, 1,1 mmol, leq.)
wurden in DCM (6 ml) suspendiert und fir 10 minidet. AnschlieRend wurde der 2-(3-
Aminophenyl)-ethanol (151 mg, 1,1 mmol, leq.) zwdesm und Uber Nacht geruhrt. Es
wurde mit 30 ml AcOEt verdinnt und die organischage dreimal mit 25 ml 0,1 N HCI und
dreimal mit 25 ml gesattigter NaO; Loésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
MgSO, getrocknet und im Vakuum bis zur Trockne eingeeNigin erhielt 3-AcetylamindN-
[3-(2-hydroxyethyl)phenyl]-benzamid (0,16 mmol, 48g). Dieses Benzamid wurde mit
Dess-Martin-Periodinan (0,8 mmol, 339 mg, 5 eq iml DCM suspendiert, gefolgt von der
Zugabe von 500 pul Wasser. Die Suspension wurde r@@eKontrolle bis zur vollstandigen
Oxidation geruhrt. Die Aufarbeitung erfolgte mittetler Zugabe von 30 ml AcOEt. Die
organische Phase wurde jeweils zweimal mit geséitiflaHCQ-L6ésung, Wasser und

gesattigter NaCl-Lésung gewaschen anschlieend\ig80, getrocknet und eingeengt.

Ausbeute: 8,9 mg (19 %).

ESI-MS: berechnet [M = GH1e¢N203], 296.1 Da; gefunden (M+H, m/z297.0 Da.

'H-NMR: (300 MHz):8 = 2,07 (s, €l3), 3,74 (s, El,), 6,96-6,99 (d, arom. i, J = 7,2 Hz),
7,29- 7,32 (dd, arom. K, J= 2,7 Hz,J’ = 2,7 Hz), 7,40- 7,45 (dd, aromHCJ = 7,8 Hz,J’ =
7,8 Hz), 7,58- 7,61 (d, aromH;J= 7,5 Hz), 7,65-7,67 (m, arortH), 7,79-7,81 (d, arom.
CH, J=7,5 Hz), 8,05 (s, arom.H), 9,69; 10,11, 10,16; 10,23 ppm.

13C-NMR: (75 MHz):8 = 23,95 CHs), 49,66 (CH), 118,48; 118,91; 121,43; 121,87; 125,02;
128,64; 128,94; 133,10; 135,61; 139,41; 1656G6NH,), 168,48 CONH,), 200,27 CHO)
ppm.

8.3.7 3-(Acetylamino)- N-[3-(2-oxoacetyl)-phenyl]-benzamid (92).
N-Fmoc-3-Aminobenzoesaure (2,01 g, 5,6 mmol, 7wqrle mit BTFFH (1,77 g, 5,6 mmol,
7 eq.) und DIPEA (1,95 ml, 11,2 mmol, 14 eq.) i 8 trockenem DMF gelost und auf 700
mg 2-Phosphoranylidenessigsaure-Harz (0,8 mmolg,l gegeben und 24 h geschittelt.
Anschlie3end wurde das Harz mit DMF und DCM gewaschnd im Vakuum getrocknet.
Die Beladung wurde mittels Fmoc-Abspaltung mit 1/8mol/g bestimmt. Der freie N-
Terminus wurde mit 3-Acetylaminobenzoesaure adylieHierzu wurde die 3-
Acetylaminobenzoesaure (1 g, 5,6 mmol, 7 eq.), BIRE,77 g, 5,6 mmol, 7 eq.) und
DIPEA (1,95 ml, 11,2 mmol, 14 eq.) in 6 ml trocken®MF gel6st und fir 6 h auf das

Fmoc-entschitzte Harz gegeben. Nachdem das Ha@Mmiit und DCM gewaschen worden
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war, wurde das Harz 18 h mit 6 ml TFA:DCM (95:5sgelittelt, um digert-Butylgruppe zu
entfernen. Nach finfmaligem Waschen mit DCM und tkigsierung mit DIPEA:DCM (1.9,
viv) (3 x 5 min), gefolgt von nochmaligem Wascheit BCM, wurde die Verbindung vom
Harz abgespalten. Man suspendierte 350 mg der EHgeithen in einem Minimum an DCM
und gab 5 eq. DMDO (507,5 mg, 6,6 mmol) hinzu uctilitelte den Ansatz fur 1 h bei 0 °C.
Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und inCHACCN (1:1, v/v) wieder gelost,
eingefroren und lyophilisiert. Als Rohprodukt elbienan einen gelben Feststoff. Dieser
wurde mittels préaparativer HPLC aufgereinigt undtets LC/MS und NMR charakterisiert.

Ausbeute: 80,3 mg (80 %).

ESI/MS: berechnet [M = GH14N,O¢], 310,3 Da; gefunden (M+H, m/z311,2 Da.

'H-NMR: (300 MHz):8 = 2,20 (s, 3 HCH3), 7,42- 7,48 (dd, 1 H, aromH;J = 8,0 Hz,J'=

8,0 Hz), 7,56- 7,67 (m, 3 H, aromHg;, 7,80- 7,83 (d, 1 H, arom.K; J = 8,1 Hz), 8,03- 8,06
(d, 1 H, arom. €, J = 8,1 Hz), 8,10 (s, 1 H, aromH}, 8,36 (s, 1 H, arom.K), 9,04 (s, 2

H, NH), 9,64 (s, 1 H, CH), ppm.

BC-NMR: (75 MHz):6 = 23,49 CH3), 117,08; 120,35; 120,38; 124,36; 125,40; 125,44;
128,41; 130,16; 133,81; 134,71; 137,68; 138,85;,1BACO), 168,29 (NKO), 189,89
(CHO), 190,86 (CH@O) ppm.

8.3.8 3-Acetamido- N-[3-(2-oxo-acetyl)-phenyl]-benzamid (93).
N-Fmoc-3-Aminophenylessigsaure (2,27 g, 5,6 mmaéqs), BTFFH (1,77 g, 5,6 mmol, 7
eq.) und DIPEA (1,95 ml, 11,2 mmol, 14 eq.) wurder8,5 ml trockenem DMF geldst und
auf 700 mg 2-Phosphoranylidenessigsaure-Harz if@l, 1 eq.) gegeben und 24 h
geschattelt. Anschlieend wurde das Harz mit DMBE DM gewaschen und im Vakuum
getrocknet. Die Beladung wurde mittels Fmoc-Abspajt mit 1,37 mmol/g bestimmt. Der
freie N-Terminus wurde mit 3-Acetylaminobenzoesaa®yliert. Hierzu wurde die 3-
Acetylaminobenzoesaure (1 g, 5,6 mmol, 7 eq.), BTRE,77 g, 5,6 mmol, 7 eqg.) und
DIPEA (1,95 ml, 11,2 mmol, 14 eq.) in 6 ml trocken®MF geldst und fir 6 h auf das
Fmoc-entschitzte Harz gegeben. Nachdem das HalMit und DCM gewaschen worden
war, wurde das Harz 18 h mit 6 ml TFA:DCM (95:5kgelittelt, um digert-Butylgruppe zu
entfernen. Nach finfmaligen Waschen mit DCM und tkeisierung mit DIPEA:DCM (1:9,
v/v) (3 x 5 min), gefolgt von nochmaligem Wascheit BCM, wurde die Verbindung vom
Harz abgespalten. Man suspendierte 350 mg der Hgetthen in einem Minimum an DCM
und gab 5 eq. DMDO (507,5 mg, 6,6 mmol) hinzu uctdligtelte den Ansatz fir 1 h bei 0 °C.
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Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und inCHACCN (1:1, v/v) wieder geldst,
eingefroren und lyophilisiert. Man erhielt als Robgiukt einen gelben Feststoff. Dieser
wurde mittels praparativer HPLC aufgereinigt undtehs LC/MS und NMR charakterisiert.

Ausbeute: 96 mg (75 %).

ESI-MS: berechnet [M = gH1¢N2Og], 324,3 Da; gefunden (M+H, m/z325,4 Da.

'H-NMR: (300 MHz):8 = 2,17 (s, El3), 3,74 (s, El,), 6,96-6,99 (d, arom. Id, J= 7,2 Hz),
7,29- 7,32 (dd, arom. W, J= 2,7 Hz,J'= 2,7 Hz), 7,40- 7,45 (dd, aromHCJ= 7,8 Hz,J'=
7,8 Hz), 7,58- 7,61 (d, aromH;J= 7,5 Hz), 7,65-7,67 (m, arortH), 7,79-7,81 (d, arom.
CH, J= 7,5 Hz), 8,05 (s, arom.H), 9,69; 10,11; 10,16; 10,23 ppm.

3C-NMR: (75 MHz): 8 = 23,49 QCHs), 48,61 CH,), 117,08; 120,35; 120,38; 124,36;
125,40; 125,44; 128,41; 130,16; 133,81; 134,71;,887138,85; 164,10Q0), 168,29
(NHCO), 189,89 CHO), 190,86 (CH@O) ppm.

8.3.9  1-(4-Amino-furazan-3-yl)-5-methyl-1H-[1,2,3]t riazol-4-carbon-
saureethylester (95).

3-Amino-4-azidofurazan (100 mg, 0,8 mmol, leq.) Waktessigsaureethylester (100,4 pl,
0,8 mmol, 1 eq.) wurden in Wasser bei Anwesenhetjldes Katalysators Triethylamin
(EtzN) (110,5 pl, 0,8 mmol) gelést und gerihrt bis da®dukt ausfallt. Dieses wurde
abfiltriert und getrocknet. Schmelzpunkt: 86,5 -587C wie in der Literatur beschrieb&f.
3,4-Diaminofurazan (1 g, 10 mmol, 1 eq.) wurde &r #leinst méglichen Menge konz.
Schwefelsaure ($$0;) gelost. Dazu wurden 10 ml einer 1 N NaN®@nz. HSO, Losung
zugegeben. Bei 8C der Mischung wurde das gleiche Volumen an Eigegsigegeben.
Anschlie3end wurden tropfenweise 1,5 eq. BEN'5 mg, 15 mmol) zugegeben, die vorher in
20 ml Wasser gelost worden waren. Es wurde furereiB0 min auf Eis geruhrt.

Das entstandene 3-Amino-4-azidofurazan wurde nhieiEaus der wassrigen Phase extrahiert.
Der Ether wurde in Vakuum einrotiert und der Restde aus Tetrachlorkohlenstoff (GTI

umkristallisiert.

Ausbeute: 120 mg (92 %)
ESI-MS: berechnet. [M = §&:0N6O3], 238,2 Da; gefunden (M+H, m/z239,2 Da.
Schmelzpunkt: 138 °C wie in der Literatur bescheiel’
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8.3.10 1-(4-{2-[3-(3-Acetylamino-benzoylamino)-phen yl]-2-oxo-
ethylamino}-furazan-3-yl)-5-methyl-1H-[1,2,3]triazo0  |-4-
carbonsaureethylester (98).

Der a-Ketoaldehyd 3-(Acetylamindy-[3-(2-oxoacetyl)-phenyl]-benzami®2?) (13 mg, 38,9
pmol, leg.) wurde mit 1-(4-amino-furazan-3-yl)-5tmg-1H-[1,2,3]triazole-4-
carbonsaureethyleste®s) (9,3 mg, 38,9 umol, 1 eq.) in trockenem DMF/MeQtl, v/v)
mit 1% AcOH uber Molsieb fur 3 h gerthrt. Es folgtee Zugabe von 5 eq. Trichlorsilan
(CI3SiH) (15 ul, 195 umol). Es wurde fur eine weitere Stunde gerthrt. Didésieb wurde
abfiltriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt.sDRohprodukt wurde mittels préaparativer
HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 6 mg (29 %)

ESI/MS: berechnet [M = £gH,4NgOg], 532,5 Da; gefunden (M+H, m/z533,5 Da.

'H-NMR: (300 MHz):8 = 1,48 (t, CHCH3J = 5,8 Hz), 2,20 (s, COMy), 2,72 (s, ), 3,74
(s, Hy), 4,56 (q, Ey, J= 7,1 Hz), 6,96-6,99 (d, aromH;J= 7.2 Hz), 7,29- 7,32 (dd, arom.
CH, J= 2,7 Hz,J'= 2,7 Hz), 7,40- 7,45 (dd, aromHCJ= 7,8 Hz,J'= 7,8 Hz), 7,46 (s, 3H,
NH), 7,58- 7,61 (d, arom.K, J= 7.5 Hz), 7,65-7,67 (m, aror@H), 7,79-7,81 (d, arom. I,
J=7,5Hz), 8,05 (s, arom.H) ppm.

BC-NMR: (75 MHz):8 = 7,99 (aromCHs), 13,87 CHs), 23,49 (CQ@Hs), 60,72 (QCH,),
117,10, 120,98, 124,36, 125,40, 127,12, 129,48,1630134,67, 134,71, 138,85, 141,53,
144,23, 162,93¢00), 164,10 CONH), 168,29 COCH;), 168,47 (NHCOCH;,) ppm.

8.3.11 Bis-(9H-floren-9-ylmethoxycarbonylamino)-ess  igsaure (116).
9H-Fluorenylmethylcarbamat (1 g, 4,18 mmol, 2 eG)yoxalsauremonohydrat (192 mg,
2,09 mmol, 1eq.) ungara-Toluolsulfonsaure (PTSA) (3,8 mg, 20 pmol) wurder200 ml
Toluol gelést und flir 2 h unter Ruckfluss geriiie Reaktionslosung wurde auf RT
abgekuhlt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, niibluol gewaschen und im Vakuum

getrocknet.

Ausbeute: 1,06 g (95 %)
ESI/MS: berechnet [M = £H,¢N,Og], 534,5 Da; gefunden (M+H, m/z535,5 Da.
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'H-NMR (300 MHz, DMF4d7) & in ppm 4,17 (m, 6H, Ch, 5,59 (t, 1H,J = 7,8 Hz, G-
COOH), 7,19 (t, 4H) = 7,2 Hz, arom. 8), 7,29 (t, 4HJ = 7,2 Hz, arom. 8), 7,65 (d, 4H,
=7,2 Hz, arom. 8), 7,79 (d, 4H,) = 7,2 Hz, arom. 8), 8,13 (d, 2H,J = 8,1 Hz, NH) ppm.

13C-NMR (75 MHz, DMF4d7) 47,6 CH.), 60,8 CH-COOH), 67,3 CH), 120,7 CH), 126,1
(CH), 127,8 CH), 128,4 CH), 141,8 C), 144,8 ), 156,5 CO), 170,6 CO) ppm.

8.3.12 (2,4-Dibrom-6-methyl-phenylamino)-essigsaure  (126).
2,4-Dibrom-6-methylanilin (2g, 7,6 mmol, 1 eq.) wan mit E{N (770 mg, 7,6 mmol, leq.)
und DMAP (928 mg, 7,6 mmol, 1 eq.) in Ethanol geldésd unter Reflux geruhrt. Es folgte
die Zugabe von 1,2 eq. Bromessigsaureethylestéd (839,12 mmol). Der Ansatz wurde
unter DC-Kontrolle bis zur Vollstandigkeit gerihiie Aufarbeitung erfolgte in zwei
Schritten. Zuerst wurde der Ansatz mit 2 M HCI| verdt und gegen Ethylacetat
ausgeschittelt. Die organische Phase wurde uberOyigfetrocknet und im Vakuum
eingeengt. Anschlieliend wurde das eingedampfte redbkt in 10 M LIOH LOsung gelost,
um den Ester zu verseifen. Nach vollstandiger \itensg wurde der Ansatz mit 10 M HCI
angesauert und gegen Ethylacetat ausgeschiitteltofganische Phase wurde tUber MgSO

getrocknet und im Vakuum eingeengt.

Ausbeute: 1,27 g (52 %)

ESI/MS: berechnet [M = §49Br,NO;], 322,9 Da; gefunden (M-Bl, m/z321,8 Da.

'H-NMR: (300 MHz):8 = 2,32 (s, El3 3H), 3,71 (br, MICO 1H), 4,41 (s, 8, 2H), 6,98 (s,
arom. G4 1H), 7,33 (s, arom. & 1H) 8,94 (br, CO® 1H) ppm.

3C-NMR: (75 MHz):8 = 20,57 (aromCHs), 45,6 CH,), 109,3 (arom. C-Br), 113,6 (arom.
C-Br), 131,78 (aromC-CHg), 132,70 (aromC), 137.78 (aromC), 142,15 (aromC-NH),
170,53 COOH) ppm.

8.3.13 N-((S)-1-Benzyl-2-oxo-ethyl)-2-(2,4-dibrom-6-methyl-
phenylamino)-acetamid (127).

2-(4-Ethoxy-phenyl)-B-benzotriazol-5-ylamin(13) (50 mg, 0,19 mmol, 1 eq.) uidBoc-
Phenylalaninals (74 mg, 0,30 mmol, 1,5 eq.) wurided,5 ml trockenem DMF / 1 % AcOH
Uber Molsieb (BA) geldst und Uber Nacht bei Raumtemperatur unteksoff gerthrt. Es
folgte die Zugabe von NaCNBH60 mg, 0,95 mmol, 5 eq.). Das Molsieb wurde &lidilt
und das DMF im Vakuum eingeengt. AnschlieBend wulae Molekil mit TFA:Wasser (1:1
v/v) Boc-entschutzt. Das Rohprodukt wurde mitteEgarativer HPLC aufgereinigt.
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Ausbeute: 46 mg (62 %)

ESI/MS: berechnet [M = £H,sNs0], 387,4 Da; gefunden (M+) m/z388,4 Da.

'H-NMR: (300 MHz):8 = 1.33 (t, CHCH3 J = 2,8 Hz 3H), 2,51 (m, CH2H), 3,01 (m, E>
2H), 3,57 (br, NCO, 1H), 3,71 (m. €@ 1H), 3,96 (q, €1,CHs;, J = 2,1 Hz), 5,36 (br, N,
2H), 6,22 (s, arom. & 1H), 6,81 (m, arom. B, 3H), 6,98 (m, arom. C, 5H), 7,17 (m, arom.
CH 3H) ppm.

13C-NMR (75 MHz):8 = 14,71 (CH-CHs), 64,15 CH,-CHs), 93,65 (aromC-CNH), 116,40;
116,83; 118,11, 124,54; 132,60; 134,89; 142,89;3%66romC), 168,03 CO) ppm.

8.3.14 N-{(S)-1-Benzyl-2-[2-(4-ethoxy-phenyl)-2 H-benzotriazol-5-
ylamino]-ethyl}-2-(2,4-dibrom-6-methyl-phenylamino)  -acetamid
(128).

(2,4-Dibrom-6-methyl-phenylamino)-essigsaud€ (50 mg, 0,16 mmol, leq.) wurde in
trockenem DCM unter Zugabe von Thionylchlorid (31801,6 mmol, 10 eq.) unter Stickstoff
gelost. Der Ansatz wurde bei 60 °C fur 6 h gerUArnschlielRend wurde der Ansatz im
Vakuum eingeengt. N-((S)-1-Benzyl-2-oxo-ethyl)-2-(2,4-dibrom-6-methyhenylamino)-
acetamid 127) (74 mg, 0,19 mmol, 1,2 eq.) und Pyridin (16 y1,9mmol, 1,2 eq.) wurden in
trockenem DCM gel6st. Das eingedampfte Rohprodukides ebenfalls in trockenem DCM
unter Stickstoff geldst und langsam zu d&((S)-1-Benzyl-2-oxo-ethyl)-2-(2,4-dibrom-6-
methyl-phenylamino)-acetamid Z7) L6sung zugetropft. Der Ansatz wurde Uber Nacht be
Raumtemperatur gerthrt und im Vakuum eingeengt. Badprodukt wurde mittels

praparativer HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 79 mg (72 %)

ESI/MS: berechnet [M = £H3:BroNgO,], 692,4 Da; gefunden (M+H, m/z693,4 Da.
'H-NMR: (300 MHz):8 = 1.33 (t, CHCH3 J = 2,8 Hz 3H), 2,32 (s, i3, 3H), 2,51 (m, €
2H), 3,01 (m, ®, 2H), 3,57 (br, MCO, 1H), 3,71 (m. € 1H), 3,96 (q, €1,CH3, J= 2,1 Hz
2H), 4,11 (s, NHEI,CO, 2H), 4,97 (br, NICH,), 5,36 (br, NHz, 2H), 6,22 (s, arom. i€ 1H),
6,81 (m, arom. €, 3H), 6,98 (m, arom. &, 5H), 7,09 (br, KCO, 1H), 7,17 (m. arom.
4H), 7,54 (s, arom. &, 1H) ppm.

3C-NMR (75 MHz):8 = 14,71 (CH-CHs3), 20,57 (arom. GSHs), 38,06 (GH-CH.), 43,29
(NH-CH,-CO), 46,15 C,H) 50,96 CH.-NH), 64,15 CH,-CH3), 92,14 (arom.C-CNH),
110,10; 113,13 -Br), 116,83; 118,11; 119,11; 124,54; 127,44; 132,832,60; 134,89;
137,40; 138,29; 140,35; 143,71, 144,49; 156,54nfaf), 168,03 CO) ppm.



8. Experimenteller Teil 103

8.3.15 Phosphorséauremono-(4-formyl-phenyl)-ester (1 ~ 52).
Diethylchlorophosphat (2,73 ml, 16,4 mmol, 1 equrden tropfenweise zu der 0 °C kalten
Lésung des 4-Hydroxybenzaldehdes (2 g, 16,4 mmed,. Lund EN (2,3 ml, 19,7 mmol, 1,2
eqg.) in trockenem DCM zugegeben. Die Reaktion wubte RT erwarmt und bis zur
Vollstandigkeit geruhrt (3-6h). Die Reaktionsmisoguwurde mit 1 M HCI und gesattigter
NaCOs-L6sung gewaschen. Die organische Phase wurde MIg8&0O, getrocknet und im
Vakuum eingeengt.

Ein Mikrowellengefal? wurde mit dem geschutzten Phagester (300 mg, 1,14 mmol, 1 eq.)
befillt und Trimethylsilyloromid (30@l, 2.3 mmol, 2 eq.) zugegeben. Dazu wird Acetdnitri
zum besseren Losen gegeben. Danach wurde der Afigat’tO min bei 60 °C in der
Mikrowelle erhitzt. Dies wurde dreimal wiederhgidesmal mit der neuen Zugabe von 2 eq.
TMSBr. AnschlieBend wurde MeOH:B (95:5) (v/v) im Uberschuss zugegeben und
einrotiert bzw. lyophilisiert

Ausbeute: 3,1 g (91 %)

ESI/MS: berechnet [M = {1,0sP], 202,1 Da; gefunden (M-M m/z201,1 Da.

'H-NMR: (300 MHz DMSO-¢): 5 = 2,02 (br, 2H; PO(8),), 6,92 (d,J = 2 Hz, 2H; &),
7,64 (d,J =2 Hz, 2H; ®), 9,87 (br, 1H; CHO) ppm.

3C-NMR: (75 MHz DMSO-@): 5 = 116,4; 129,5; 131,3; 156,1; 191,0 (CHO) ppm.
3IP_.NMR (121 MHz, DMSO-g): & = 22.3 ppm.

8.3.16 5-Amino-2-(2,4-dimethyl-phenyl)-isoindol-1,3  -dion (159).

Ein Mikrowellengefald wurde mit der 3-Aminophtals&i {200 mg, 1,1 mmol, 1 eq.) befillt
und 2,4-Dimethylanilin (1,36 ml, 11 mmol, 10 eqrduTriethylamin (1,53 ml, 11 mmol, 10
eq.) zugegeben. Danach wurde der Ansatz fur 30b@irLl60 °C in der Mikrowelle erhitzt.
Anschlieend wurde der Ansatz einrotiert und sabkieymatographisch getrennt
(Toluol:Aceton 4:1 v/v).

Ausbeute: 229 mg (78 %)

ESI/MS: berechnet [M = GH14N,O5], 266,3 Da; gefunden (M+H, m/z267,3 Da.
'H-NMR: (300 MHz):8 = 2,10 (s. ®l3), 2,25 (s, CH3), 4,60 (br, M), 7,04 (s, arom. B),
7,25 (m, arom. @), 7,45 (s, arom. B), 7,47 (s, arom. &) ppm.
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3C-NMR: (75 MHz):5 = 17.75; 20,75 (aronCHs), 115,23; 115,81; 119,28; 121,16; 121,83;
123,37; 126,75; 131,32; 131,55 (aro@), 143,67 (arom.C-N), 153,26 (arom.C-NH,),
166,04; 167,06¢0O) ppm.

8.3.17 N-[2-(2,4-Dimethyl-phenyl)-1,3-dioxo-2,3-dihydro-1  H-isoindol-
5-yl]-4-trifluormethanesulfonylamino-benzamid (188)
4-Trifluormethansulfonylaminobenzoesaurg89 (50 mg, 0,19 mmol, 1 eq.) wurde in
trockenem DCM unter Zugabe von Thionylchlorid (3401,6 mmol, 10 eq.) unter Stickstoff
gelost. Der Ansatz wurde bei 60 °C fur 6 h gertuArnschlieBend wurde der Ansatz im
Vakuum eingeengt. 5-Amino-2-(2,4-dimethyl-phengpindol-1,3-dion (159) (61 mg, 0,23
mmol, 1,2 eq.) und Pyridin (19 ul, 0,23 mmol, 1¢R)e@vurden in trockenem DCM gel6st. Die
oben genannte Trockne wurde ebenfalls in trockem®dM unter Stickstoff geldst und
langsam zu der 5-Amino-2-(2,4-dimethyl-phenyl)-rstol-1,3-dion {59 LAésung zugetropft.
Der Ansatz wurde Uber Nacht bei Raumtemperaturhgerind im Vakuum eingeengt. Das

Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC aufgaggi

Ausbeute: 41 mg (43 %)

ESI/MS: berechnet [M = £H1gF3N305S], 517,5 Da; gefunden (M+) m/z518,4 Da.
'H-NMR: (300 MHz):8 = 2,10 (s. €i3 3H), 2,25 (s, €3, 3H), 7,04 (s, arom. i€ 2H), 7,25
(d, arom. & 1H), 7,68 (br, MSQO,), 7,83 (m, arom. 8, 4H), 7,89 (s, arom. & 1H), 7,92 (s,
arom. CH 1H), 8,11 (d, arom.HC1H J = 3,9 Hz), 8,34 (s, aromHC1H), 9,55 (br, CON,
1H) ppm.

BC-NMR: (75 MHz):8 = 17.75; 20,75 (aronCHs), 106,21; 110,39; 114,56; 118,7GF),
115,81; 120,01; 121,16; 121,47; 124,76; 125,30;,126128,71; 131,55; 131,68; 132,72
(arom.C), 142,25 (aromC-N), 143,48 (aromC-NH), 164,39 (NHCO), 166,04; 167,06Q0)
ppm.

8.3.18 4-Trifluormethansulfonylaminobenzoeséure (18  9).
4-Aminobenzoesauremethylester (1 g, 6,7 mmol, Lwegd Pyridin (540 ul, 6,7 mmol, 1 eq.)
wurden in 150 ml trockenem DCM unter Stickstoff gl Der Ansatz wurde auf 4 °C
gekuhlt. Nachfolgend wurden tropfenweise Trifluoth@sulfansaureanhydrid (5,96 ml, 35
mmol, 5 eq.) zugegeben. Die Mischung wurde auf Ramperatur erwarmt und fir eine
weitere Stunde gerlhrt. Die organische Phase wivdimal mit 5 % HCI-Losung und

zweimal mit Wasser gewaschen. Die verbleibendenisghe Phase wird eingeengt und in 50
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ml 0,1 M LiOH-L6sung gelést und Uber Nacht gerihBer Ansatz wird Uber

lonenaustauscher gewaschen und anschlie3end ligogrthil

Ausbeute: 3,3 g (95 %)

ESI/MS: berechnet [M = HsFsNO;S], 269,2 Da; gefunden (M-M m/z268,0 Da.

'H-NMR: (300 MHz):8 = 7,60 (d, arom. B 2H J = 3,2 Hz), 7,68 (br, NSO, 1H), 7,96 (d,
arom.CH2HJ = 2,6 H2, 12,41 (br, CO® 1H) ppm.

¥C-NMR: (75 MHz): § = 106,21; 110,39; 114,56; 118,7GF), 121,19; 121,92; 133,74;
144,10 (aromC), 169,80 COOH) ppm.

8.3.19 3-Aminophtalsaure (192).

3-Nitrophtalsaure (25 g, 118 mmol, 1 eq.) wurdesiatig in 150 ml konz. HCI unter
starkem Ruhren gel6st. AnschlieRend wurden pomverse SnGl (94,5 g, 50 mmol, 2 eq.)
zugegeben und bis zur vollstandigen Reduktion germschlie3end wurde der Ansatz Uber

nacht bei 4 °C gelagert. Das ausgefallene Produkdevabfiltriert.

Ausbeute: 13,7 g (64 %)

ESI/MS: berechnet [M = §4,NO,], 181,2 Da; gefunden (M-, m/z180,0 Da.

'H-NMR: (300 MHz):6 =5,5 (br, Ni,), 6,55 (d, HN-C-CH-CH, J = 3,8 Hz), 6,74 (s, arom.
CH), 7,76 (d, HN-C-CH-CH , J= 3,6 Hz), 9,09 (br, CO®!), 10,15 (br, CO®) ppm.
3C-NMR: (75 MHz):8 = 115,06; 117,92; 123,20; 130,42; 131,56 (ar@).152,68 (arom.
CNHy), 167,95; 170,86GO0H) ppm.

8.4 Assaybeschreibungen

8.4.1 SARS-CoV MP®

8.4.1.1 AMCA Assay.

Die Aktivitat der SARS-CoV M° konnte bestimmt werden durch die Freisetzung des
Fluorophors AMCA. Die Probe wurde mit einer Exatat von 380 nm bestrahlt und im
rechten Winkel dazu wurde das emittierte Licht4@0) nm gemessen. Dabei war die relative
Fluoreszenzeinheitrdlative fluorescence unRFU bei Emmission 460nm 63,861 RHWI
AMCA). Die Sequenze des Fluoreszenzsubstrates wal SAVLQ|AMCA (73). Final
wurden bei 298 K IuM SARS-CoV M', und verschiedene Konzentrationen an Substrat
(0,05 MM — 2,5 mM) in 100 mM MES pH 7,0 in einemtdlgolumen von 2@l inkubiert und

die Zunahme der Fluoreszenz beobachtet. Big und Viax Werte der SARS-CoV KFP
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wurden bestimmt, indem man die gemessene Aktiviggen die verwendete

Substratkonzentration doppelreziprok aufgetragéerlLinaeweaver-Burk-Auftragung).

8.4.1.2 HPLC-Assay.

Die gefundenen Inhibitoren wurden in dem HPLC-hésieAssay von Tan et & getestet.
Die Sequenz des Peptidsubstrates war SWTSAMAMGFRKWA-NH,. Bei 298 K wurden 1
UM SARS-CoV M, 0,5 mM Peptide in 100 mM MES pH 7,0 und einental@lumen von
20 pul inkubiert. Nach 10, 20, 30, 45 min wurde &eaktion mit der Zugabe von 80 pl
Acetonitril gestoppt und schockgefroren. Die Ansatwurden zentrifugiert und die
Uberstanden wurden in der HPLC (reverse-phase HRLTB column (3.9 x 150 mm),
Gradient 15 min, 5-60 % linear Acetonitril mit 0% TFA) vermessen. Die Absorption

wurde bei 280 nm beobachtet und die Integrale dak®berechnet.

8.4.2 HIV1-Protease
8.4.2.1 FRET-Assay.

Die Aktivitdt der HIV-1 Protease wurde mittels esnBuoreszenzsonanzeergietansfer-
(FRET)-Substrates bestimmt. Hierzu wurde das bdkaRRET-Substrat Anthranyl-Ala-Arg-
Val-Nle-(p-NO,)-Phe-Glu-Ala-Nle-NH von der Firma Sigma Aldrich (Steinheim,
Deutschland) gekauft. Als Puffer wurde 50 mM MESmM EDTA, 0,9 M NaCl, 10 %
Glycerol und 0,1 % Triton X-100 pH 6,0 verwend&inal wurden 25 U HIV-1 Protease und
10 uM des FRET-Substrates zuerst fir 10 min bei 298 kihem Totalvolumen von 2d
inkubiert. Die Zunahme der Fluorezenz wurde beeriBxcitation von 340 nm und einer

Emission von 490 nm gemessen.

8.4.3 Caspase 3

8.4.3.1 Flureszezpolarisationsassay.

Die Fluoreszenzpolarisationsexperimente wurdenOirmd/ HEPES pH 7,4, 100 mM Nacl,
0,5 % CHAPS and 1 mM EDTA ausgefuhrt. Das Adresskid| der peptidisches-
KetoaldehydeN-5(6)-carboxyfluoresceinyl-DEVD-CHO8(Q) wurde mit einer Konzentration
von 10 nM gegen verschiedene Konzentrationen vap& 3 (0 nM bis 100 nM) in einem
Volumen von 10 pl titriert. Die Excitation war 485 und die Emission war 535 nm.

Fur die Durchmusterung wurden 20 nM Caspase 3, 4dels! Adressmolekil N-5(6)-
carboxyfluoresceinyl-DEVD-CHO8Q1) 1 uM der zu testenden Substanz verwendet. Als

Puffer wurde der oben Genannte verwendet.
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8.4.3.2 AMCA Assay.

Die Aktivitat der Caspase 3 konnte bestimmt werderch die Freisetzung des Fluorophors
AMCA. Die Probe wurde mit einer Excitation von 38t bestrahlt und im rechten Winkel
dazu wurde das emittierte Licht bei 460 nm gemesdeabei war die relative
Fluoreszenzeinheitrdlative fluorescence unRFU bei Emmission 460nm 176,63 RHWI
AMCA). Die Sequenze des Fluoreszenzsubstrates wadEBVD|AMCA. Final wurden bei
298 K 3 nM Caspase 3, und verschiedene Konzentgtian Substrat (M — 250uM) in 50
mM HEPES pH 7,4, 100 mM NacCl, 0,5 % CHAPS and 1 8IM'A in einem Totalvolumen
von 20ul inkubiert und die Zunahme der Fluoreszenz bedieacBie Ky und Vmax Werte
der Caspase 3 wurden bestimmt, indem man die gemegsktivitat gegen die verwendete
Substratkonzentration doppelreziprok aufgetragerlLinaeweaver-Burk-Auftragung).

8.4.4 Proteintyrosinphosphatasen (PTP)
8.4.4.1 Nachweis von anorganischem Phosphat mit Mal  achitgrin.
Zur Bestimmung der Konzentration an anorganischbosphat (B wurde der
Malachitgriinassay verwendet.
a) Puffer: 50 mM Tris-HCI pH 7,5
b) Substratlosung: 50 mM Tris-HCI pH 7,5 sowie 250 Bbstratl52
c) Enzymlosung: 50 mM Tris-HCI pH 7,5
MptpA: 5 pg/ml
SHP2: 5 pg/mi
PTP1B: 50 pg/ml
PTPN7: 10 pug/ml
PTPRR: 50 pg/ml
d) Farbreagenz: 1,22 g/l Malachitgriin-Oxalat in 2,6bhwefelsdure
e) Farblésung: 1,5 % Ammoniummolybdat und 0,16 % Tv2€en
f) Verbindungslésungen: 10 mM in DMSO
Es wurde eine Phosphatstandardreihe in Puffer (uatebeschrieben) auf jeder Platte
aufgenommen. Mit den folgenden Konzentrationen 300, 300, 200, 100, 50 und 0 uM P
Es wurden je 20 ul dieser Phosphatldsungen eirgeset
FUr den Assay wurden zunéchst 5 ul Puffer, 1 plaletestenden Verbindung und 4 ul
Enzym vorgelegt. Anschlieend wurden 10 pl Subgqtt&?) dazu pipettiert. Die Platten
werden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert (je n&¥P: MptpA 60min.; PTPN7 60 min.;
SHP2 60 min.; PTPRR 60 min.; PTP1B 15 min.).
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Nach Ablauf dieser Zeit wurden 50 ul destillier't#asser und 20 ul Farblésung zugegeben.
Es wurden anschlieBend 10 min gewartet und danRldigen im TECAN SAFIRE2 bei 630

nm vermessen.

8.4.4.2 Substrataktivitatsnachweis Uber 4-Nitrophen  olphosphat ( p-NPP).

Die Aktivitaten der einzelnen PTPs wurden mit dembsSrat 4-Nitrophenolphosphat-NPP)
bestimmt. Die Absorption wurde bei 405 nm gemesBearal wurden bei 298 K verschiedene
Konzentrationen an Substrat (1 mM — 25 mM) in 50 nvis-HCI pH 7 in einem
Totalvolumen von 2Qu inkubiert und die Zunahme der Absorption beobaichEs wurden
fur die jeweilige PTP folgende Konzentrationen dehuMptpA 5 ng/ul, SHP2 10 ng/ul,
PTP1B 3 ng/ul, PTPRR 3 ng/ul sowie PTPN7 3 ng/ié By und Viax Werte der PTPs
wurden bestimmt, indem man die gemessene Aktiviggen die verwendete
Substratkonzentration doppelreziprok aufgetragen (hmeweaver-Burk-Auftragung). Die

Inhibitionskonstanten wurden tber einen Dixon-Aafung bestimmit.
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