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Zusammenfassung

Wenn kleine Molekiilfragmente an Biomakromolekiile binden, konnen Sie mitunter als
Ausgangspunkt fiir die Wirkstoffentwicklung dienen. Meist ist es jedoch schwierig, diese
Bindung zu detektieren, da die Fragmente nur eine geringe Affinitdt zu ihrem Bindungs-
partner haben. Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwicklung einer Methode fiir den
Fragment-basierten Aufbau von irreversiblen Inhibitoren auf einer Proteinoberfliche. Das
aktive Zentrum einer Protease dient dabei als Schablone, in der einerseits eine dynamische
Fragmentligation und andererseits eine kovalente Reaktion einer Fragment-bindenden Son-
de mit dem katalytisch aktiven Nukleophil des Proteins ablduft. Die daraus resultierende
Deaktivierung des Enzyms kann iiber den verminderten Substratumsatz spektroskopisch
nachvollzogen werden, was eine Identifizierung der aktiven Fragmente ermdoglicht. Diese
Methode wurde fiir die West-Nil-Virus NS2B/NS3 Protease sowie die Coxsackie-Virus
B3 3C Protease etabliert, welche beide pharmakologisch relevante Ziele darstellen, fiir die
aber noch keine geeigneten Therapeutika vorliegen.

Die Arbeit gliedert sich in drei Teilbereiche. Der zentrale Ansatzpunkt der vorge-
stellten Methode war die Verwendung biselektrophiler Sonden, welche sich aus einer
Aldehydgruppe fiir die dynamische Ligation von nukleophilen Fragmenten und einer
weiteren elektrophilen Gruppe fiir die Reaktion mit dem katalytisch aktiven Nukleophil
der Protease zusammensetzen. Die drei entwickelten Sonden sind ein Chlormethylketon,
ein o, B-ungesittigter Ester sowie ein Epoxid und unterscheiden sich in Aufbau und Inhi-
bitionsmechanismus. Eine Sonde konnte kiuflich erworben werden, die anderen beiden
wurden synthetisiert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Sonden genutzt, um ein giinstig binden-
des Aminfragment zu finden, welches die inhibitorische Aktivitit der eingesetzten Son-
de verstirkt. Dazu wurde eine Fragmentbibliothek aus 850 primiren Aminen in einem
Fluoreszenz-basierten Assay untersucht, wobei fiir jede Sonde je ein aktives Fragment

identifiziert werden konnte.
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Im dritten Teil wurden die aktiven Fragmente mit Hilfe von massenspektrometri-
schen Untersuchungen verifiziert und mit Docking-Studien nachvollzogen. Eine kovalente
Verkniipfung der aktiven Kombinationen und eine anschlieBende extensive strukturelle Op-
timierung lieferten eine Reihe Inhibitoren, wobei die potentesten davon fiir die Coxsackie-
Virus B3 3C Protease gewonnen werden konnten. Die Inhibitoren wurden spektroskopisch
charakterisiert und die entsprechenden kinetischen Kenngroen bestimmt. Dariiber hin-
aus gelang es, die zelluldre Wirksamkeit von drei Inhibitoren zu untersuchen sowie den
Bindungsmodus eines Inhibitors mit Hilfe einer Rontgenkristallstruktur aufzukldren. Ein
in vitro Proteolyse-Aktivitdtsassay mit verschiedenen viralen Proteasen zeigte, dass mit
Hilfe der hier vorgestellten Methode potente, nicht-peptidische Breitspektrum-Inhibitoren

entwickelt werden konnen.
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Abstract

If small molecular fragments bind to biological macromolecules, they can sometimes
serve as a starting point for drug development. The binding is usually difficult to detect
since the fragments show only low affinity for their respective binding partner. The work
presented here describes the development of a method for the fragment-based organization
of irreversible inhibitors on a protein surface. The active site of a protease serves as a
template, catalysing a dynamic fragment ligation on the one hand and a covalent reaction
of the fragment binding probe with the catalytically active nucleophile of the protein on the
other. The resulting deactivation of the enzyme can be traced via fluorescence spectroscopy,
which allows for identification of the active fragments. The method was established for the
West Nile Virus NS2B/NS3 protease and the Coxsackievirus B3 3C protease, which are
both pharmacologically relevant targets, but for which there are no appropriate therapies
available yet.

The work is divided into three sections. The central starting point of the presented
method was the use of biselectrophilic probes which composed of an aldehyde group
for dynamic ligation of nucleophilic fragments and another electrophilic group to react
with the catalytically active nucleophile of the protease. The three developed probes
are a chloromethyl ketone, an o,-unsaturated ester and an epoxide and they differ in
structure and mechanism of inhibition. One probe could be purchased, the other two were
synthesized.

In the second part, the probes were used to find a low-binding amine fragment which
enhanced the inhibitory activity of the probes. For this purpose, a fragment library of
850 primary amines has been screened in a fluorescence-based assay, where one active
fragment could be identified for each probe respectively.

In the third part the active fragments were verified by means of mass spectrometry and
followed with docking studies. Covalent linkage of the active combinations and subsequent

extensive structural optimization delivered a set of inhibitors. The most potent ones have

XXi



been developed for the Coxsackievirus B3 3C protease. Inhibitors were characterized
by spectroscopic means and the corresponding kinetic parameters have been determined.
Moreover, it was possible to investigate the cellular efficacy of three inhibitors and to clarify
the binding mode of one inhibitor using an X-ray crystal structure of the inhibitor-protease
complex. An in vitro proteolysis activity assay with different viral proteases showed that

non-peptidic broad-spectrum inhibitors can be developed using the method presented here.
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1. Einleitung

1.1. Die Bedeutung von Proteasen fir die
Wirkstoffentwicklung

Als Proteasen bezeichnet man Enzyme, die die Hydrolyse der Peptidbindungen von Ami-
nosdureketten katalysieren. Die Spaltung von Peptidbindungen kann dem Abbau, der
Prozessierung und der Aktivierung von Proteinen dienen. Proteasen sind ubiquitire Be-
standteile aller Organismen und aufgrund ihrer Wirkungsweise direkt fiir die Regulation
des Proteingehalts der Zellen zustdndig. Je nach katalytischem Mechanismus der Substrat-
Hydrolyse unterteilt man die Proteasen dabei in Serin-, Cystein-, Threonin-, Aspartat-,
Metallo- und Glutamatproteasen.!!

Die Geschichte der Proteaseforschung geht zuriick bis ins frithe 19. Jahrhundert, als
Theodor Schwann 1836 das Pepsin entdeckte.[?! Seitdem konnte gezeigt werden, dass Pro-
teasen in fast jedem Organismus existieren und eine Rolle in beinahe jedem biologischen
Signalweg und somit praktisch jeder Krankheit spielen.l?! Durch die intensive Erforschung
der Rolle der Proteasen bei Blutgerinnungsstorungen, > Entziindungsprozessen,®’! In-
fektionskrankheiten'®%! und Krebs!!%!! konnten einige erfolgreiche Wirkstoffe entwickelt
werden, deren Wirkmechanismus auf Proteasehemmung basiert (siehe Tab. 1.1).

Es wird geschitzt, dass zur Zeit 5 - 10 % aller genutzten Wirkstofftargets Proteasen
sind. Wenn man eine Protease als Zielstruktur fiir die pharmazeutische Forschung auswéh-
len will, muss man sich die Komplexitiit der von ithnen gesteuerten biologischen Prozesse,
die Mechanismen der Proteaseaktivitit und die Fehlregulation im Erkrankungsfall vor Au-
gen fiihren. Dariiberhinaus besitzen die Signalwege der Proteasen meist einige homologe
Routen mit identischen katalytischen Mechanismen und dhnlichen Substratspezifititen.

Will man spezifische Proteaseinhibitoren entwickeln, muss man deshalb oft zu grof3en
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Tabelle 1.1. Einige Beispiele erfolgreicher Proteaseinhibitoren

Krankheit & zel-
luldres Target

X Cl
Blutgerinnungs- . .
storung, Faktor 0 (;(Nﬁ o g;vaerr()’xaban (Xarelto;
Xa N y

Struktur Name des Wirkstoffs

i § o) [ : OH
i\(/)[rl;luples Mye N Hvér\OH Bortezomib (Velcade;
’ DR : Millenium)

Proteaseom NG 0 Y
F3C NN
AL

g NH . . .
HIV/AIDS, 0. .0 Tipranavir (Aptivus;
HIV Protease J” Pfizer)

HS
Bluthochdruck, \_§:o Captopril  (Capoten;
ACE Q \<OH Bristol-Myers Squibb)

o

Peptiden oder Peptidomimetika greifen, welche meist ungeeignete Wirkstoffprofile besit-
zen. Der Bedarf an alternativen Entwicklungsprozessen fiir kleine Wirkstoffmolekiile ist
deshalb grof3.

1.2. Fragment-basierte Wirkstoffentwicklung

Die Urspriinge der Fragment-basierten Wirkstoffentwicklung gehen auf die Arbeiten von
Jencks!'2! und Ariens!!3! zuriick, welche postulierten, dass Wirkstoffmolekiile aus einzel-

nen Fragmenten aufgebaut werden konnen. Diese Fragmente sind kleiner als die typischen
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Screeninghits, welche Molekiilmassen von 300 bis 600 Da besitzen.!'! Dariiberhinaus
verfiigen die Fragmente iiber nur wenige funktionelle Gruppen und zeigen folglich auch
geringere Bindungsaffinititen. Jedoch sind die Interaktionen mit dem Bindungspartner
meist hochwertiger, da die kleinen Fragmente fiir den einzelnen Bindungsort "malBge-
schneidert" sind!!9! (siehe Abb. 1.1). Dies wird an einer hohen Liganden-Effizienz (ligand
efficiency) deutlich, welche definiert wird als der Quotient der freien Gibbs-Energie AG
und der Anzahl der Atome (auBer Wasserstoff).[16]

Eine Verkniipfung der einzelnen Fragmente liefert dann potente Wirkstoffmolekii-
le.['7] Diese Methodik konnte sich durch die Verwendung von Kernresonanzspektrosko-
pie,[18:19]

lographie!??! zur Detektion der aktiven Fragmente schnell etablieren. Anfinglich wurde die

Oberflichenplasmonresonanz,?°! Thermal Shift Assays/?! und Rontgenkristal-

Fragment-basierte Wirkstoffentwicklung fiir Kinaseinhibitoren genutzt, da diese Proteine
besonders geeignet erschienen. Es stellte sich jedoch schnell heraus, dass dieser Ansatz

allgemeingiiltig und erfolgreich auf beinahe jede Proteinfamilie anwendbar ist.

A B

|

N
NH
s Ol
H\/\ A
N / \

©/\/ \\ '\1‘?

d HN
(6]

Abb. 1.1. A zeigt exemplarisch einen Treffer aus dem Hochdurchsatzscreening, der aufgrund einiger Wech-
selwirkungen mit der Enzymoberfliache (grau) identifiziert werden konnte. B zeigt dagegen ein
potentielles Ergebnis eines Fragment-basierten Screenings. Die Fragmente weisen eine hohere
Ligandeneffizienz mit optimierten Wechselwirkungen auf.!>!

Die Fragment-basierte Wirkstoffentwicklung basiert auf der Annahme, dass kleine
Molekiilfragmente erst erfolgreich identifiziert und dann chemisch optimiert werden kon-
nen, mit dem Ziel potente Liganden zu generieren. Damit dies gelingt, miissen gewisse

Bedingungen an die Fragmente gestellt werden. Abgeleitet von Lipinskis Rule of Fivel?*
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wurde die Rule of Three entwickelt, die heutzutage meist als intellektuelle Grundlage fiir

den Aufbau einer Fragmentbibliothek dient:(>!
* Molekiilmasse des Fragments ist < 300 Da
* errechneter Verteilungskoeffizient ClogP des Fragments ist < 3
* Anzahl der Wasserstoftbriickenbindungsdonatoren betriagt < 3
* Anzahl der drehbaren Bindungen ist < 3

Die Anzahl der Rule of Three-vertriglichen Fragmente mit maximal 11 Atomen
betrigt ungefihr 107.1261 Die Anzahl der Wirkstoff-ahnlichen Molekiile mit einem Mo-
lekulargewicht von 300 bis 500 Da wird dahingegen auf 10907200 geschiitzt.?7-28] Die
Moglichkeit der Kombination mehrerer Fragmente fiihrt dazu, dass der chemische Raum
deutlich besser abgedeckt werden kann, als es mit einem Hochdurchsatz-Screening mit

(typischerweise) 10° - 10® Molekiilen mdglich wiire.

1.3. Zur Rolle der irreversiblen Inhibitoren in der

pharmazeutischen Forschung

Die Entwicklung selektiver kovalenter Enzyminhibitoren ist ein sehr attraktives Konzept,
welches jedoch immer eine Gratwanderung zwischen Reaktivitit und Selektivitit beinhal-
tet. Folgen der unselektiven Reaktion mit Makromolekiilen in vivo konnen vom Verlust der
Wirksamkeit bis hin zu lebensbedrohlichen Nebenwirkungen reichen. Dieses hohe pharma-
kologische Risiko fiihrte dazu, dass kovalente Inhibitoren in der Wirkstoffentwicklung eher
gemieden wurden, auch wenn ein erfolgreicher kovalenter Wirkstoff einen hohen Nutzen
verspricht. Nachdem der irreversible Wirkmechanismus bei vielen der heute eingesetzten
kovalenten Inhibitoren erst festgestellt wurde, als der Wirkstoff seinen klinischen Nutzen
schon lange bewiesen hatte, riickt diese Wirkstoffklasse langsam wieder in den Fokus
der pharmazeutischen Forschung.[>’! Der groBe Vorteil der kovalenten Inhibitoren liegt in
der hohen biochemischen Effizienz.[3%3!] Dies ermdglicht niedrigere Dosierungen, was
wiederum weniger unerwiinschte Nebenreaktionen hervorruft. Der kovalente Mechanis-
mus fithrt dariiber hinaus zu lingeren Wirkzeiten, die in Abhéngigkeit zur Resynthese des

Zielenzyms stehen.[3?! Ist die systemische Eliminierung des Wirkstoffes schneller als die



AKTIVITATSBASIERTE SONDEN ALS KONZEPTIONELLE GRUNDLAGE FUR DIESE
ARBEIT | 1.4

Resynthese des modifizierten Enzyms, bleibt der therapeutische Effekt noch bestehen, auch
wenn der Wirkstoff den Korper langst verlassen hat. Das reduziert die Wahrscheinlichkeit
fiir unerwiinschte Nebenreaktionen und liefert eine breiteres therapeutisches Fenster.!3?]

Dem gegeniiber stehen jedoch auch die Nachteile der kovalenten Inhibitoren, die
sich ergeben, wenn das Zielenzym nur sehr kurz oder nur teilweise inhibiert werden
soll.>* Auch besteht das Risiko eines idiosynkratischen Effekts, bei dem der Patient
eine allergische Reaktion nach Einnahme eines kovalenten Inhibitors zeigt.[3-371 Eine
hochspezifische Inhibition ist also nétig, um Nebenreaktionen und somit Nebenwirkungen
auszuschlieBen.

Trotz der bestehenden Sicherheitsrisiken gibt es eine Vielzahl an erfolgreichen kova-
lenten Inhibitoren. Die wohl bekanntesten sind Aspirin und Penicillin, die ma3geblich dazu
beigetragen haben die Weltgesundheit zu verbessern. In jiingster Zeit wurden vor allem
Tyrosinkinaseinhibitoren, wie z. B. Afatinib!*®! oder Rociletinib,?*! zur Krebsbekampfung
zugelassen. Ihr Wirkungsort sind epidermal growth factor-Rezeptoren (EGFR), bei denen
ein Cysteinrest iiber eine Michael-Addition kovalent modifiziert wird. Aber auch einige
antivirale Wirkstoffe, wie z. B. Telaprevirl*"! und Boceprevir,[*!! wurden zugelassen. Diese
beiden Virostatika hemmen die NS3-Protease des Hepaptitis-C-Virus. Zur Zeit fokussiert
sich die Entwicklung neuer irreversibler Inhibitoren auf lebensbedrohliche Indikationen,
fiir die es noch keine effektiven Therapien gibt. Der mogliche Nutzen des Wirkstoffs wiegt

die potentiellen Risiken des Wirkmechanismus dann auf.?"!

1.4. Aktivitatsbasierte Sonden als konzeptionelle
Grundlage fiir diese Arbeit

Seit den 80er Jahren genieBen gentechnische Methoden als therapeutisches Konzept zur
Unterdriickung der Aktivitdt bestimmter Proteine eine grofe Popularitit. Bevor man aber
Proteine zielgerichtet durch Geninaktivierung aus biologischen Systemen entfernen konnte,
blockierte man ihre Aktivitit mit Hilfe von kleinen Molekiilen. Mit der fortschreitenden
Entwicklung von Hochdurchsatzscreenings (High Troughput Screenings, HTS#?!) und
dem Aufkommen der chemischen Proteomik,!*3! riickt dieser Ansatz nun wieder vermehrt
in das Interesse der Wirkstoffentwicklung.

Selektive chemische Sonden stellen dabei michtige Werkzeuge zur Beeinflussung der
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Proteinfunktion dar. Ein Schliisselelement bei ihrer Verwendung ist dabei das Verstdndnis
ihres Wirkprinzips am Zielprotein. Durch die Fortschritte bei der Genomsequenzierung und
die Vielzahl der zur Verfiigung stehenden analytischen Methoden, ist es heutzutage mog-
lich, die phenotypische Wirkung einer Verbindung direkt der Wechselwirkung mit einem
bestimmten molekularen Ziel zuzuordnen. Eine wichtige Methode zur Entwicklung von
Enzyminhibitoren ist die sogenannte aktivitédtsbasierte Proteinprofilierung (activity-based
protein profiling, ABPP).[*4-46] Mit Hilfe von kovalent-bindenden chemischen Sonden
konnen dabei gezielt die aktiven Zentren von (z. B.) Proteasen markiert werden. Durch die
Moglichkeit der Messung von Enzymaktivitdten innerhalb komplexer biologischer Syste-
me, Zellen und sogar lebenden Organismen konnten eine Vielzahl von Anwendungen fiir
das ABPP erschlossen werden. Dazu zéhlen die Identifizierung von deregulierten Enzymen
bei verschiedenen Krankheiten, 4748 die Lokalisierung von Enzymen in vitro!*®! und in
vivo,P% HTS, P die Charakterisierung von aktiven Zentren!>?! und die Entdeckung und
Entwicklung von selektiven Enzyminhibitoren.’334! Aktivititsbasierte Sonden bestehen
im Allgemeinen aus drei Bausteinen, die jeweils fiir die Affinitdt zum molekularen Ziel,
die anschlieende chemische Reaktion und die abschlieende Detektion der markierten
Produkte zustédndig sind. Das vielleicht wichtigste Bauteil ist dabei die funktionelle Gruppe,
die fiir die kovalente Reaktion mit dem Enzym verantwortlich ist. Diese Kopfgruppe (auch
warhead genannt) besitzt in den meisten Féllen ein elektrophiles Zentrum, welches mit
einem aktivierten Nukleophil des Zielproteins, aber nicht unselektiv mit freien Nukleophi-
len des Proteoms reagieren soll. Die Selektivitit resultiert hauptsidchlich aus der Bindung
ans Zielprotein, die durch einen substratihnlichen Teil der Sonde zustande kommt. Bei
Proteasen wird dies iiber eine Peptidsequenz erreicht, die aus dem natiirlichen Substrat
abgeleitet wird. Um die markierten Enzyme im Nachhinein identifizieren zu kdnnen, wird
ein Reporterteil an die Sonde gekniipft. Haufig genutzte Reporter sind Biotin-Label, 46!
Radioisotope wie 12510dB5! oder Fluorophore, wie z. B. Fluorescein.’®! In einem bioche-
mischen Proteaseassay ldsst sich die Aktivitit des Enzyms mit Hilfe eines fluorogenen
Substrats verfolgen, sodass auf den Reporterteil der Sonde verzichtet werden kann.!7]
Durch Verkniipfung des ABPP mit der dynamischen kovalenten Chemie (Dynamic
Covalent Chemistry, DCC[58]) sollte es moglich sein, kovalente Sonden direkt auf der
Proteinoberfldche in einem Hochdurchsatzscreening aus kleineren Fragmenten aufbauen
zu lassen. Dadurch erhilt man kleine, nicht peptidische Molekiile, die als Leitstrukturen

fur neue aktivitdtsbasierte Sonden dienen konnen.
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1.5. Dynamische Fragmentligation als neue Methode zur
Entwicklung kovalenter Proteaseinhibitoren

Eine der grundlegenden Voraussetzungen fiir die Verwendung von dynamisch kombi-
natorischen Bibliotheken ist die Ausnutzung eines oder mehrerer reversibler Prozesse,
die kovalente Verkniipfungen, nicht kovalente Wechselwirkungen oder intramolekulare
Umwandlungen beinhalten. Unter den verschiedenen reversiblen Reaktionen ist die Kon-
densation von Carbonylen mit Nukleophilen, wie z. B. Aminen zu Iminen von besonderer
Bedeutung. Die Bildung und die anschlieBende Hydrolyse des Imins lduft sehr schnell
ab und liegt im neutralen wassrigen Medium fast ausschlieBlich auf der Seite der Eduk-
te.’] Wenn man die Iminstufe z. B. mit Hilfe einer Enzymoberfliche stabilisiert, kann
man das Gleichgewicht weiter zur Produktseite verschieben. Dieses Prinzip wurde bereits
erfolgreich fiir die Entwicklung von Proteinliganden verwendet.[60-61]

Im sogenannten dynamischen Ligationsscreening wird eine Enzymreaktion genutzt,
um die Bindung von Fragmenten in einem HTS zu detektieren. Durch die Verwendung von
Peptidaldehyden, deren Bindungsort durch die Peptidsequenz bekannt ist, ist es moglich,
gezielt nach Bindungspartnern einer definierten Proteintasche zu suchen. Dieser Ansatz
wurde zuerst an der SARS-Coronavirus-Hauptprotease angewandt. Mit Hilfe eines Peptid-
aldehyds konnte ein in S1’-bindendes Aminfragment identifiziert werden.[®®! Aldehyd
und Amin alleine zeigen nur moderate Inhibitionswerte, ein Gemisch beider Substanzen
war aber deutlich potenter. Diese Methode ermoglicht somit die empfindliche und ortsauf-
geloste Detektion eines Fragments niedriger Affinitéit. Mit den bisherigen dynamischen
Techniken und konventionellen Fragment-basierten Methoden waren derart niedrigaffine
Fragmente nur schwierig bzw. iiberhaupt nicht zu detektieren. Die kovalente Verbindung
und weiterfithrende Modifizierung beider Fragmente lieferte dann einen nichtpeptidischen
SARS-Coronavirus-Inhibitor mit einem K;-Wert von 2.9 uM.

Fiir die Entwicklung eines irreversiblen Proteaseinhibitors sollte anstatt eines Pep-
tidaldehyds eine biselektrophile Sonde verwendet werden, die aus einer Aldehydfunktion
zur Aminligation, sowie einem Elektrophil zur kovalenten Reaktion mit der Protease be-
steht. Dabei sollte die Sonde moglichst klein sein, um die stereochemischen Restriktionen
wihrend der Wechselwirkung mit dem aktiven Zentrum zu minimieren. Gleichung /.7 be-
schreibt die grundlegenden Interaktionen der Sonde mit dem Enzym. Dabei wird deutlich,

dass der irreversiblen Reaktion von Sonde und aktivem Zentrum ein Vorgleichgewicht zu
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Grunde liegt, welches durch die fehlenden Interaktionsmoglichkeiten der kleinen Sonde
mit der Enzymoberfliche weit auf Seiten der Edukte liegen sollte. Daraus resultiert eine
Benachteiligung der kovalenten Reaktion, was fiir das Ligationsscreening essentiell ist, da
potentielle Hits das Vorgleichgewicht verschieben und somit die Reaktion der Sonde mit
dem aktiven Zentrum begiinstigen. Dies ist moglich, da die Proteinoberflache als eine Art
Schablone fungieren kann, welche die Reaktion der Fragmente durch Stabilisierung des
Bindungsortes mit Hilfe elektrostatischer Protein-Ligand-Wechselwirkungen begiinstigen
kann.

E+I$E~Ik—2>E—I (1.1)

Im Vergleich zum konventionellen Hochdurchsatzscreening liefert das dynamische
Ligationsscreening verhéltnisméfBig wenig Hits, da nur Fragmente mit exakt passender
raumlicher Ausrichtung detektiert werden. Nanomolare Enzymkonzentrationen sind bei
diesem Verfahren vollig ausreichend, da beispielsweise durch die Verwendung eines
fluorogenen Substrats sehr empfindlich mit einem Fluorimeter detektiert werden kann.
Die dynamische Fragmentligation stellt eine spezifische Anwendung der dynamischen
kovalenten Chemie dar, welche auf der Bildung organischer Verbindungen innerhalb eines
thermodynamischen Equilibiriums beruht. Auch wenn Sonde und Fragmentbibliothek
fiir die Iminbildung als Verkniipfungsreaktion ausgewihlt wurden, sollten prinzipiell alle
dynamischen Ligationsreaktionen fiir dynamische Fragmentligationsassays anwendbar

sein.

1.6. Die molekularen Targets

1.6.1. Die West-Nil-Virus NS2B/NS3 Protease

Das West-Nil-Virus ist ein tropisches RNA-Virus der Familie der Flaviviridae mit einer
sich stetig vergrofBernden geographischen Verteilung, welches in der Lage ist den Men-
schen zu infizieren.[%-%4 Die eigentlichen Reservoirwirte sind Vogel, von denen die Viren
iiber Miicken auf die anderen Wirte iibertragen werden. In 80 % der Fille verlduft eine
Infektion mit dem West-Nil-Virus beim Menschen komplikationsfrei oder unter Ausbil-

dung eines leichten Fiebers (West-Nil-Fieber). Da das Virus jedoch in der Lage ist die
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Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden, kann aus einer Infektion eine Meningitis oder En-
zephalitis resultieren. Man schétzt, dass mindestens 50 % der Infektionen neuroinvasiv
und davon ungefihr jede zehnte Infektion beim Menschen todlich verliduft.[93-90] Altere
Menschen und Personen mit einer Immunschwiiche sind dabei am anfilligsten.[9”) Um
die Jahrtausendwende breitete sich das Virus erstmals im nordamerikanischen Raum aus,
woraufhin, bedingt durch das mediale Interesse, die Forschung nach Moglichkeiten zur
Einddmmung von Ansteckung und Ausbreitung intensiviert wurden.

Ein mogliches therapeutisches Ziel ist die virale trypsinartige Serinprotease NS3,
welche nur aktiv ist, wenn sie als heterodimerer Komplex mit ihrem Cofaktor NS2B vorliegt
(sieche Abb. 1.2).1086%] Djese Protease spielt eine essentielle Rolle im Lebenszyklus des
Virus und ist iiber das flavivirale Genus hoch konserviert.l’%! Ein erfolgreicher NS2B/NS3-

Inhibitor konnte also gegen eine Vielzahl von Flaviviren effektiv sein.

Abb. 1.2. Dargestellt ist die Kristallstruktur eines Komplexes der West-Nil-Virus NS2B-NS3 Protease mit
einem Substrat-dhnlichen Inhibitor. Die NS3 Doméne ist grau gefirbt und die NS2B Doméne griin.
Der Einsatz oben links zeigt ein detaillierteres Bild der den Inhibitor umgebenden Aminosiuren-
reste. Abgebildet mit Erlaubnis des Rechteinhabers.[”!]

Das aktive Zentrum der Serinprotease besteht aus der katalytischen Triade von Ser135,

11
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His51 und Asp75.1?1 Nach der Bindung eines Substrates an das Enzym erfolgt der nu-
kleophile Angriff des Serins auf die Carbonylgruppe der zu spaltenden Amidbindung.!”3!
Anders als bei den Cysteinproteasen muss das [onenpaar dabei erst gebildet werden. Der
Imidazolring des Histidins nimmt das freigesetzte Proton auf, wihrend eine elektrostatische
Stabilisierung und die richtige Positionierung des Imidazoliumions durch die Carbonsiu-
reseitenkette eines Aspartats erfolgt. Wie auch bei den Cysteinproteasen stabilisiert das
Oxyanionen-Loch, welches aus dem Riickgrat von Ser135 und Gly133 aufgebaut wird,
das Oxyanion des tetraedrischen Intermediates. Dieses zerféllt dann durch Hydrolyse in
ein Acyl-Enzym-Intermediat, wobei der Aminoteil des Substrats dissoziiert. AnschlieBend
wird der verbliebene Serinester hydrolysiert. Der Carbonsiureteil des gespaltenen Substrats
wird freigesetzt und das Enzym steht danach fiir den nédchsten Katalysezyklus bereit.

Die Protease erkennt eine hoch konservierte Substratsequenz aus zwei basischen Ami-
nosduren (Lys-Arg oder Arg-Arg) zum N-Terminus und einer kurzkettigen Aminosédure
(Gly oder Ala) zum C-Terminus, was eine sehr seltene Spezifitit darstellt.”*] Aus diesem
Grund ist die Entwicklung von Liganden der Substratbindungstasche vielversprechender
als die Entwicklungen von Inhibitoren der Protein-Protein-Wechselwirkungen von NS3
und NS2B. Die ersten Inhibitoren der NS2B/NS3-Protease waren Peptid-basierte Substra-
tanaloga.!”>7®] Darauf aufbauend konnten z. B. Boronsiuren,/”” Trifluormethylketonel”8!

und Peptidaldehyde!”®! als kovalente Inhibitoren identifiziert werden.[80]

1.6.2. Die Coxsackie-Virus B3 3C Protease

Das Coxsackie-Virus ist ein global und in Landern mit niedrigem soziookonomischen Sta-
tus besonders hiufig vorkommendes RNA-Virus der Familie der Picornaviridae. Es benutzt
den Menschen als Reservoirwirt, weshalb eine Infektion nur in seltenen Fillen einen letalen
Krankheitsverlauf zeigt.[3!] Man unterscheidet zwischen den Stimmen Coxsackie-Virus-A
und -B. Coxsackie-A-Viren fiihren zu Hand-, Fu3-, Mund-Erkrankungen, Herpangina und
gelegentlich sogar zu meningitischen Symptomen.!®?! Coxsackie-B-Viren haben dagegen
eine kardiotrope Wirkung (Myokarditis und Perikarditis).[®3! Bislang gibt es weder effek-
tive Priventivmalnahmen noch Behandlungsmoglichkeiten fiir Krankheiten, die durch
Coxsackie-Virus B3 ausgelost werden.[341

Eine essentielle Rolle fiir die Replikation der Picornaviren spielt die 3C Protease. Sie

ist eine ~20 kDa grofle Chymotrypsin-artige Cysteinprotease, welche allgemeinhin als
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exzellentes Ziel der antiviralen Wirkstoffforschung angesehen wird.!®>! Man findet sie bei
allen Zugehorigen der Picornavirusfamilie, was Inhibitoren der 3C Protease zu potentiellen
Breitband- Virustatika macht. Dariiberhinaus wird angenommen, dass 3C/"°-Inhibitoren
aufgrund der einzigartigen Erkennungssequenz der Protease eine hohe Selektivitit zei-
gen.186:87]

Die 3C Protease spaltet das virale Polyprotein zwischen GIn-Gly Paaren, wobei
keine humane Protease existiert, die ebenfalls zwischen Gln-Gly spaltet. Das Vorkommen
von GIn-Gly Paaren allein ist jedoch nicht ausreichend fiir eine Spaltung durch die 3C
Protease. Wichtig ist zudem noch ein kurzer, ungeladener Aminosédurerest (Thr, Ala oder
Val) in P4. Die Coxsackie-Virus B3 3C Protease liegt als Monomer vor und besteht aus
zwei "B-barrel“-Doménen, die das katalytische Zentrum bilden. Die Aminoséduren der
katalytischen Triade sind His40, Glu71 und das katalytisch aktive Cys147, welche sich
in einer Grube zwischen den zwei Dominen befinden. 888! Das Oxyanionen-Loch wird
durch die Amidgruppen von Gly145, GIn146 und des katalytischen Cys147 gebildet.3%-°0!

Der proteolytische Mechanismus basiert auf dem Vorhandensein eines Thiolat-Imida-
zolium-Ionenpaares, welches ein Cystein-Thiolat als gutes Nukleophil liefert. Der Angriff
des Thiolats am Carbonylatom der Amidbindung schafft einen tetraedrischen Ubergangs-
zustand, welcher durch Wechselwirkungen im Oxyanionen-Loch stabilisiert wird. Der
tetraedrische Ubergangszustand zerfillt dann in eine Acyl-Enzym-Zwischenstufe und ein
erstes Spaltprodukt (Amin). AnschlieBend wird die Acyl-Enzym-Zwischenstufe hydroly-
siert, woraus ein zweites Spaltprodukt (Carbonsiure) und freies Enzym resultiert.[!]

Die Thiolgruppe des aktiven Zentrums der Cysteinproteasen ist besser polarisierbar
("weicher" nach dem HSAB-Konzept!®?)) als die Hydroxygruppe der Serinproteasen.[*?]
Dementsprechend miissen Elektrophile, die speziell fiir Cysteinproteasen entwickelt wur-
den, auch weicher als die fiir Serinproteasen sein. So ist E-64 aufgrund seiner Epoxysuc-
cinylgruppe ein spezifischer Cysteinproteasechemmer und seit seiner Entdeckung 1976

(941 Die Epoxysuc-

umfangreich zur Erforschung der Cysteinproteasen genutzt worden.
cinylgruppe, als das zentrale Strukturelement, wurde dann in verschiedenen Klassen
von aktivititsbasierten Sonden weiterverwendet.[>>% Auch wurden die schon erwihn-
ten Chlormethylketone als Sonden verwendet. Eine biotinylierte Chlormethylketonsonde
wurde z. B. genutzt um die Rolle der Separase wihrend der Zellteilung zu erforschen.®7!
Michael-Akzeptoren sind eine weitere wichtige Klasse der irreversiblen Cysteinpro-

tease-Inhibitoren, von denen bereits einige Vertreter klinisches Potential gezeigt haben.
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Haiufig genutzte Michael-Systeme sind o, 3-ungesittigte Carbonylverbindungen und Vi-
nylsulfone. Bei Inhibitoren dieser Klassen wurde die Carbonylgruppe der zu spaltenden
Substrat-Amidbindung durch einen Michael-Akzeptor ersetzt, mit dem das Thiolat-Anion
kovalent reagiert. Reprotonierung des o-Carbanions liefert ein stabiles Thioether-Produkt
und somit eine inaktivierte Protease. Es existiert eine Vielzahl von Proteaseinhibitoren fiir
das Humane Rhinovirus (HRV) welche auf einem o, f3-ungesittigten Carbonylsystem als
elektrophile Sonde basieren. Der bekannteste Vertreter dieser Klasse, Rupintrivir (AG7088),
inhibiert HRV 14 3CP™ mit einem ICso-Wert von 13 nM und zeigt einen EC5p-Wert im
nanomolaren Bereich gegen 48 verschiedene HRV Serotypen.[3!

Die Verfiigbarkeit von kommerziell erhiltlicher, rekombinanter 3C Protease fiihrte zu
einer umfassenden Entwicklung von kovalenten Inhibitoren, darunter Peptidaldehyde,®”!
Brommethylketone, 1% -Ketoamide!'°!! und verschiedener Michael-Systeme.!19?! Bis-
her ist der peptidomimetische Michael-Akzeptor AG7088 (Rupintrivir) der Firma Agouron
Pharmaceuticals (jetzt Pfizer) am erfolgreichsten. Der Inhibitor schaffte es bis in Phase III

der klinischen Entwicklung.
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2. Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war es eine neue Methode zur Detektion niedrig affiner Proteinliganden
zu entwickeln, bei der geeignete Ligandfragmente eine kleine elektrophile Sonde ins
aktive Zentrum des Enzyms dirigieren sollen. Die folgende Inaktivierung des Enzyms soll
analytisch nachvollziehbar sein, was eine eindeutige Identifizierung des aktiven Fragments
ermoglicht. Als Zielproteine wurden die NS2B/NS3 Protease des West-Nil-Virus sowie die
3C Protease des Coxsackie-Virus B3 gewihlt. Beide Proteine sind therapeutisch relevant
und werden als vielversprechende Ziele fiir die Wirkstoffentwicklung diskutiert.[3%1031
Weder fiir NS2B/NS3, noch fiir 3C existieren zugelassene Therapeutika, was einen Bedarf

an neuen Leitstrukturen schafft. Somit ergaben sich fiir diese Arbeit folgende Teilschritte:

Auswahl und Synthese geeigneter biselektrophiler Sonden Es handelt sich bei den
Zielproteinen um eine Serin- sowie eine Cysteinprotease. Deshalb bestand der erste Schritt
der vorliegenden Arbeit in der Auswahl und Synthese geeigneter biselektrophiler Sonden.
Da die zu nutzende Fragmentbibliothek vorrangig aus Aminen besteht, sollte auf eine
Aldehydfunktion als eines der elektrophilen Zentren zuriickgegriffen werden, weil die
Fragmentligation mittels Iminbildung bereits etabliert ist.>*!l Das zweite Elektrophil

sollte dann gemif der Anforderungen der Zielprotease ausgewihlt werden.

Screening der Fragmentbibliothek Sind geeignete Aldehydsonden gefunden, sollen
diese in einem biochemischen Screening-Verfahren fiir die Detektion niedrigaffiner Pro-
teaseliganden verwendet werden. Dafiir wurde angenommen, dass es niedermolekulare
Fragmente gibt, die in der Nihe des aktiven Zentrums binden und iiber ihre Aminofunktion
die biselektrophile Sonde so dirigieren, das das zweite elektrophile Zentrum der Sonde mit
der katalytisch aktiven Aminosidure des Enzyms reagieren kann. Das Zielprotein soll dabei
als Schablone fiir den Ligandenaufbau dienen und zwischen passenden und unpassenden

Fragmenten diskriminieren. Die Detektion der Fragmente erfolgt somit iiber eine kovalente
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und irreversible Alkylierung des aktiven Zentrums, was sich mit Hilfe eines fluoreszenzba-
sierten Enzymaktivitdtsassays sehr empfindlich detektieren lassen sollte. Fiir das Screening
konnte auf eine kleine Fragmentbibliothek von 850 primédren Aminen zuriickgegriffen

werden.[104]

Validierung der Screeninghits und weiterfiihrendes Inhibitordesign Nach der Iden-
tifizierung einer aktiven Kombination aus Fragment und Sonde, sollte zuerst validiert
werden, ob der Assay-Effekt aus einer Reaktion der beiden Bausteine auf der Proteaseober-
flache resultiert und das aktive Zentrum blockiert wird. Anschlieend folgt die Resynthese
des Fragments, um dieses kovalent mit der Sonde zu verkniipfen. Ein kovalent verkniipf-
ter, aktiver Inhibitor kann dann als Leitstruktur zur weiterfithrenden Entwicklung von

irreversiblen Proteaseinhibitoren dienen.
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3. Die Entwicklung der Aldehydsonden

3.1. Die Auswahl der elektrophilen Zentren

Die Wahl des Elektrophils der Sonde wird in Abhédngigkeit des zu markierenden Ziels nach
chemischer Zuginglichkeit und Reaktivitiit getroffen. Die Reaktivitit des Elektrophils
ist dabei fiir die selektive Reaktion der Sonde mit dem Zielprotein von besonderem
Interesse. Das Markieren von zelluldren Targets ist ein zweistufiger Prozess, der aus der
Bindung der Sonde an das aktive Zentrum des Proteins und anschliefender Reaktion mit
einem Nukleophil gekennzeichnet ist. Wie in Gleichung /.1 gezeigt, wird die Bindung
der Sonde durch die Gleichgewichtskonstante K; beschrieben, wihrend die kovalente
Reaktion mit dem Protein mit der Geschwindigkeitskonstante k; ausgedriickt wird. Je
nachdem in welchem Verhiltnis diese beiden Werte zu einander stehen, konnen Selektivitét
und Reaktivitit genau "eingestellt" werden. Dies veranschaulicht jedoch auch, dass die
Kopfgruppen nicht wahllos ausgetauscht werden konnen, will man nicht nur selektiv,
sondern auch spezifisch eine bestimmte Protease markieren. In Abhéngigkeit von der Art
der Protease (z. B. Serin- oder Cysteinprotease) kommen somit verschiedene elektrophile
Zentren in Frage. Tabelle 3.1 zeigt eine Zusammenstellung einiger elektrophiler Zentren,
die zur Markierung von Proteasen verwendet wurden.

Da Proteasen eine Rolle in nahezu allen biologischen Prozessen spielen, wird deren
Fehlregulation mit der Pathogenese einer Vielzahl von Krankheiten und z. B. Bluthoch-
druck,!'"! Krebs!!'?! und Entziindungsprozessen!® in Verbindung gebracht. Aus diesem
Grund war das Finden geeigneter Proteaseinhibitoren seit jeher von groBem Interesse fiir
die medizinische Wirkstoffforschung. Das Hauptziel der Proteasehemmer ist das aktive
Zentrum, welches im Allgemeinen auch der wahrscheinlichste Bindungsort fiir organische
Molekiile an einer Protease ist. In einer Studie von Mattos et al. iiber die Bindungsstellen

der Schweinepankreas-Elastase konnte gezeigt werden, dass kleine organische Molekiile
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Tabelle 3.1. Verschiedene Arten aktivitdtsbasierter Sonden

Elektrophil Proteasetyp Zielenzym Lit.
Fluorphosphonate Serin Serinhydrolasen (561
4-Chlorisocoumarine Serin Rhomboidprotease [105]
Diphenylphosphonate Serin Chymotrypsin [106]
Chlormethylketone Serin Chymotrypsin [107]
Cystein Papain [108]

Acyloxymethylketone Cystein Caspase [109]
«,3-ungesittigte Ketone Cystein Caspase [110]
Epoxysuccinate Cystein Cathepsin (93]

fast ausschlief3lich die Taschen des aktiven Zentrums besetzen, wihrend zur restlichen
Enzymoberfliche keinerlei Bindungsaffinitit bestand.!! 121131

Die bekanntesten aktivititsbasierten Sonden sind Fluorphosphonate, die sehr erfolg-
reich fiir die Entdeckung neuer Enzyme genutzt wurden.®! Erwihnenswert sind hier die
Arbeiten von Cravatt et al., in denen biotinylierte Fluorphosphonate entwickelt wurden,
mit denen verschiedene Serinhydrolasen aus einem komplexen Proteom detektiert, isoliert
und identifiziert werden konnten.''#! Weitere erfolgreiche aktivititsbasierte Sonden sind

el105.106] der die von Schollmann und Shaw in

Diphenylphosphonate und Isocoumarin
den 60er Jahren entwickelten Tosylphenylalanylchlormethylketone (TPCK).['%7] Diese
dienen als spezifische Inhibitoren fiir Trypsin und Chymotrypsin. Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass Peptidyl-Chlormethylketone auch in der Lage sind Cysteinproteasen
zu inhibieren. Dabei wird der Thiolrest des Cysteins, unter Ausbildung eines stabilen
Thioethers, alkyliert (siche Abb. 3.1).[113] Aus diesem Grund wurden Chlormethylketone
zur Entwicklung einer Sonde in dieser Arbeit eingesetzt.

Chlormethylketon-basierte Inhibitoren sind aufgrund ihrer hohen Reaktivitidt und der
damit einhergehenden mangelhaften Selektivitit fiir in vivo Applikationen ungeeignet. Sie

reagieren nicht nur mit Cystein- und Serinproteasen sondern auch mit freien Thiolgruppen
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Abb. 3.1. Abgebildet ist der angenommene Mechanismus der Inhibition der Serinproteasen (A) sowie
Cysteinproteasen (B) durch Chlormethylketone.®!)

z.B. von Glutathion. Einige Erfolge konnten damit erzielt werden, wenn das Chlorid durch
Fluorid ersetzen wurde. Die verringerte Reaktivitidt unterband die Reaktion mit Glutathion,
verminderte aber auch die Reaktivitit mit den Serinproteasen.!' 19 Es sollte also moglich
sein, einen irreversiblen Inhibitor aus dem dynamischen Ligationsscreening, hinsichtlich
Selektivitdt und Reaktivitdt im Nachhinein zu optimieren.

Eine weitere in dieser Arbeit verwendete Sondenart sind Oxirane bzw. Epoxysuccinate.
Diese Klasse wurde 1978 von Hanada et al. entdeckt, als sie den peptidischen Proteas-
einhibitor E-64 aus Aspergillus japonicus isolierten.[!!”] Epoxysuccinate stellten sich als
potente und spezifische Cysteinproteasechemmer heraus, die nicht mit Serin-, Aspartat-
oder Metalloproteasen sowie freien Thiolen reagieren. Die symmetrische Succinat-Struktur
liefert sogar zwei elektrophile Zentren, die vom Thiolat angegriffen werden konnen, was
eine erhohte Flexibilitit im Bindungsmodus mit der Protease ermdglicht (siehe Sche-
ma 3.1). Dies macht diese Sondenart zu einem idealen Kandidaten fiir das dynamische
Ligations-screening.

Nach der Aufklidrung der Wirkungsweise von Epoxysuccinaten lag es nahe Inhibitor-

Derivat zu entwickeln, bei denen die Oxirangruppe durch ein ungeséttigtes Michael-System
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Schema 3.1 Dargestellt ist der detaillierte Mechanismus der Inhibition einer Cysteinprotease durch ein
Epoxysuccinat. Zwei elektrophile Zentren stehen fiir den Angriff des Thiolats zur Verfiigung,
nachdem das Epoxy-Sauerstoffatom durch ein Wassermolekiil protoniert wurde.[!]

ersetzt wurde. Der erste Inhibitor dieser Art war DC-11, bei dem anstatt des Epoxids ein
Fumarat verwendet wurde.[*! Ungesiittigte Ester sind nicht in der Lage Serinproteasen zu
inhibieren, doch neigen sie unter Assaybedingungen zur Reaktion mit einfachen Thiolen
wie z.B. Mercaptoethanol. Da jedoch vielversprechende priklinische Ergebnisse mit
dem Michael-System-Inhibitor Rupintrivir erzielt werden konnten, '8 wurde eine «, B-

ungesittigte Carbonylsonde fiir das dynamische Ligationsscreening entwickelt.

Cys His
( NCNH < o
5 His
/\)J\ His
Ry o~ —_— M //ﬁ) —_— RMO/ /Y
H N
\4 N\/NH \_NH

Schema 3.2 Dargestellt ist der detaillierte Mechanismus der Inhibition einer Cysteinprotease durch einen
a,B-ungesittigten Ester.[°!]

Als Sonde fiir das Hochdurchsatz-Screening wurden somit drei verschiedene Al-
dehyde ausgewdhlt, die sich in der Art des zweiten Elektrophils, welches fiir die Re-
aktion mit dem aktiven Zentrum der Protease zustindig ist, unterscheiden. Dabei han-
delte es sich um das Chlormethylketon 4-Chlor-2,2-dimethyl-3-oxobutanal AS1, den
o, B-ungesittigten Ester E-4-Oxobut-2-ensdureethylester AS2 und den Epoxidester 2S,3S-
Epoxy-4-oxobutansidureethylester AS3 (siehe Abb. 3.2).
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Abb. 3.2. Dargestellt sind die drei verwendeten Aldehydsonden AS1, AS2 und AS3.

3.2. 4-Chlor-2,2-dimethyl-3-oxobutanal AS1

Die kleinste mogliche Chlormethylketonsonde ist Chlormethylglyoxal. Die Synthese dieser
Verbindung konnte bereits etabliert werden.[!!] Jedoch zeigte sich, dass Chlormethyl-
glyoxal nur unter sauren Bedingungen stabil ist und im basischen Milieu sehr schnell
zerfillt. Da beide Proteaseassays unter schwach basischen Bedingungen durchgefiihrt
werden, konnte Chlormethylglyoxal nicht verwendet werden.

Die nachstgroBere Sonde ist 4-Chlor-3-oxobutanal. Hier gelang die Synthese der
halogenierten Spezies nur mit schlechten Ausbeuten, da die CH-azide Position 2 mit den
gingigen Halogenierungsmitteln bevorzugt reagiert. Die aktivierte Position 2 ist auch ver-
antwortlich fiir die Neigung zur Polymerisation durch eine intermolekulare Knoevenagel-
Reaktion, weshalb 4-Chlor-3-oxobutanal nicht als Sonde verwendet werden konnte. Abhilfe
schaffte eine zweifache Methylierung von Position 2, was die intermolekularen Reaktionen
unterband.

4-Chlor-2,2-dimethyl-3-oxobutanal AS1 konnte in einer zweistufigen Synthese, aus-
gehend von Morpholin und Isobutanal, erhalten werden. Die Kondensation von Morpho-
lin und Isobutanal lieferte 1-N-Morpholinisobuten,'?°! welches nach Ditgens et al. mit
Chloressigsiurechlorid umgesetzt wurde.['?!] Nach wissriger Aufarbeitung und Siulen-

chromatographie konnte AS1 mit 54 % der theoretischen Ausbeute erhalten werden (sieche

Schema 3.3).
)\‘
N N O i Q 0 al
() el T

AS1

Schema 3.3 Schematische Darstellung des Syntheseweges von AS1. Reagenzien und Bedingungen: (i) 1.
Et,0, 35 °C (reflux), 2 h; 2. H,0, NaHCOs3, pH 4, Et;0, 3 d.
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Schema 3.4 Dargestellt ist das hypothetische Konzept der dynamischen Fragmentligation am Beispiel der
NS2B/NS3 Protease des West-Nil-Virus. NuH symbolisiert ein Nukleophil. Dies kann ein z. B.
ein Amin sein. a: Die Reaktion der biselektrophilen Sonde mit dem aktiven Zentrum (hier Serin
bzw. Histidin); b: Bindung des nukleophilen Fragments unter Ausbildung von Interaktionen mit
den Aminosaureresten der S1-Tasche (hier: z. B. Tyrosin); ¢: Dirigierung der biselektrophilen
Sonde ins aktive Zentrum unter Ausbildung einer kovalenten Bindung zum Nukleophil (z. B.
Iminbindung); d Dissoziation des Nukleophils.
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Schema 3.5 Dargestellt ist das hypothetische Konzept der dynamischen Fragmentligation am Beispiel
der 3C Protease des Coxsackie-Virus. NuH symbolisiert ein Nukleophil. Dies kann ein z. B.
ein Amin sein. a: Die Reaktion der biselektrophilen Sonde mit dem aktiven Zentrum (hier
Cystein); b: Bindung des nukleophilen Fragments unter Ausbildung von Interaktionen mit den
Aminoséureresten der S1-Tasche (hier: z. B. Threonin als Wasserstoff-Donor oder -Akzeptor);
c¢: Dirigierung der biselektrophilen Sonde ins aktive Zentrum unter Ausbildung einer kovalenten
Bindung zum Nukleophil (z. B. Iminbindung); d Dissoziation des Nukleophils.
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Das hypothetische Konzept der dynamischen Fragmentligation mit der Sonde AS1 ist

exemplarisch an einer Serinprotease in Schema 3.4 erldutert.

3.3. E-4-Oxobut-2-ensaureethylester AS2

Die kleinste mogliche Aldehydsonde mit einer o,f-ungesittigten Esterfunktion ist 4-
Oxobut-2-ensduremethylester. Da E-4-Oxobut-2-ensdureethylester AS2 als dquivalentes
Derivat kommerziell erhéltlich ist, wurde auf eine Synthese verzichtet und AS2 in 96
Yiger Reinheit von Alfa Aesar bezogen. Das hypothetische Konzept der dynamischen
Fragmentligation mit der Sonde AS2 ist exemplarisch an einer Cysteinprotease in Schema

3.5 erléutert.

3.4. 25,3S-Epoxy-4-oxobutansaureethylester AS3

Die kleinste Epoxidsonde ist 2,3-Epoxypropanal (Glycidal). Da aber eine stereoselektive
Epoxidierung von AS2 bekannt ist!!*?! und erfolgreiche Epoxid-Inhibitoren, wie z. B. E-
64,1231 eine Epoxysuccinyl-Struktur tragen, wurde 2,3-Epoxy-4-oxobutansiureethylester
als Sonde ausgewdhlt. Dafiir wurde E-4-Oxobut-2-ensdureethylester AS2 in einer asymme-
trischen organokatalytischen Epoxidierung nach Marigo et al. mit (S)-(-)-a,0-Diphenyl-
2-pyrrolidinmethanoltrimethylsilylether und Wasserstoffperoxid zu 25,3S-Epoxy-4-oxobu-
tansdureethylester AS3 umgesetzt (sieche Schema 3.6). Die Synthese! verlief in einem
Schritt mit médBiger Ausbeute aber hoher Stereoselektivitit (dr = 88:12), welche mittels
NMR bestimmt wurde und mit dem Literaturwert iibereinstimmte.!'??! Die Rolle von AS3
wihrend der dynamischen Fragmentligation sollte analog zu der von AS2 sein, welche in

Schema 3.5 erldutert wird.

(@] ) o‘ (o)
i
O (0]
AS2 AS3

Schema 3.6 Schematische Darstellung des Syntheseweges von AS3. Reagenzien und Bedingungen: (7) kat.
(S)-(-)-a,x-Diphenyl-2-pyrrolidinmethanoltrimethylsilylether, H,O,, DCM, RT, 4 h.

'Die Synthese von AS3 konnte im Rahmen der Diplomarbeit von Sascha Weisheit realisiert werden.!124]
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4. Dynamisches Ligationsscreening an
der West-Nil-Virus NS2B/NS3
Protease

4.1. Aufbau eines Assays zur dynamischen
Fragmentligation

Als Proteasesubstrat wurde das fluorogene Peptid Boc-Gly-Lys-Arg-AMC, mit einem
experimentell ermittelten Ky-Wert von 115 £ 15 uM bei pH 8.0, verwendet. Alternativ

konnen aber auch folgende Substrate verwendet werden:

Cbz-Arg-Thr-Lys-Arg-AMCA-NH; Km-Wert = 60 + 21 uM siche 10.1
Cbz-Gly-Lys-Arg-pNA Kym-Wert =75 £ 9 uM sieche 10.2

Entgegen den allgemeinen Literaturvorschriften!!?’! wurde die WNV NS2B/NS3
Protease im Assaypuffer 10 mM MOPS-NaOH bei pH 8.0 und 20 % (v/v) Glycerin
gemessen. Damit sollte ein Uberschuss an primiren Aminen vermieden werden, der sich
im spiteren Ligationsscreening ungiinstig auswirken konnte, da primédre Amine mit der
biselektrophilen Sonde reagieren konnten. Weitere Zusidtze zum Messpuffer (z. B. NaCl,
KCl1 oder Brij 35) wurden bewusst vermieden, um das System so einfach wie moglich zu
halten. DMSO im Testansatz wirkt sich deutlich inhibierend auf die Enzymaktivitit aus.
Da sowohl die Fragmente und Sonden, als auch die fertigen Inhibitoren in DMSO gelost
waren, musste darauf geachtet werden, moglichst wenig DMSO in die Assaylosung zu

bringen (max. 5 % (v/v); siehe 8.2.1).
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4.2. Dynamisches Ligationsscreening mit AS1

Wie erwartet stellt die Chlormethylketonsonde AS1 einen schwachen, irreversiblen In-
hibitor, mit einem kipaet/Ki-Wert von 0.16 £ 0.01 M~!'s™! dar (siehe Abb. 4.1). Fiir das
Ligationsscreening wurde eine Konzentration von 320 uM gewdhlt, da die Aktivitit der

Protease bei dieser Konzentration um ca. 20 % verringert wird.

A B
1000 ~ [1=0M 0.00107 -~ Ast
€ [1=63 M 0.0008-
9 [1=127 uM _
S [1=318 uM ", 0.0006
< 5001 —— [I]=425 M 3 .
S [1=1.25 mM P 0:0004+ . y= 0.16x
€ M = [1=2.5mM 0.0002{ ,° R%=084
- [1]=5 mM .
0 //f)//l/ 0.0000+ ; ; .
6 51‘)0 10‘00 0.000 0.002 0.004 0.006
t[sekK] [1], [mol/L]

Abb. 4.1. Abgebildet ist die Fluoreszenzintensitit in RFU gegen die Messzeit in Sekunden bei verschiedenen
Konzentrationen von AS1 beim NS2B/NS3 Proteaseassay (A), sowie die korrespondierenden
kobs-Werte, aufgetragen gegen die Inhibitorkonzentration, zur Bestimmung des kin,c/Ki-Wertes

(B).

Insgesamt wurden 264 primédre Amine bei einer Konzentration von 320 uM fiir das
Ligationsscreening eingesetzt. Gemall der Arbeitshypothese wurde ein Amin gesucht,
welches die Inhibition der Aldehydsonde signifikant verstérkt (siehe Abb. 4.2). Keines
der verwendeten Amine steigerte jedoch die inhibitorische Potenz der Sonde AS1. Das

Screening wurde als erfolglos verworfen und eine andere Sonde verwendet.

4.3. Dynamisches Ligationsscreening mit AS2

o, B-ungesittigte Ester sind kovalent-bindende Cysteinproteaseinhibitoren. Eine Verwen-
dung als Serinproteaseinhibitoren ist noch nicht bekannt. So ist es auch nicht verwunderlich,
dass die Acrylsdureestersonde im WNV NS2B/NS3-Proteaseassay den kinetischen Verlauf
eines reversibel-bindenden Inhibitors, mit einem ICso-Wert von 3.9 + 0.3 mM, zeigt. Da
das dynamische Ligationsscreening mit reversiblen peptidischen Sonden etabliert wurde,

konnte AS2 verwendet werden, um zu iiberpriifen, ob das Prinzip der Fragmentdetektion
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Abb. 4.2. Dargestellt ist der postulierte zeitliche Verlauf der Fluoreszenzintensitét bei einem Proteaseassay
withrend der dynamischen Fragmentligation mit einer biselektrophilen Sonde. Kontrolle steht fiir
den Proteaseassay ohne Zusitze von Sonde oder Fragment. Die freiwerdende Fluoreszenz resultiert
aus der Umsetzung eines fluorogenen Substrats durch die Protease. Die Zugabe des Aminfragments
kann zu einer leichten Schwéchung des Anstiegs fiithren, die Zugabe der biselektrophile Sonde
zum Asssay, liefert ebenfalls eine Schwichung des Anstiegs sowie gegebenenfalls Plateaubildung.
Gibt man eine Mischung aus Sonde und einem geeigneten Fragment zum Assay, wird kaum noch
ein Fluoreszenzsignal generiert.

auch mit kleinen organischen Molekiilen funktioniert, von denen der genaue Bindungsort
am Enzym nicht bekannt ist. Hierbei kann jedoch eine allosterische Inhibition von Son-
de und Fragment nicht ausgeschlossen werden und moglicherweise zu falsch positiven
Ergebnissen fiihren.

Die Sonde AS2 wurde im Ligationsassay in einer Konzentration von 1.7 mM einge-
setzt, was einer Proteasehemmung von ungefihr 15 % entspricht. Die Konzentration der
Aminfragmente im Assay betrug 320 uM. Insgesamt wurden 823 primidre Amine gescreent,

wovon eine Verbindung die Aktivitét der Protease signifikant verstirkte (sieche Abb. 4.3).

4.3.1. Synthese des Aminfragmentes F1

Bei dem aktiven Aminfragment F1 handelte es sich um N-Acetyl-3-amino-10,11-dihydro-
SH-dibenz[b.f]azepin, welches iiber eine dreistufige Synthese zugidnglich war. Dabei wurde
zuerst das sekundire Amin mit Essigsdurechlorid acyliert!!?! und anschlieBend das aroma-
tische System in einer elektrophilen aromatischen Substitution mit einem in sifu erzeugten

Nitroniumion nitriert. Die Nitrierung verlief weitestgehend stereoselektiv, da sowohl der
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Abb. 4.3. Abgebildet ist das aktive Aminfragment F1 (links), sowie der zeitliche Verlauf der Fluores-
zenzintensitidt in RFU wiéhrend des Ligationsassays bei verschiedenen Zuséitzen (rechts). Die
Positivkontrolle steht fiir einen uninhibierten Assay, bei dem anstatt eines Inhibitors eine dquiva-
lente Menge DMSO verwendet wurde. Gemessen am linearisierten Anstieg inhibiert die Sonde
AS2 hier die Proteaseaktivitidt um ca. 11 % wihrend das Aminfragment F1 die Aktivitdt um ca. 7
% absenkt. Setzt man jedoch eine Mischung aus F1 und AS2 ein, ist ein iiberadditiver Effekt zu
verzeichnen, was sich an einem Abfall der Proteaseaktivitit um 27 % bemerkbar macht.

Amid- als auch der Alkylsubstituent die Nitrierung an Position 3 des Aromaten begiins-
tigen. Die Reduktion der Nitrogruppe mit Wasserstoff und einem Palladium/Aktivkohle-
Katalysator lieferte das aromatische Amin F1 mit einer Gesamtausbeute von 26 % tiber
drei Stufen (siehe Schema 4.1).

Wt (= O O
SRR c A AL o

Fla F1b F1
Schema 4.1 Schematische Darstellung des Syntheseweges von F1. Reagenzien und Bedingungen: (i) Ace-

tylchlorid, Toluol, MW 90 °C, 1 h (ii) KNOs, H2SO4, 0 °C, 12 h (iii) Hp, kat. Pd/C, MeOH,
12 h.
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4.3.2. Kovalente Verknlipfung von Sonde und Fragment

Um die aktive Kombination von Sonde und Fragment in einen Inhibitor umzuwandeln,
mussten beide Komponenten kovalent verkniipft werden. Die Art der Verkniipfung sollte
dabei moglichst nah am Zustand auf der Proteinoberflache, wihrend der dynamischen
Fragmentligation, sein. Geht man davon aus, dass beide Komponenten ausschlieflich iiber
die Iminbildung miteinander reagieren konnen, sind zwei verschiedene Produkte moglich.
Zum einen ein Halbaminal, welches als Zwischenstufe bei der Iminbildung durchlaufen
wird, zum anderen das Imin selbst. Der bedeutendste Unterschied bei beiden Strukturen ist
dabei die Hybridisierung des elektrophilen Carbonylatoms. Liegt in der Halbaminalstruk-
tur noch eine sp>-Hybridisierung vor, welche wiederum zwei Stereoisomere ermoglicht,
so ist das Kohlenstoffatom in der finalen Iminstruktur wieder sp?-hybridisiert. Daraus
ergeben sich zwei verschiedene raumliche Ausrichtungen des Kohlenstoffatoms und somit
mindestens drei mogliche Konformationen des Inhibitors. Aus diesem Grund mussten
zwel Syntheserouten entwickelt werden, die die moglichen rdumlichen Ausrichtungen
beriicksichtigen. Dies gelang einerseits durch eine reduktive Aminierung der beiden Assay-
komponenten, andererseits durch die Acylierung von N-Acetyl-3-amino-10,11-dihydro-
SH-dibenz[b.fazepin mit Fumarsduremonoethylester (sieche Schema 4.2). Die Reduktive
Aminierung wurde mit Natriumcyanoborhydrid in Methanol durchgefiihrt und lieferte
N-Acetyl-(10,11-dihydro-5H-dibenz[b.f lazepin-3-yl)amino-(E)-2-butensdureethylester Al
in 25 % Ausbeute. Die Acylierung in Acetonitril mit N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid
und Fumarsduremonoethylester lieferte N-Acetyl-(10,11-dihydro-5H-dibenz[b.f ]azepin-3-

yl)amino-4-oxo-(E)-2-butensdureethylester A2 mit einer Ausbeute von 23 %.

4.3.3. Diskussion der Ergebnisse

Beide Verbindungen A1 und A2 stellen schwache reversible Inhibitoren der West-Nil-
Virus NS2B/NS3-Protease mit ICsg-Werten von ca. 1 mM dar. Damit konnte durch die
Verkniipfung der Sonde mit einem Fragment, der ICsp-Wert um den Faktor 3.5 verringert
werden. Dies bestitigt die Arbeitshypothese, dass Sonde AS2 und Fragment F1 auf der
Proteaseoberfliche miteinander reagieren und die Selbstorganisation einer inhibitorisch
wirksameren Verbindung ermdoglichen. Die Inhibitionswerte sind fiir eine verniinftige

Leitstrukurentwicklung nicht ausreichend. Jedoch ist zu erwédhnen, dass bei diesem Ansatz
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Schema 4.2 Schematische Darstellung der Synthesewege von A1 und A2. Reagenzien und Bedingungen: (i)
(E-4-Oxobut-2-ensdureethylester, NaCNBH3, MeOH, RT, 12 h (if) Fumarsduremonoethylester,
DCC, NEt3, MeCN, RT, 12 h.

keine Sonde mit bekannter Reaktivitit bei Serinproteasen verwendet wurde. Nichtsde-
stotrotz zeigen diese Ergebnisse, dass es moglich ist den IC50-Wert einer Sonde durch
die Verkniipfung mit einem Fragment signifikant zu verringern. Findet man ein aktives
Fragment fiir eine Sonde, die einen 1C5y-Wert z. B. im uM-Bereich hat, sollte man zu

Verbindungen gelangen, die fiir die Wirkstoffentwicklung interessant sind.

32



5. Dynamisches Ligationsscreening an
der Coxsackie-Virus B3 3C Protease

5.1. Aufbau eines Assays zur dynamischen
Fragmentligation

Essenziell fiir die Substratumsetzung durch die CVB3 3C Protease ist das Vorhandensein
einer Gln-Gly-Spaltstelle. Dariiber hinaus diskriminieren hauptsichlich die Enzymtaschen
S2 und S4 zwischen geeigneten Substraten, wobei eine Priferenz der Protease fiir Phe in
der Position P2 und fiir Ala in der Position P4 besteht.l!?”] Die Aktivitit des rekombinanten
Enzyms aus E. coli wird in vitro daher mit Hilfe eines Peptidsubstrats gemessen, dessen

Sequenz aus dieser Priferenz abgeleitet ist:

Dabcyl-KTLEALFQ | GPPVYE(Edans)-NH, Kym-Wert = 12.1 uM
H-EALFQ | pNA Kym-Wert = 89 £ 13 uM

Beide Substrate wurden von der Firma Bachem bezogen und enthalten die Erkennungs-
sequenz Glu-Ala-Leu-Phe-Gln. Dabcyl-KTLEALFQGPPVYE(Edans)-NH; ist ein FRET-
Substrat!, welches eine spezifische Eigenfluoreszenz durch den Forster-Resonanzenergietransfer
unterdriickt. Nach Spaltung des Peptids durch die Protease wird der Abstand der Dabcyl-
zur Edans-Gruppe zu groB, so dass eine Fluoreszenzemission mit einer Wellenldnge von
538 nm detektiert werden kann, wenn vorher mit einer Lichtquelle der Wellenlidnge 355
nm angeregt wurde. Auch bei dieser Protease wurde auf Zusitze fiir die Pufferlosung
weitestgehend verzichtet. So ist die Pufferlosung lediglich aus 100 mM HEPES-NaOH (pH

'Der Ky-Wert wurde von Mitarbeitern der AG Hilgenfeld im Institut fiir Biochemie der Universitiit zu
Liibeck bestimmt.
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7.5) und 1 mM EDTA zusammengesetzt. Obwohl 3CP™ eine Cysteinprotease ist, kann auf
reduzierende Reagenzien wie Dithiotreitol (DTT) im Assay verzichtet werden, da dadurch
die Aktivitidt der Protease, wenn sie frisch exprimiert wurde, nicht signifikant gesteigert
wird.[128]

5.2. Dynamisches Ligationsscreening mit AS1

Die Chlormethylketon-Sonde AS1 zeigte sich bei der CVB3 3C Protease deutlich aktiver
als bei der WNV NS2B/NS3 Protease, was sich auch an dem hoheren kip,./Ki-Wert
von 29.4 + 0.8 M~ !s™! erkennen lisst (siehe Tabellenanhang A.1, S. 177). Fir das
Ligationsscreening wurde AS1 in einer Konzentration von 10 uM eingesetzt, was die
Aktivitit der Protease iiber einen Zeitraum von 10 Minuten um circa 20 % verminderte.
Es wurden 750 primédre Amine bei einer Konzentration von 320 uM gescreent, wovon
Fragment F2 die Aktivitidt der Sonde signifikant verstéarkte (siche Abb. 5.2).

5.2.1. Synthese des Aminfragmentes F2 und F3

Das Aminfragment F2 konnte in einer fiinfstufigen Synthese ausgehend von kommer-
ziell erhiltlicher 3-Brompropansiure hergestellt werden (siehe Schema 5.1). Die erste
Stufe war die Umsetzung der Carbonsiure mit Thionylchlorid und Ethanol, welche den
Ethylester in 83 %iger Ausbeute lieferte. AnschlieBend musste der Bromsubstituent unter
klassischen Finkelstein-Bedingungen!'?®! durch Iodid ersetzt werden, um das Molekiil
fiir die Einfiihrung einer Nitrogruppe reaktiv genug zu machen. Die Umhalogenierung
lieferte nach Normalphasen-Chromatographie 3-lodpropansdureethylester in 93 %iger
Ausbeute. Das Iodalkan wurde dann unter Schutzgas-Atmosphire und Lichtausschluss
mit Silbernitrit (welches direkt vor der Verwendung durch Reaktion einer wissrigen
Losung von Silbernitrat mit Kaliumnitrit frisch hergestellt werden musste) in Diethy-
lether umgesetzt, was das entsprechende Nitroalkan in 92 %iger Ausbeute lieferte. Die
analytischen Daten entsprechen der Literatur.!'3% 3-Nitropropansiureethylester wurde
dann in Ethanol vorgelegt und mit 2.1 Aquivalenten Natrium versetzt. Anschliefend
wurde eine dquimolare, wissrige Losung des frisch hergestellten Diazoniumsalzes von
p-Toluidin zugetropft, was nach Extraktion und Reinigung mittels HPLC 3-Nitro-3-(2-
(p-tolyl)hydrazono)propansiureethylester lieferte. Die Reduktion der Nitroverbindung in
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Methanol mit Ammoniumformiat und Zink lieferte schlieBlich das gewiinschte Amin-

fragment 5-Amino-2-(p-tolyl)-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-on F2 in 90 %iger Ausbeute.

1.1, ~_© NO, NH,
2, T a
3. i - o N,N

. N
) 0] iv HN v
HOJ\A Br /\OJ\/\ NO, <>
F2b

F2a F2

Schema 5.1 Schematische Darstellung des Syntheseweges von F2. Reagenzien und Bedingungen: (i) SOCl,,
EtOH, reflux, 2 h (if) Nal, Aceton, RT, 1 h (iii) Argon-Atmosphire, AgNO,, Et;0, 0 °C, 12 h (iv)
1. Na, EtOH; 2. p-Toluidin, HCI, NaNO;, H,0, 0 °C, 2 h (v) Ammoniumformiat, Zinkpulver,
MeOH, RT, 5 d.

Mit dem synthetisierten Aminfragment F2 konnten die Ergebnisse des Screenings
nicht reproduziert werden. Eine LC/MS-Analyse des Molekiils aus der Aminbibliothek
zeigte eine einheitliche Verbindung, welche aber 16 Da zu leicht fiir die angenommene
Struktur war (sieche Abb. 5.1).

A B
150- — 100 300+ J— ~100
— 254 nm — 254 nm

= | % B 80 = | % B I 80

2 1004 m/z=190.0 o 2 2004 m/z =174.0 o
g (Pyrazolon) leo £ g (Pyrazol) leo £
g = g =4
2 w 2 w
g 507 = £ 100- s
< <

0+4.< 0=
T T T 0 T T T 0

0 2 4 6 0 2 4 6
Zeit [min] Zeit [min]

Abb. 5.1. Abgebildet ist das LC/MS-Chromatogramm des synthetisierten Amins F2 (A), sowie das LC/MS-
Chromatogramm der Verbindung aus der Substanzbibliothek (B). Beide Verbindungen unterschei-
den sich sowohl in ihrem m/z-Verhiltnis, als auch in ihrer Retentionszeit (verwendete Trennsaule:
Zorbax-C8; siehe 7.2.3). Es handelt sich also zweifelsfrei um zwei verschiedene Substanzen.

Eine Verbindung mit der korrekten Masse stellt das entsprechende Pyrazol-Derivat
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F3 dar. Ob das urspriingliche Pyrazolon instabil ist und zum Pyrazol reduziert wurde oder
es sich um einen Beschriftungsfehler handelte, konnte nicht abschlieBend geklirt werden.
Die Synthese von F3 konnte durch Kupfer-katalysierte N-Arylierung von 3-Aminopyrazol
mit 4-lodtoluol in Anlehnung an Suh et al. realisiert werden (siehe Schema 5.2).131 Die
einstufige Mikrowellenreaktion lieferte 1-(p-Tolyl)-1H-pyrazol-3-amin F3 mit 85 %iger

Ausbeute.

NH,
\

| 14 ‘
NH, i N,N
/ }N + ©
N
H
F3

Schema 5.2 Schematische Darstellung des Syntheseweges von F3. Reagenzien und Bedingungen: (i) CsCOs3,
Cul, DMF, 190 °C, 20 Min.

Die tibereinstimmende Identitét der synthetisierten Verbindung und des Molekiils aus
der Fragmentbibliothek konnte mittels LC/MS belegt werden. Auch zeigte die syntheti-
sierte Substanz F3 die gleiche Reaktivitit wie die Probe der Fragmentbibliothek bei der
dynamischen Fragmentligation (siche Abb. 5.2).

5.2.2. Kovalente Verknlipfung von Sonde und Fragment

Die Verkniipfung von Sonde und Fragment kann, wie in Abschnitt 4.3.2 erldutert, durch
reduktive Aminierung oder Acylierung ermoglicht werden. Die reduktive Aminierung von
AS1 mit F3 fiihrte jedoch nicht zum gewiinschten Produkt. Die Reduktion des Imins liefert
ein sekundires Amin, welches in einer Sy2-Reaktion das Chlor-substituierte Kohlenstoff-
atom angreift und unter Ausbildung eines Pyrrolidins, intramolekular zyklisiert. Da diese
unerwiinschte Reaktion auch fiir andere Reduktionsbedingungen zu erwarten ist, wurde
auf die Durchfiihrung der reduktiven Aminierung verzichtet und sich auf die Acylierung
von F3 mit 4-Chlor-2,2-dimethylacetessigsidure AS1d beschrinkt. AS1d wurde in einer
vierstufigen Synthese, ausgehend von kommerziell erhéltlichem Acetessigsidureethylester,

in 24 % Gesamtausbeute erhalten (siehe Schema 5.3).
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Abb. 5.2. Abgebildet ist das aktive Aminfragment F3 (links), sowie der zeitliche Verlauf der Fluores-
zenzintensitit in RFU wihrend des Ligationssassays bei verschiedenen Zusitzen (rechts). Die
Positivkontrolle steht fiir einen uninhibierten Assay, bei dem anstatt der Sonde oder des Fragments
eine dquivalente Menge DMSO verwendet wurde. AS1 bzw. F3 steht fiir den zeitlichen Verlauf
des Assays bei einer Konzentration von 10 uM AS1 bzw. 320 uM F3. Wird sowohl Sonde als auch
Fragment dem Assay zugesetzt, ist die freiwerdende Fluoreszenz signifikant verringert (AS1 +

F3).
(@] (@] i O @] ii O (0]
/\OM T ©/\OJ\)J\ T ©ﬂo)§<u\
ASla AS1b
iii
o o v o o
AS1d ASlc

Schema 5.3 Schematische Darstellung des Syntheseweges von AS1d. Reagenzien und Bedingungen: (i)
Benzylalkohol, Toluol, 105 °C, 24 h (ii) NaH, Mel, THF, RT, 1 h (iii) SO,Cl,, RT, 12 h (iv) Ha,
Pd/C, EtOAc, RT, 8 h.

Die erste Stufe war die Umesterung des Ethylesters mit Benzylakohol in Toluol.
Der Benzylester wurde aufgrund der moglichen milden Spaltung gewihlt, da unter den
klassischen Bedingungen der Esterentschiitzung (wissrige Natronlauge) 4-Chlor-2,2-
dimethylacetessigsdure nicht stabil ist. Die Umesterung wurde unterhalb des Siedepunkts
von Toluol in einem offenen Kolben durchgefiihrt, so dass freies Ethanol entweichen konn-

te und die Gleichgewichtsreaktion auf die Seite des Benzylesters verschoben wurde. Nach
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24 Stunden war die Reaktion beendet und mittels Normalphasen-Chromatographie konnte
Acetessigsdurebenzylester AS1a mit 85 % Ausbeute isoliert werden. Die zweifache Methy-
lierung der aktivierten Methylengruppe wurde dann mit Natriumhydrid und Methyliodid
realisiert, was 2,2-Dimethylacetessigsdurebenzylester AS1c in 72 %iger Ausbeute lieferte.
Die Chlorierung erfolgte selektiv an der Methylketongruppe, die aufgrund der Keto-Enol-
Tautomerie fiir den Angriff eines Chloronium-Ions empféanglich ist. Chloronium-Ionen sind

aus Sulfurylchlorid erhiltlich, welches wie in Gleichung 5.7 dargestellt, dissoziiert.!!3?]

SO,Cly = SO,Cl™ +CIT (5.1)

Die Ausbeute der Chlorierung war mit 40 % relativ gering, was durch Anpassungen
der Reaktionsbedingungen aber sicherlich noch steigerbar ist. Als letzter Schritt wurde
der Benzylester in 8 Stunden mittels Hydrogenolyse zur Carbonsidure umgesetzt. Fil-
tration des Reaktionsgemisches zur Entfernung des Katalysators und das Belassen im
Hochvakuum fiir mehrere Stunden zur Entfernung des Benzylalkohols, lieferte 4-Chlor-
2,2-dimethylacetessigsdure AS1d in quantitativer Ausbeute.

AS1d wurde dann mit F3 und dem Kupplungsreagenz N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid
umgesetzt, was 4-Chlor-2,2-dimethyl-1-[1-(p-tolyl)-1H-pyrazol-3-ylamino]-1,3-butandion
CK1 mit 65 % Ausbeute lieferte. CK1 stellt einen irreversiblen Inhibitor der CVB3 3C
Protease, mit einem kip,c/Ki-Wert von 2.29 + 0.04 M~ !s~!, dar (siehe Abbildung 5.3).

5.2.3. Validierung und Evaluierung der Ergebnisse

Aus dem enzymkinetischen Verlauf des Proteaseassays ldsst sich schlieen, dass CK1
einen irreversiblen Inhibitor darstellt. Dies zeigen auch die ESI-MS-Messungen, aus denen
eine einfache kovalente Modifizierung der Protease mit 284 Da hervorgeht. Da die CVB3
3C Protease nur einen Cysteinrest besitzt, liegt es nahe, dass auch dort die Modifizierung
stattfindet, da das Thiolat das stirkste Nukleophil des Proteins ist. Bei Inkubation der
3C Mutante C147A, bei der das aktive Cystein durch Alanin ersetzt wurde, konnte keine
Modifizierung des Proteins mittels Massenspektrometrie nachgewiesen werden (siehe Abb.
5.4). Dies beweist eine ausschlieBliche Modifizierung des katalytischen Cysteins.

CK1 stellt, genau wie die Sonde AS1, einen irreversiblen Inhibitor der CVB3 3C
Protease dar. Die Verkniipfung der Sonde mit dem Aminfragment fiihrte jedoch zu ei-

ner Abnahme der inhibitorischen Aktivitit, was durch den um den Faktor 12 kleineren
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Abb. 5.3. Dargestellt ist der Syntheseweg von CK1 (A). Reagenzien und Bedingungen: (i) DCC, DCM, RT,
0,5 h. B zeigt die Fluoreszenzintensitit in RFU gegen die Messzeit in Sekunden bei verschiedenen
Konzentrationen von CK1 beim CVB3 3C Proteaseassay zur Bestimmung der kqps-Werte. C zeigt

die kophs-Werte, aufgetragen gegen die Inhibitorkonzentration, zur Bestimmung des kiyac/Ki-Wertes
von CK1.

kinact/K1-Wert ausgedriickt wird. Dies bedeutet, dass die Amidbindung zwischen Sonde
und Fragment, nicht dem Verkniipfungszustand wihrend der Fragmentligation im Assay
entspricht. Ein Docking des Inhibitors CK1 in die Substratbindungstasche der CVB3
3C Protease bestitigt diese Annahme, da gezeigt werden konnte, dass durch den groflen
sterischen Anspruch der Methylgruppen von CK1, der Inhibitor nicht mit der S1-Tasche
wechselwirken kann. Abbildung 5.5 zeigt drei plausible Bindungsmodi des Inhibitors nach

der kovalenten Reaktion mit dem Cysteinrest. Dabei ist zu erkennen, dass CK1 keine
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Abb. 5.4. Abgebildet sind die dekonvoluierten ESI-MS-Spektren der CVB3 3C Protease nach Inkubation
mit CK1 (A), sowie der CVB3 3C Mutante C147A nach Inkubation mit CK1 (B).
P steht fiir die unmodifizierte CVB3 3C Protease, P* steht fiir die unmodifizierte CVB3 3C
Protease-Mutante C147A.
Molekulargewicht CVB3 3C Protease: 21471 Da, theoretisches Molekulargewicht modifizierte Pro-
tease: 21755 Da; Molekulargewicht CVB3 3C Protease-Mutante C147A: 21439 Da, theoretisches
Molekulargewicht modifizierte Protease-Mutante C147A: 21723 Da.

substratihnlichen Wechselwirkungen mit der S1-Bindungstasche des Proteins eingeht,
sondern eher iiber hydrophobe Kontake durch Belegung der S2-Tasche bindet.

Da eine iiberadditive Verstiarkung bei der Fragmentzugabe im Assay zweifelsfrei ge-
zeigt werden konnte, muss entweder ein allosterischer Effekt oder eine alternative Verkniip-
fungsmoglichkeit von Sonde und Fragment vorliegen. Sollte ein allosterischer Effekt dem
Assayergebnis zu Grunde liegen, lie3e sich das mit Hilfe eines Assays nachweisen, da die
Bildungs- bzw. Zerfallsgeschwindigkeit des Enzym-Substrat-Komplexes bei der nicht kom-
petetiven Aktivierung (bei Zugabe des Fragments F3) anders ist als bei der kompetetiven
Hemmung (bei Zugabe der Sonde AS1).[133:134] Eine alternative Verkniipfungsmoglichkeit
von Fragment und Sonde konnte ausgebildet werden, wenn das Aminopyrazol nicht wie
angenommen als N- sondern als C-Nukleophil reagiert. Analog einer Aldolreaktion kdnnte
es mit der Aldehydsonde ein Produkt liefern, welches aufgrund der unterschiedlichen
Molekiilgeometrie Zugang zu vollig anderen Protein-Ligand-Interaktionen hat als CK1.
Es gelang bis jetzt noch nicht dieses Produkt nachzuweisen. ESI-MS-Messungen der

Assaylosung von Sonde und Fragment zeigten nur eine Markierung des Proteins mit der
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CK1

Iz

Abb. 5.5. Abgebildet sind die Strukturformel von CK1 (A) sowie drei Bindungsmodi eines energieminimier-
ten Modells von CK1 gedocked in die Substratbindungstaschen der CVB3 3C Protease (B bis D).
Die Farbcodierung entspricht den Atomsorten (Kohlenstoff = grau, Sauerstoff = rot, Stickstoff =
blau, Schwefel = gelb).
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Sonde (siehe Tabelle A.2). Da der ESI-MS-Messung eine UHPLC? vorgeschaltet ist, be-
steht die Moglichkeit, dass ein labiles Produkt vor der massenspektrometrischen Analyse
zerfillt und somit mit dieser Methode nicht nachweisbar ist. Eine Alternative wiére es,
mogliche Ligationsprodukte mittels NMR nachzuweisen. Das Signal des Aldehydprotons
der Sonde ist relativ weit im Tieffeld angesiedelt, was das Nachvollziehen einer Reaktion
der Aldehydgruppe durch die Abnahme des Signals einfacher macht.

Es gelang also aus 750 getesteten Aminfragmenten eine aktive Kombination zu identi-
fizieren, welche auch nach kovalenter Verkniipfung noch kovalent mit dem aktiven Zentrum
der Protease reagiert. Dies konnte mit Hilfe von ESI-MS-Messungen nachgewiesen werden
(siehe Tabelle A.2). CK1 stellt somit eine erste Leitstruktur eines irreversiblen 3C Proteas-
einhibitors dar. Dieser muss nun unter Beachtung der Ergebnisse von Docking-Studien

und Proteaseassays strukturell optimiert werden.

5.3. Dynamisches Ligationsscreening mit AS2

E-4-Oxobut-2-ensdureethylester AS2 stellt eine sehr potente Sonde dar, die bis in den
einstellig nanomolaren Bereich Aktivitit zeigt (kinact/Ki = 146600 & 5850 M~!s~1). Im
dynamischen Ligationsscreening wurde die Sonde mit einer Konzentration zwischen 34
und 66 uM eingesetzt und mit 280 einzelnen Aminfragmenten auf Aktivitdtverstarkung
hin untersucht. Es konnte jedoch keine aktive Kombination identifiziert werden, so dass

das Screening mit dieser Sonde nicht weiter verfolgt wurde.

5.4. Dynamisches Ligationsscreening mit AS3

28,3S-Epoxy-4-oxobutansidureethylester AS3 ist ein schwacher, irreversibler CVB3 3C
Proteaseinhibitor mit einem kjyae/Ki-Wert von 2.4 4+ 0.1 M~!s™! (siehe Tabelle A.1). ESI-
MS-Messungen belegen den irreversiblen Inaktivierungsmechanismus, da nach Inkubation
der 3C Protease mit AS3 ein Massenzuwachs zu verzeichnen ist (siche Abschnitt 5.4.1.1
fiir eine ausfiihrliche Analyse des MS-Spektrums).

Fiir das Ligationsscreening wurde AS3 in einer Konzentration von 400 uM eingesetzt,

’Die UHPLC-MS-Experimente wurden zusammen mit Dr. Andreas Springer am Geriitezentrum BioSupra-
Mol der FU Berlin durchgefiihrt.
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was die Aktivitdt der Protease iiber einen Zeitraum von 10 Minuten um circa 20 %
verminderte. Es wurden 850 primire Amine bei einer Konzentration von 320 uM getestet,
wovon Fragment F4 die inhibitorische Aktivitit der Sonde signifikant verstérkte (siehe
Abb. 5.6B). Um den Inhibitionswert kqps/I bzw. kin,o/Ky des Ligationsproduktes von AS3
und F4 abzuschitzen, wurde eine Verdiinnungsreihe aus Sonde und Aminfragment (im
molaren Verhiltnis von 1.25 : 1) getestet, wobei sich zeigte, dass die Kombination bis
in den niedrigen zweistelligen pM-Bereich wirksam ist. Nimmt man an, dass Sonde und
Fragment im Ligationsassay mit 100 %igem Umsatz ein homogenes Produkt liefern, ergibt
sich dafiir ein kipae/Ki-Wert von 8.3 + 0.6 M~ 's~!, was um den Faktor 3.5 aktiver wire
als die Sonde allein (siche Abb. 5.6 C,D).

5.4.1. Synthese des Aminfragmentes

Das Aminfragment F4 konnte in einer zweistufigen Synthese, ausgehend von kommerziell
erhiltlichem Cycloheptanon und 2-Cyanacethydrazid, hergestellt werden (siehe Schema
5.4).
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Schema 5.4 Schematische Darstellung des Syntheseweges von F4. Reagenzien und Bedingungen: (i) EtOH,
reflux, 1 h (if) NaBHy, H>O, RT, 16 h.

Die erste Stufe stellt die Umsetzung des Ketons mit 2-Cyanacethydrazid in siedendem
Ethanol dar, was nach Abkiihlen der Reaktionslosung und Umkristallisation des entstande-
nem Niederschlags, das Ketimin in 73 %iger Ausbeute lieferte. Die Reduktion des Ketimins
zum entsprechenden 1-alkylierten 5-Amino-1,2-dihydropyrazol-3-on wurde in Anlehnung
an die Vorschrift von Gyulbudaghyan et al. mit einer wéssrigen Losung von Natriumborhy-
drid durchgefiihrt.['3%] Dies lieferte 5-Amino-1-cycloheptyl-1,2-dihydropyrazol-3-on F4

in 77 %iger Ausbeute, was einer Gesamtausbeute von 56 % {iiber beide Stufen entspricht.
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Abb. 5.6. A: AS3 und F4 B: Abgebildet ist das Ergebnis des dynamischen Ligationsscreenings fiir die
Kombination aus Sonde AS3 und Fragment F4. Aufgetragen ist die Fluoreszenzintensitit in RFU
bei 538 nm gegen die Messzeit in Sekunden bei verschiedenen Substanzzusitzen zur Assay-
16sung. C: Abgebildet ist die Fluoreszenzintensitit in RFU bei 538 nm gegen die Messzeit in
Sekunden bei verschiedenen Konzentrationen von Sonde AS3 und Aminfragment F4 beim 3C
Proteaseassay. D: Abgebildet sind die zu C korrespondierenden kops-Werte, aufgetragen gegen die
Inhibitorkonzentration des hypothetischen Produktes EP1, zur Bestimmung des kip,/Ki-Wertes.

5.4.1.1. Analyse der Reaktionsprodukte des Ligationsassays

Die Ligationsreaktion wurde chromatographisch und massenspektrometrisch verfolgt
(siehe Abb. 5.7). Die LC/MS-Analyse der Assaylosung zeigte zwei unabhiingige Reak-
tionsprodukte, die bei 254 nm im Peakfldchenverhiltnis von 40:60 vorliegen (siehe Abb.
5.7 Peak b und c, Peak a entspricht unumgesetzten F4).

Beiden Peaks liegt eine Verbindung mit der Masse von 339 Da zu Grunde, wobei

das Massenspektrum von Peak b zusitzlich noch einen Peak mit der Masse von 357 Da
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Abb. 5.7. A:Abgebildet ist das LC/MS-Chromatogramm der Ligationslosung von AS3 und F4 in Tetrahy-
drofuran (hellgrau) und in Wasser mit (schwarz) und ohne Zusatz von Protease (dunkelgrau). B:
Abgebildet ist ein Ausschnitt des LC/MS-Chromatogramms des Trennlaufs.

Trennsiule: Luna C-18; siehe 7.2.3.

zeigt. 339 Da entspricht der Summe der Massen von Aldehydsonde und Pyrazolon. Peak d
beinhaltet Verbindungen mit den Massen 321 Da und 516 Da. Eine Abweichung von 321
Da entspricht dabei der Masse des Imins von AS3 und F4. Dies ist unerwartet, da die Aus-
bildung eines Imins per LC/MS theoretisch nicht nachzuvollziehen ist, da das sdurelabile
Imin durch die stark sauren Bedingungen wihrend der Chromatographie hydrolysiert wird.
Peak e ist eine Verbindung der Masse 516 Da. Keiner der Hauptpeaks lief3 sich isolieren
und mittels Kernresonanzspektroskopie analysieren, da ldngeres Stehen, extrahieren, ly-
ophilisieren oder auch die chromatographische Reinigung zu einer Zersetzung der beiden
Verbindungen fiihrte. Die Aufnahme eines NMR-Spektrums des Reaktionsgemisches in
D»O0 lieferte ein komplexes Spektrum mit einer Vielzahl von Peaks, die nicht eindeutig ei-
ner Verbindung zugeordnet werden konnten. Eine Ubersicht moglicher Ligationsprodukte
zeigt Abbildung 5.8.

Das Auftreten mehrerer Reaktionsprodukte ist nicht verwunderlich, da F4 theoretisch
in einem Tautomeriegleichgewicht mit fiinf isomeren Strukturen vorliegt (sieche Schema
5.5). Aus diesem Schema wird ersichtlich, dass F4 nicht einfach ein primédres Amin ist,
da es ebenso als vinyloges Amid und somit Harnstoff-Derivat und als Amino-Amidin

betrachtet werden kann.

45



5 | DYNAMISCHES LIGATIONSSCREENING AN DER COXSACKIE-VIRUS B3 3C

PROTEASE

Molekulargewicht: 321.4
Peak d

Faas
0 <f%>‘0
HWN//n..

°N

Molekulargewicht: 339.4
Peak b/c

0] O/—
o )
Q>’iii' o
HN\N\ NH,
o} o/__
\ T,
NH O
0.__0
HOMTW 0
o}
| D—NH;,
N

O

Molekulargewicht: 516.6
Peak d/e

Abb. 5.8. Abgebildet sind mogliche Ligationsprodukte von AS3 und F4 nach Molekulargewicht sortiert.
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Schema 5.5 Abgebildet sind die fiinf verschiedenen tautomeren Formen von F4.

Mittels Kernresonanzspektroskopie konnte gezeigt werden, dass F4 in polaren L6-
sungsmitteln (hier DMSO) ausschlieBlich in der Ketoform (F4?) vorliegt. Das Proton
des Stickstoffs der Amidgruppe liefert ein Signal bei ~ 9 ppm (vgl. Abschnitt 10.4.2).
Eine OH-Funktion wiirde ein Signal bei ~ 11 ppm liefern. Katritzky et al. zeigten, dass
Pyrazol-3-one in unpolaren Losungsmitteln und als Feststoff hauptsidchlich in der OH-
Form (analog F4P) vorliegen.[!3¢] Dies konnte durch die Aufnahme eines NMR-Spektrums
von F4 in deuteriertem Pyridin bestiitigt werden. Die OH-Funktion von F4P liegt dabei
aber deprotoniert vor, woraus eine Pyrazololat-Form resultiert. Die Verbindungen F4¢¢
konnten bisher noch nicht experimentell nachgewiesen werden. Trotzdem bestitigten die
durchgefiihrten NMR-Untersuchungen die Annahme, dass ein Tautomeriegleichgewicht
fiir F4 existiert, was je nach Reaktionsbedingungen zu unterschiedlichen Isomeren fiihren
kann. Dies wirkt sich auch entscheidend auf die Reaktivitit der Verbindung aus.'37! So
kann man nicht davon ausgehen, dass F4 zusammen mit Aldehydsonde AS3 ausschlielich
eine klassische Imin-Reaktion eingeht. Van Haverbeke et al. untersuchten das Reaktions-
verhalten von 5-Amino-1-methyl-1,2-dihydropyrazol-3-on mit Carbonylverbindungen und

konnten zeigen, dass diese Pyrazolonklasse vorrangig (zu 60 %) iiber das C-4 reagiert
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und nur zu 40 % iiber das Amin an C-5.138] Die Reaktion des 5-Aminopyrazol-3-ons
mit einem B-Dicarbonyl fiihrt dann iiber eine zweifache Kondensationsreaktion zu einem
Pyridyl-Bizyklus, wobei die monokondensierten Verbindungen nicht isolierbar waren.
Einen bedeutenden Einfluss auf den Verlauf der Ligationsreaktion hat auch die An-
bzw. Abwesenheit des Enzyms. Wihrend bei Anwesenheit des Enzyms hauptsédchlich
Additionsprodukte von F4 und AS3 nachweisbar waren, so wird bei Abwesenheit des
Enzyms ebenfalls das Additionsprodukt von Peak b gebildet, jedoch kommt es anstatt zur
Bildung des zweiten Aldoladdukts zur Ausbildung eines Monokondensationsprodukts aus
einem Molekiil AS3 und zwei Molekiilen F4. Dies ist in Einklang mit den Ergebnissen
von Wang et al., die 3-Methyl-1-phenyl-pyrazol-5-on mit Aldhyden in Wasser umgesetzt
haben.['3% Das daraus gebildete Produkt besteht aus zwei Pyrazol-5-onen, welche iiber
die C-4 Position unter Dehydratisierung mit einem Aldehydmolekiil verkniipft sind. Diese
Art von Reaktionsprodukt bildet sich auch, wenn die Ligationsreaktion von AS3 und F4
in organischem Losungsmittel (hier Tetrahydrofuran) durchgefiihrt wird (Peak e). Dieses
Produkt ist aber unpolarer als das entsprechende Produkt der Reaktion in Wasser und
besitzt einen deutlich groBBeren Re-Wert. Es handelt sich also, aller Wahrscheinlichkeit
nach um zwei isomere Strukturen, wie auch die beiden Peaks b und c zu sein scheinen.
Das ESI-MS-Spektrum einer Mischung von AS3 und F4 in THF, welches nicht chro-
matographisch getrennt wurde, zeigt ebenfalls nur zwei Produkte (siehe Abb. 5.9). Jedoch
besitzt der Basispeak nicht das m/z-Verhiltnis von 340, sondern das m/z-Verhiltnis von
322, welches einem Kondensationsprodukt von AS3 und F4 entspricht. Eine klare Aussage
iber die Struktur des Ligationsproduktes ist somit nicht moglich, da AS3 und F4, wie
schon erwéihnt, iiber die C-4 Position und die Aminofunktion eine Kondensationsreaktion
eingehen konnen.[1401 Welche der beiden Varianten hier vorliegt, wurde versucht mit-
tels ESI-Massenspektrometrie der Assaylosung zu klaren. Dazu wurden zwei gepufferte
Proben der CVB3 3C Protease einmal mit AS3, sowie einmal mit einer Mischung aus Al-
dehydsonde AS3 und Pyrazolon F4 inkubiert. Die erste Probe zeigte im Massenspektrum
erwartungsgemal zwei Peaks. Einen fiir die unmodifizierte Protease und einen zweiten,
der den Massenzuwachs um die Aldehydsonde anzeigte (siehe Abb. 5.10A). Die zweite
Probe hitte bei Ausbildung einer Iminbindung aus Sonde und Pyrazolon, eine deutliche
Verhiltnissteigerung vom Protease-AS3-Peak zum Protease-Peak zeigen miissen, da die
Ligation von F4 und AS3 die Reaktion der Sonde mit dem aktiven Cystein forciert. Das

Imin miisste dann aber wihrend der vorgeschalteten UHPLC hydrolysiert werden, wonach
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Abb. 5.9. Abgebildet sind AS3 und F4 (A) sowie das HR-ESI-MS-Spektrum der Reaktionslosung von AS3
und F4 in THF (B). Der Basispeak mit dem m/z-Verhéltnis von 322 entspricht dem Kondensations-
produkt von einem Molekiil AS3 und einem Molekiil F4. Der Peak mit dem m/z-Verhiltnis von
517 entspricht dem Kondensationsprodukt von einem Molekiil AS3 und zwei Molekiilen F4.

sich somit nur der kovalent an die Protease gebundene Teil massenspektrometrisch messen
lieBe. Im zweiten Spektrum ist der Protease-AS3-Peak jedoch ginzlich verschwunden und
stattdessen ein Peak mit der Massendifferenz 339 m/z zum Protease-Peak zu erkennen
(siche Abb. 5.10B). Dies bedeutet, dass sich ein hydrolysestabiles Produkt der Masse 339
Da aus Aldehydsonde AS3 und Pyrazolon F4 bildet, welches als bevorzugtes Reaktions-
produkt mit der Protease reagiert. Dies widerspricht der Annahme, dass das Pyrazolon iiber
eine Iminbindung die Aldehydsonde ins aktive Zentrum dirigiert, sondern deutet auf ein
iiber das C-4 verkniipftes Additionsprodukt EP1 als hauptsichliche reagierende Spezies
hin (siehe Abb. 5.11). Es ist jedoch auch nicht auszuschlieBen, dass sich EP1 erst nach
der Reaktion des Epoxids mit der Protease bildet. Falls das Imin mit dem C-4 verkniipften
Produkt um die Reaktion mit dem Thiol konkurriert und sich das Additionsprodukt auch
aus Pyrazolon und abreagierter Aldehydsonde bilden kann, so wird das Massenspektrum
ausschlieBlich eine Modifizierung mit dem Additionsprodukt zeigen. Es ist also nicht
abschlieBBend geklart, ob der Ligation ein dynamisches Gleichgewicht aus Amin, Aldehyd
und Imin zu Grunde liegt oder Sonde und Pyrazolon in einer irreversiblen Reaktion ein ko-
valentes Produkt bilden, welches den eigentlichen Inhibitor darstellt. Nichtsdestotrotz stellt

Verbindung EP1 einen "echten hit" dar, da die kovalente Modifizierung der Protease durch
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Abb. 5.10. Abgebildet sind die dekonvoluierten ESI-MS-Spektren der CVB3 3C Protease inkubiert mit AS3
(A) und inkubiert mit einer Mischung von AS3 und F4 (B). Es wird deutlich, dass durch die
Zugabe des Pyrazolons F4 nicht die Bindung von AS3 verstirkt wird, sondern dass sich ein
kovalentes Additionsprodukt aus Sonde AS3 und Pyrazolon F4 bildet (mit dem Molekulargewicht
von 339 Da), welches das einzige Produkt darstellt, welches mit der Protease eine kovalente
Bindung eingeht.
Molekulargewicht CVB3 3C Protease: 21471 Da, Molekulargewicht AS3: 144 Da, Molekularge-
wicht F4: 195 Da.

die Zugabe des Pyrazolons deutlich gesteigert wurde. Somit reagiert das Pyrazolon mit der
Aldehydsonde zu einem Ligationsprodukt, welches eine groBBere inhibitorische Aktivitt
zeigt als die Summe der Einzelteile AS3 und F4. Eine Modellierung des Bindungsmodus
des hypothetischen Ligationsproduktes EP1 im katalytischen Zentrum der Protease mit
Hilfe von Molecular Operating Environment (MOE)!'*1] zeigt, dass durch die Verkniipfung
von AS3 und F4 am C-4 des Pyrazolons, F4 seine eigentliche Bindungsorientierung in
der S1-Tasche beibehalten kann (siehe Abb. 5.11B) und EP1 eine rationale Erweiterung
darstellt (siche Abb. 5.11C). EP1 imitiert die Wechselwirkungen des natiirlichen Sub-
strats (Glutamin) in S1 durch Wasserstoffbriickenbindungen mit den Seitenketten von
Thr142 und His161. Nach der Reaktion mit AS3 und auch nach der Reaktion mit dem
aktiven Thiol, bleiben diese Bindungen bestehen und werden durch die Wechselwirkungen
zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff der Estergruppe und den Amidprotonen von Cys147,
GIn146 und Gly145 im gebildeten Anionen-Loch erginzt (siche Abb. 5.11D)?. Wiirde

3Die Abbildungen wurden von R. Schulz (FU Berlin, AG Wolber) zur Verfiigung gestellt
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die Ligation zwischen F4 und AS3 iiber eine Iminbindung erfolgen, miisste sich F4 zur
Ausbildung einer kovalenten Bindung mit dem aktiven Cystein aus der S1-Tasche drehen
und konnte dadurch nicht mehr die nativen Wasserstoffbriicken ausbilden. Dies wiirde den
energetischen Zustand der Proteasebindung erheblich erhéhen und gegen die vorliegenden
enzymkinetischen Daten sprechen.

EP1 besitzt drei Stereozentren, wovon zwei durch die Konfiguration der Aldehyd-
sonde festgelegt sind. Das dritte Stereozentrum wird bei der Aldoladdition von AS3 mit
F4 gebildet und kann folglich sowohl S- als auch R-konfiguriert sein. Abbildung 5.11A
zeigt die gemill Docking energiedrmste und somit wahrscheinlichste Konfiguration der
Hydroxymethylgruppe. Es wird deutlich, dass die Verdiinnungsreihe aus Abb. 5.6B nur
bedingt zur kijn,c/Kj-Bestimmung taugt, da moglicherweise von mehreren Produkten des
Ligationsassays auszugehen ist und nicht geklirt werden konnte, welche Verbindung zu
welchem Ausmal fiir die inhibitorische Aktivitidt verantwortlich ist und in welcher Stoff-
menge sie vorliegt. Die Bestimmung der kj,,/Kj-Werte muss somit von stabilen, kovalent
verkniipften Verbindungen aus AS3 und F4 erfolgen, wobei die Verkniipfung iiber das C-4

des Pyrazolons am wahrscheinlichsten dem Produkt der Ligationsreaktion entspricht.

5.4.2. Kovalente Verkniipfung von Sonde und Fragment
5.4.2.1. Epoxide

Geeignete Reaktionsbedingungen fiir die kovalente Verkniipfung von Sonde und Fragment
zu finden, stellte sich als eine groBBe Herausforderung dar. Das Additionsprodukt EP1 war
nicht stabil genug um isoliert werden zu konnen und zersetzte sich sogar beim Lyophilisie-
ren. Ebenso misslang es, ein stabiles Kondensationsprodukt aus F4 und AS3 zu erzeugen
und zu isolieren. Die Hauptprodukte der Reaktion von AS3 mit F4 blieben immer eine Ver-
bindung mit der Masse 339 Da sowie 516 Da. Erst die Verwendung des Reduktionsmittels
Natriumcyanoborhydrid lieferte ein stabiles Produkt. Der urspriingliche Gedanke war es,
mogliche Iminstrukturen durch reduktive Amininierung zu reduzieren und somit zu stabili-
sieren. Es stellte sich aber heraus, dass die Zugabe von Natriumcyanoborhydrid zu einer
Deoxygenierung des Aldoladditionsproduktes fiihrte, dhnlich wie es Ellinger et al.l!4?]
und Drage et al.l!*3] beschrieben haben. So lieferte die reduktive Aminierung von AS3
und F4 (2S,3R)-3-((5-Amino-1-cycloheptyl-3-oxo-2,3-dihydro-1H-pyrazol-4-yl)methyl)-
2-epoxycarbonsiureethylester EP2 als Produkt in 45 %-iger Ausbeute (siehe Schema 5.6).
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EP1

Abb. 5.11. Abgebildet sind die Strukturformel des hypothetischen Ligationsproduktes (25,3R)-3-((R)-(5-
Amino-1-cycloheptyl-3-oxo0-2,3-dihydro- 1 H-pyrazol-4-yl)(hydroxy)methyl)-2-epoxycarbon-
sdureethylester EP1 (A) sowie die energieirmste Dockingpose von F4 (B), des hypothetischen

Ligationsproduktes EP1 vor (C) und nach der Reaktion mit dem aktiven Cystein (D), im
katalytischen Zentrum der CVB3 3C Protease.

EP2 zeigt im Proteaseassay einen irreversiblen kinetischen Verlauf (siehe Tabelle A.1),

der auch massenspektrometrisch bestitigt werden konnte (sieche MS Tabelle A.2). Der
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Schema 5.6 Schematische Darstellung des Syntheseweges von EP2. Reagenzien und Bedingungen: (7)
NaCNBHj3, 1,2-Dichlorethan, MeOH, RT, 3 h.

kinact/Ki-Wert von EP2 liegt mit 3.7 = 0.2 M~ Is~1 auch iiber dem Wert der Aldehydsonde
AS3, wenn auch nicht so hoch wie die Bestimmung der Verdiinnungsreihe von Sonde
und Fragment ergab (sieche Abb. 5.6). Moglicherweise begiinstigt eine Hydroxyfunktion
an der Methylengruppe die Proteasebindung bzw. die daraus resultierende Reaktion mit
dem aktiven Thiol und fiihrt damit zu einem hoheren k;,,.«/Ki-Wert. Nichtsdestotrotz stellt
EP2 einen irreversiblen Inhibitor dar, der direkt aus der dynamischen Fragmentligation
hervorgegangen ist. EP2 erfiillt die Auswahlregeln von Lipinskil 44?4 und wurde deshalb
als Leitstruktur ausgewdhlt, welche durch strukturelle Modifizierungen in ihrer inhibitori-
schen Aktivitdt und Wirkstoffahnlichkeit weiter gesteigert werden sollte. Aufgrund der
besseren Zuginglichkeit, wurden weitere Derivate von EP2 durch Acylierung der C-5
Aminofunktion synthetisiert (siche Schema 5.7).

Die Acylierung des Pyrazolons wurde in Ubereinstimmung mit der Stereochemie
der Aldehydsonde mit trans-Epoxybernsteinsdure durchgefiihrt (sieche Schema 5.8). Kom-
merziell erhiltliche trans-Epoxybernsteinsdure ist ein Enantiomerengemisch aus 2R,3R-
und 25,3S-Epoxybernsteinsdure und liefert somit nach der Acylierung und anschliefender
Veresterung ebenfalls wieder ein Enantiomerengemisch aus (2R,3R)- und (2S5,35)-3[(2-
Cycloheptyl-5-oxo-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)carbonyl]-2-epoxy-carbonsdureethylester
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Schema 5.7 Schematische Darstellung der drei synthetisierten Derivate des Epoxid-Inhibitors EP2. EP3
(links), EP4 (Mitte) und EP5 (rechts).

EP3, welches ohne spezielle chromatographische Apparatur, wie z. B. einer chiralen HPLC-
Séaule, nicht zu trennen ist. Die Acylierung wurde mit N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid in
Pyridin und ca. drei Aquivalenten trans-Epoxybernsteinsiure durchgefiihrt, da die Acylie-
rung als erstes am C-3 Sauerstoff und erst danach am C-5 Stickstoff erfolgt. Der Ester lief3
sich nach Aufarbeitung mit Natriumhydroxid hydrolysieren, was das gewiinschte Amid lie-
ferte. EP3 zeigt im Proteaseassay unerwarteterweise einen reversiblen kinetischen Verlauf.
Der ICsp-Wert betrdgt 142.2 £ 5.6 uM und deutet darauf hin, dass die Verbindung in die S1-
Tasche der Protease bindet, die Epoxidfunktion jedoch nicht nah genug an der Thiolgruppe
des katalytischen Cysteins ist, um eine kovalente Reaktion einzugehen. Lee et al. zeigten
2007, dass grofle hydrophobe Reste in der P1’-Position zu einer erheblichen Aktivititsstei-
gerung fiihren.!® Doch auch die Synthese von (2R,3R)/(2S,3S)-N>-(2-Cycloheptyl-5-oxo-
2,5-dihydro-1H-pyrazol-3-yl)-N3-(naphthalen- 1-ylmethyl)epoxy-2,3-dicarboxamid EP4

lieferte keinen irreversiblen Inhibitor. Tatséchlich fiihrte die Modifizierung von EP2 mit
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1-Methylnaphthalen zu einer inhibitorisch komplett inaktiven Verbindung EP4 (siehe
Tabelle A.1).

EP3 + ~ — + >EP4
< 0 0
o 0 0 0
HN%/\L | HNH J. I
NTONT o NTONT " 0TS
o /

Schema 5.8 Schematische Darstellung der Synthesewege der diastereomeren Epoxidinhibitoren. Reagenzien
und Bedingungen: (i) cis-Epoxybernsteinsdure, DCC, Pyridin, RT, 16 h; NaOH, EtOH, RT, 30
min; kat. HySO4, EtOH, 90 °C, 1 h. (ii) trans-Epoxybernsteinsdure, DCC, Pyridin, RT, 16 h;
NaOH, EtOH, RT, 30 min; kat. H;SO4, EtOH, 90 °C, 1 h.

Die Generierung der Diastereomere von EP3 mit Hilfe von cis-Epoxybernsteinsidure
lieferte ein Enantiomerengemisch aus (2R,3S)- und (25,3R)-3[(2-Cycloheptyl-5-oxo-1,2-
dihydropyrazol-3-ylamino)carbonyl]-2-epoxy-carbonsédureethylester EPS (siehe Abb. 5.8),
welches jedoch keine nennenswerte inhibitorische Aktivitidt bei der CVB3 3C Protease
zeigte.

Die Acylierung des Aminfragmentes mit Epoxybernsteinsiure lieferte somit kein
weiteres Molekiil mit irreversibler inhibitorischer Aktivitédt. Aus diesem Grund wurde das
elektrophile Zentrum des Inhibibitors durch ein Michael-System ersetzt. Die Vorversuche
der Aldehydsonden deuteten darauf hin, dass «,3-ungesittigte Carbonylverbindungen
stiarkere Inhibitoren der CVB3 3C Protease sind. Dariiberhinaus existiert mit Rupintrivir
bereits ein auBBerordentlich potenter, peptidbasierter Michael-Akzeptor als 3C Protease-
hemmer, der es sogar bis in Phase IT der klinischen Entwicklungsstudien schaffte.[!18-143]
Ein weiterer Vorteil des Wechsels des elektrophilen Zentrums ist das Wegfallen der beiden

Stereozentren des Epoxids. Dies ermoglicht die direkte Identifizierung der aktiven Spezies,
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da die Verkniipfung von Sonde und Fragment nicht mehr zu diastereomeren Produkten
fiihrt.

5.4.2.2. «,B-ungesattigte Carbonylverbindungen

Es gelang Syntheserouten zu entwickeln, mit denen F4 sowohl am Sauerstoff von C-3,
am C-4, als auch am Stickstoff von C-5 modifizierbar ist (siche Schema 5.9). Fiihrt man
eine Acylierung mit DCC in Pyridin durch, so wird primér der C-3 Sauerstoff modifiziert.
Verwendet man dementsprechend mehr Aquivalente Carbonsiure, wird anschlieBend auch
der C-5 Stickstoff funktionalisiert. Basenkatalysierte Hydrolyse des Esters liefert dann ein
ausschlieBlich an C-5 modifiziertes Produkt. C-4 ist acylierbar, wenn man das Pyrazolon
in heiBer Essigsédure (60 °C) vorlegt und mit einem Anhydrid der zu kuppelnden Sédure
versetzt. Die klassischen Bedingungen der reduktiven Aminierung fithren wie auch schon
in Schema 5.6 durch Deoxygenierung zu einem in C-4 alkylierten Produkt.

Wenn der Epoxidester von EP2 durch einen Vinylester ersetzt wird (AB1), kommt
es nicht zu einer Steigerung der inhibitorischen Aktivitit des Inhibitors. So zeigte AB1
zwar den enzymkinetischen Verlauf eines irreversiblen Inhibitors (siehe Tabelle A.1),
der kinact/Ki-Wert liegt mit 0.42 + 0.01 M~ !s~! aber deutlich unter dem Wert des ent-
sprechenden Epoxids EP2. Moglicherweise fiihrt in diesem Fall der Wechsel von sp’-
auf sp?-hybridisierte Kohlenstoffe zu einer ungiinstigeren rdumlichen Orientierung des
Inhibitors. Das Einfiigen einer Carbonylfunktion an der Position der Methylengruppe
(AB2) steigerte den kip,o/Ki-Wert dann wiederum um den Faktor 300. Ein @hnlicher
Effekt wurde in Abschnitt 5.4.2.1, bei Inhibitor EP2 und EP1 bereits vermutet. AB2
wurde als Nebenprodukt bei der Synthese von AB10 gewonnen, was die schlechte Aus-
beute von 12 % iiber 2 Stufen erklért. Setzt man aber F4 mit Maleinsdureanhydrid in
heiler Essigsdure um, kann man AB2 in fast quantitativer Ausbeute erhalten. Bei der
Reaktion wird jedoch die Konfiguration der eigentlich cis-stindigen Doppelbindung zu
trans umgewandelt, was an einem Anstieg der 3Jy.j3-Kopplungskonstante im '"H-NMR
Spektrum zu erkennen ist (siche Abb. 5.12).1146] Der Grund fiir die Umwandlung der
Doppelbindung ist sicherlich im verwendeten Losungsmittel und den Reaktionstempe-
raturen zu suchen, da Doppelbindungen siurekatalysiert isomerisieren kénnen.!'47! Das
cis-Isomer von AB2 wurde bei der Reaktion nicht gebildet. Ersetzt man den Cycloheptyl-
ring durch einen planaren Phenylring (AB3), so nimmt der kip,./Ki-Wert auf ca. 10 %
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Schema 5.9 Schematische Darstellung von F4 und der verschiedenen Modifizierungsprodukte in Abhén-
gigkeit des Synthesewegs. (i) R-CHO, NaCNBH3, 1,2-Dichlorethan, MeOH, RT, 3 h. (ii)
R-CO-O-CO-R, AcOH, 60 °C, 12 h. (iii) R-COOH, DCC, Pyridin, RT, 16 h; NaOH, EtOH, RT,
30 min. (iv) R-COOH, DCC, Pyridin, RT, 16 h.

des Referenzwertes von AB2 ab. Offensichtlich ist ein sperriger aliphatischer Rest einem
flachen m-System vorzuziehen. Nicht moglich war es, F4 mit dem Epoxid-Derivat des
Maleinsdureanhydrids 3,6-Dioxabicyclo[3.1.0]hexan-2,4-dion umzusetzen, was ein Zu-
gang zu (2S5,3R)-3-(5-Amino-1-cycloheptyl-3-oxo0-2,3-dihydro-1H-pyrazol-4-carbonyl)-2-
epoxy-carbonsdureethylester gewesen wire. Trotz der elektrophilen bizyklischen Struktur,
wurden keine Reaktionsbedingungen gefunden unter denen 3,6-Dioxabicyclo[3.1.0]hexan-
2,4-dion mit F4 reagierte. Die Variation des Fumarsiureethylester-Motivs iiber die drei
moglichen Bindungsstellen des Pyrazolonringes lieferte drei verschiedene Verbindungen
mit signifikant unterschiedlichen Inhibitionsverhalten (siehe Schema 5.10, bzw. Tabel-
le A.1). Wihrend AB2 noch ein potenter irreversibler Inhibitor ist, ist das Sauerstoff-
verbriickte Derivat AB4 nur noch ein reversibler Inhibitor, der zwar eine gewisse Affinitét

fiir die Bindung an die Proteaseoberfldche besitzt, dessen elektrophiles Zentrum jedoch
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Abb. 5.12. Abgebildet sind Ausschnitte der 'H-NMR Spektren von AB2 (A) und AB6 (B) in Pyridin-ds.
Dargestellt ist jeweils ein Signal eines olefinischen Protons des Michael-Systems mit hervorgeho-
bener 3Jy;_-Kopplungskonstante. Fiir trans-Olefine liegt diese bei 15.6 Hz, wohingegen sie bei
cis-standigen Olefinen nur 12.1 Hz betrigt.

keine Reaktion mit dem Thiol der Protease eingeht. Das Stickstoff-verbriickte Derivat
ABS ist wiederum inhibitorisch inaktiv. Da sich die intrinsiche Reaktivitéit des Michael-
Systems zwischen den drei Derivaten nur marginal unterscheidet, sind die Unterschiede im
Reaktionsverhalten mit der Protease auf stereoelektronische Effekte, wie z. B. die unter-
schiedliche rdumliche Orientierung und damit einhergehende Wechselwirkungen zwischen
Inhibitor und Protease, zuriickzufiihren. Verdndert man bei ABS die Konfiguration der
Doppelbindung von trans zu cis, so wird aus dem zunéchst inaktiven Inhibitor ABS ein
potenter irreversibler Inhibitor, der bis in den dreistelligen nanomolaren Bereich Aktivitit
mit der CVB3 3C Protease zeigt (siche Tabelle A.1). AB6 wurde als neue Leitstruktur
ausgewdihlt, auf dessen Basis fiinf Derivate synthetisiert wurden (siehe Schema 5.11). Die
Acylierung des Pyrazolons am C-5 Stickstoff wurde durch die Reaktion mit Maleinsdurean-
hydrid in gekiihltem Eisessig durchgefiihrt. Die Reaktion mit Maleinsduremonoethylester
in Pyridin mit DCC ist prinzipiell auch moglich, liefert aber schlechtere Ausbeuten. Dies ist

besonders der Fall, wenn amidierte Maleinsdurederivate wie z. B. N-Ethylmaleamidsdure
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Schema 5.10 Schematische Darstellung von EP2 und der fiinf daraus resultierenden «,f-ungesittigten
Carbonylderivate.

verwendet wurden, da diese zur intramolekularen Zyklisierung neigen bevor sie mit dem

Pyrazolon reagieren.
AB6 wurde an zwei Positionen sukzessive variiert um mehr Informationen uiber die
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Schema 5.11 Schematische Darstellung von AB6 und der fiinf daraus abgeleiteten o, 3-ungesiittigten Car-
bonylderivate.

Struktur-Wirkungsbeziehung zu erhalten. Eine Position war die Estergruppe, als zweite Va-
riationsmoglichkeit wurde der Cycloheptylring ausgewihlt. Die Offnung des Cycloheptyl-
ringes fiihrte zu einer deutlichen Abnahme der inhibitorischen Aktivitét. Der kip,./Ki-Wert
von AB7 betrigt nur noch 35 % des Wertes von Cycloheptylderivat AB6. Noch deutlicher
wird dieser Effekt bei AB8, wo giinzlich auf eine Alkylierung des N-1 Stickstoffes ver-
zichtet wurde. Der kjn,./Ki-Wert fillt auf 2 % des Referenzwertes von AB6 ab. Es wird
deutlich, dass ein sperriger, unpolarer Rest unverzichtbar fiir den Inhibitor ist. AB6 ist
unter den Assaybedingungen (siehe Abschnitt 8.3.1) nicht stabil, denn die Esterfunktion

wird innerhalb von zwei Stunden zur Carbonsdure hydrolysiert. Mit Umwandlung der
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Estergruppe in eine Carbonsiure verschwindet auch die inhibitorische Aktivitit, denn das
Hydrolyseprodukt von AB6 blockiert nicht den Substratumsatz der CVB3 3C Protease.
Entfernt man den Carbonylrest vollstindig, liefert das ebenfalls ein inhibitorisch inaktives
Produkt AB9. Die Estergruppe ist offensichtlich essentiell fiir die inhibitorische Aktivitit
der Verbindung.

Um das Problem der Hydrolyse und den daraus resultierenden Aktivitétsverlust zu
umgehen, wurde der Ester durch eine Ethylamidfunktion ersetzt, was eine Abnahme des
kinact/Ki-Wertes von 90 % nach sich zog. Das Ethylamidderivat AB10 ist jedoch noch
bis in den einstelligen uM-Bereich wirksam, was Kristallisation eines Protein-Inhibitor-
Produktes mit anschlieBender RKSA (Rontgenkristallstrukturanalyse), sowie Aktivititstest
auf zelluldrer Basis ermdglichte (siehe Abschnitt 5.4.3). Ein Austausch des Ethylrestes zu
2-Methylnaphthalen, wie es Lee et al. 2007 vorschlugen, lieferte auch in diesem Fall keine
Verbesserung.!®# Tatsichlich fiihrte die Modifizierung mit einem groBen unpolaren Rest
wie schon bei EP4 zu einer inaktiven Verbindung (AB11).

Diese Ergebnisse untermauern, dass alle Derivatisierungen von AB6 zu einer Ab-
nahme der inhibitorischen Aktivitit fithren. Jedoch kann es durchaus ratsam sein, etwas
Aktivitét fiir mehr Stabilitét “zu opfern”. In der Wirkstoffentwicklung ist eine ausreichende
Bioverfiigbarkeit des aktiven Molekiils von elementarer Bedeutung. Als weitere Moglich-
keit ein stabiles Derivat zu erzeugen, wurde deshalb die Einfithrung eines Vinylsulfons
gewdhlt (siehe Schema 5.12).

5.4.2.3. Vinylsulfone

Vinylsulfone sind hinsichtlich nukleophiler Angriffe auf die Kohlenstoffatome der Doppel-
bindung etwas reaktionstréiger als die vergleichbaren Maleinimide und Fumarsédure- bzw.
Maleinsiureeethylester.[!4%1491 Jedoch zeigte sich bei den Daten der o, B-ungesiittigten
Ester eine starke Abhingigkeit der Reaktivitdt von der riumlichen Struktur des Inhibitors
(vgl. ABS & AB6). Somit ist es moglich, dass die geringere Reaktivitit durch zusétzli-
che Wechselwirkungen des Vinylsulfons ausgeglichen wird. Um die Vinylsulfongruppe
einzufiihren, bot es sich an, den Baustein (E)-3-(Phenylsulfonyl)acrylsiure VS1al!'>% zur
Acylierung des Pyrazolons zu verwenden. Es wurden zwei Vinylsulfonderivate hergestellt,
die mit kinaet/Ki-Werten von 1007.7 + 102.2 M~ !s™! fiir VS1, bzw. 541.5 £ 6.3 M~ 1s~!
fiir VS2 die beiden aktivsten getesteten Verbindungen darstellen. Ebenfalls bestétigten
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sie die Beobachtung, dass die Verkleinerung des Cycloheptylrestes eine Abnahme der
inhibitorischen Potenz nach sich zieht. Die Synthese der Vinylsulfon-Inhibitoren wurde
iber die doppelte Acylierung von F4 mit VS1a in Pyridin mit DCC, mit anschlieBender
basischer Hydrolyse des Vinylsulfonesters, vollzogen. Dabei konnten VS1 und VS2 jeweils
nur in niedrigen Ausbeuten erhalten werden. Ein moglicher Weg die Ausbeuten zu steigern,
wire (E)-3-(Phenylsulfonyl)acrylsidure vor der Acylierung des Pyrazolons mit Hilfe von
iso-Butylchlorformiat, in ein gemischtes Anhydrid zu iiberfithren. Die Acylierung des

Pyrazolons mit Anhydriden in Essigsdure liefert bessere Ausbeuten.

0 o) o oK 0
) N)I\/\S// —— ‘N N Z — ‘N NJJ\/\S//
A IO A LF740
VS§1 AB6 VS2
Kinact/K; = 1007.7 M5! Kinact/K; = 606.4 M1t Kinact/K; = 541.5 M1

Schema 5.12 Schematische Darstellung von AB6 und der zwei daraus abgeleiteten Vinylsulfonderivate VS1
und VS2.

5.4.3. Validierung und Evaluierung der Ergebnisse
5.4.3.1. Diskussion der MS-Spektren

Die ESI-MS Messungen zeigten, dass die Protease mit der Aldehydsonde bzw. den kombi-
nierten Fragmenten nur einmal reagiert. Das eingesetzte Protease-Konstrukt besitzt nur ein
Cystein, welches als katalytisch aktive Aminosédure auch die grof3te Nukleophilie besitzt.
Dies bedeutet, dass die eingesetzten Elektrophile ausschlieBlich mit dem aktiven Zentrum
reagieren, selbst wenn die Sonde an sich zu klein ist, um substratihnliche Wechselwirkun-
gen auszubilden. Ein Beweis dieser Annahme ist, dass die Inhibitoren CK1, AB10 und
VS1 nicht in der Lage sind, die CVB3 3C Mutante C147A zu modifizieren, bei der das
aktive Cystein durch ein nicht nukleophiles Alanin ersetzt wurde (siehe Tabelle A.2).
Aus den weiteren Messungen der Inhibitoren ging hervor, dass Estergruppen in
a-Stellung zum elektrophilen Zentrum unter den Bedingungen des Assays nicht stabil

sind. Der Massenzuwachs der Protease nach Inkubation mit AS3 bzw. AB6 entspricht
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ausschlieBlich der korrespondierenden Carbonsédure. Da AB6 durch die Hydrolyse seine
inhibitorische Aktivitit vollstindig verliert, liegt es nahe, dass die Hydrolyse der Es-
terfunktion auch nach der Reaktion des Inhibitors mit der Protease ablaufen kann. Der
Kristallstruktur von AB10 im Komplex mit der 3C Protease ist zu entnehmen, dass die
Carbonylgruppe der Esterfunktion im Oxyanionen-Loch stabilisiert wird und somit eine
Hydrolyse begiinstigt wird. Jedoch reicht auch schon das Losen von AS2 und AB6 im
schwach basischen Puffer (pH 7.5) aus, um die Esterfunktion langsam zu hydrolysieren.
Ein Massenspektrum der CVB3 3C Protease mit dem intakten Inhibitor AB6 konnte mit
Hilfe einer MALDI-ToF-ToF/MS Messung erhalten werden (sieche Abb. 5.13).

321 Da
|
6000 2135711 CVB3 3C Protease + AB6
:E
‘@
<
Q 21756136
£
6000 21445751 CVB3 3C Protease
S
'S
c
[«5)
=

20500 21000 21500 22000 22500 23000
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Abb. 5.13. Abgebildet ist das MALDI-ToF-ToF Massenspektrum der CVB3 3C Protease nach Inkubation
mit AB6 (oben) und ohne Zusatz des Inhibitors (unten). Die Protease wurde im Assaypuffer
fiir 15 Minuten mit dem Inhibitor inkubiert (250 uM) und anschlieBend bis zum Zeitpunkt der
Messung im Tiefkiihlschrank gelagert. Die Proben wurden an einer Ultraflex III ToF/ToF von
Bruker Daltonics gemessen.

Molekulargewicht CVB3 3C Protease: 21471 Da, Molekulargewicht AB6: 321 Da.

Die Vinylsulfone VS1 und VS2 lieferten die besten Inaktivierungsraten im Pro-

teaseassay und die ESI-MS Messungen konnten eine kovalente Modifizierung des aktiven
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Zentrums der Protease bestitigen. Jedoch betrigt der Massenshift der Protease nach der
Inkubation mit VS1 nur 258.5 Da (siehe A.2). Diese Masse entspricht nicht dem vollstin-
digen Inhibitor (da M(VS1)= 389.5 Da) und muss daher aus einem Bruchstiick dessen
hervorgehen. Da VS1 im Assaypuffer stabil ist, muss die Fragmentierung aus einer Re-
aktion mit der Protease resultieren. Ob die Fragmentierung vor oder nach der Reaktion
mit dem aktiven Cystein stattfindet, konnte nich abschlieend geklidrt werden. Bremmer
et al. zeigten, dass Vinylsulfone mit Natriumdithionit desulfonyliert werden konnen.[!>!]
Das Produkt dessen besifle immernoch ein intaktes Michael-System, an dem die Reaktion
mit dem Thiol stattfinden kann. Das desulfonylierte Produkt von VS1 hiitte aber nicht das
Molekulargewicht von 258 Da sondern nur 249 Da. Das die stark reduktiven Bedingun-
gen der Reaktionen von Bremmer et al. auch im Proteaseassay vorliegen, kann ebenfalls
ausgeschlossen werden. Jedoch wurde daraufhin die Reaktivitit der Inhibitoren beziiglich

anderen Nukleophilen und reduktiven Bedingungen niher untersucht.

5.4.3.2. Diskussion der Reaktivitat der Inhibitoren

Die vergleichenden MS-Messungen der Inhibitoren mit der CVB3 3CP™ und der CVB3
Mutante C147A konnten zeigen, dass die Modifizierung der Protease ausschlie3lich an
Cys147 stattfindet. Da Cys147 aber das einzige Thiol des Proteins darstellt, kann man
keine Aussagen beziiglich der Selektivitit zu verschiedenen Thiolen treffen. Dies ist jedoch
in vielerlei Hinsicht wichtig, da in Proteaseassays hdufig Reduktionsmittel auf Thiol-
Basis (z. B. DTT) verwendet werden. Dariiberhinaus muss dafiir gesorgt werden, dass das
Molekiil nicht mit den vielen zelluldren Thiolen (z. B. aus Glutathion oder Humanalbumin)
reagiert, um zelluldre Aktivitidt und eine potentielle Weiterentwicklung zum Wirkstoff
sicher zu stellen.

Die unspezifische Reaktivitdt von AB10 und VS1 mit Thiolen wurde durch Inkuba-
tion einer dquimolaren Mischung (1 mM) aus Inhibitor und 3-Mercaptopropionsiure in
Assaypuffer iiberpriift. Nach 2.5 Stunden wurde die Losung mittels LC/MS analysiert, was
bei beiden Inhibitoren eine Reaktion mit dem Thiol zeigte.

AB10 wird in den 2.5 Stunden zu 70 % umgesetzt. Es bilden sich zwei Hauptprodukte,
wovon das primédre Hauptprodukt einem Addukt von 3-Mercaptopropionsiure (3-MPS)
und AB10 entspricht. Wie auch bei der Proteasereaktion greift das nukleophile Thiolat
den Michael-Akzeptor an, was ein Additionsprodukt liefert. Das zweite Hauptprodukt
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Abb. 5.14. Abgebildet ist das LC/MS-Chromatogramm von AB10 mit und ohne Anwesenheit von 3-
Mercaptopropionsidure (3-MPS) (A), sowie das LC/MS-Chromatogramm von VS1 mit und
ohne Anwesenheit von 3-Mercaptopropionsiure (B). Die Konzentration von Inhibitor und Thiol
betrug 1 mM.

stellt hingegen kein eigentliches Reaktionsprodukt von 3-MPS und AB10 dar, da es das
gleiche Molekulargewicht besitzt wie AB10. Es handelt sich hierbei also um eine isomere
Verbindung. Denkbar ist z. B. eine Isomerisierung der Doppelbindung von cis zu trans.

VS1 wird in den 2.5 Stunden vollstindig umgesetzt. Es bildet sich ein Haupt- sowie
ein Nebenprodukt, im Verhiltnis 85:15. Beim Nebenprodukt handelt es sich um das
Additionsprodukt aus 3-MPS und VS1, wie es auch schon bei AB10 nachgewiesen wurde.
Das Hauptprodukt der Reaktion entspricht einem Eliminierungsprodukt des Adduktes, bei
dem es wahrscheinlich zum Abgang von Phenylsulfinat kommt. Eliminierungsreaktionen
von Alkyl-Arylsulfonen sind prinzipiel bekannt, benotigen jedoch die Zugabe von starken
Basen und hohen Reaktionstemperaturen.!!>?! Fiir die Aufklirung des Mechanismus sind
folglich noch weitere Experimente notig. Die beobachtete Desulfonylierung ist ebenfalls
im Einklang mit den MS-Ergebnissen aus Abschnitt 5.4.3.1, wo gezeigt werden konnte,
dass die Protease nur mit einem Fragment von VS1 modifiziert wird.

3-MPS wurde gewihlt um freie, nicht katalytisch aktive Cysteinreste zu imitieren.
Um auch die Bestindigkeit gegen Thiol-basierte Reduktionsmittel zu bestimmen, wurden
EP2, EP3, AB1, AB6, AB10 und VS1 in einer 1| mM wissrigen DTT-Losung gelost.
Die Konzentration des Inhibitors entsprach dabei 320 uM. Bis auf VS1 und EP2 konnte
bei keinem Inhibitor eine Verdnderung bzw. Reaktion nachgewiesen werden. Bei EP2
bildete sich zu 36 % eine isomere Verbindung, wihrend es bei VS1 zur Ausbildung eines

desulfonylierten Produktes kam, an das ein Molekiil DTT addiert war. Es entstand somit
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das analoge Produkt der Umsetzung mit 3-MPS. Obwohl die Inhibitoren unselektiv mit
freien Thiolen reagieren, sind bis auf die Vinylsulfone alle zu einem gewissen Grad stabil
gegeniiber reduktiven Bedingungen.

Zusitzlich zu den Reaktivititsuntersuchungen, wurde die Hydrolyseempfindlichkeit
der Inhibitoren AB6 und AB10 in zwei typischen Assaypuffern mittels Umkehrphasen-
HPLC untersucht.* Als Puffer dienten einerseits ein Tris(hydroxymethyl)-aminomethan*HCI-
Puffer (30 mM TRIS*HCI, pH 8.0, 50 mM NacCl) sowie ein 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsidure*NaOH-Puffer (50 mM HEPES*NaOH, pH 7.4, 50 mM
NaCl). Beide Inhibitoren wurden jeweils zu 50 uM in den Puffern gelost und ihr Zustand
nach drei Stunden Inkubation mit den Chromatogrammen der frisch in Puffer gelosten
Inhibitoren verglichen (siehe Abb. 5.15).

Die Chromatogramme zeigen, dass AB6 weder im Tris- noch im HEPES-Puffer stabil
ist. Wahrend es bei der Inkubation im HEPES-Puffer zu einer Hydrolyse des Ethylesters
kommt, werden nach der Inkubation im Tris-Puffer weitere Abbauprodukte gebildet. Diese
stammen wahrscheinlich aus der Reaktion des Inhibitors mit der primidren Aminofunk-
tion des Puffers. Zur Bildung dieser, bzw. dhnlicher Abbauprodukte kommt es auch bei
AB10. Lost man AB10 jedoch in HEPES-Puffer, so findet keine Zersetzungsreaktion
statt. Aus diesem Grund wurde HEPES*NaOH als Puffer fiir alle Proteasereaktionen
gewihlt. Die Vinylsulfone VS1 und VS2 zeigten eine deutlich bessere Stabilitit als die
o,-ungesittigten Carbonylverbindungen und waren weder hydrolyseempfindlich, noch
gingen sie Reaktionen mit den Pufferbestandteilen ein.

Nach Erhebung dieser Daten wurden AB6 und AB10 im Rahmen eines in vitro
Proteolyse-Aktivititsassays mit der EV-B93 3C Protease per HPLC untersucht,” wobei
die Inkubationszeit von Protease und Inhibitor (und somit die mogliche Hydrolysezeit von
ABG6) so gering wie mdglich gehalten wurde.l'?8! Ein Peptid, welches die 2CJ3A Spaltstelle
des Polyproteins von EV-B93 reprisentiert (Ac-RHSVGATLEALFQ|GPPVYREIKIS-
NH,; Genepep) wurde verwendet, um die proteolytische Aktivitit von 3CF™ in Anwesen-
heit der Inhibitoren zu kontrollieren. Aussagen zur EV-B93 3C Protease sollten aufgrund
der weitgehenden sequentiellen und strukutrellen Ubereinstimmung ebenso fiir die CVB3
3C Protease gelten (siehe Abb. 5.16).

4Diese Arbeiten wurden von Z. Kaczmarska unter der Aufsicht von Prof. M. Coll am IRB Barcelona
durchgefiihrt.

SDiese Arbeiten wurden von Z. Kaczmarska unter der Aufsicht von Prof. M. Coll am IRB Barcelona
durchgefiihrt.
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30 mM TRIS, pH 8.0 50 mM HEPES, pH 7.4
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Abb. 5.15. Abgebildet sind die HPLC-Chromatogramme der Inhibitoren AB6 und AB10 vor und nach
Inkubation in zwei verschiedenen Assaypuffern. Chromatogramme der Verbindungen vor der
Inkubation sind blau geférbt, die Chromatogramme nach dreistiindiger Inkubation bei 37 °C rot.
Die Konzentration der Verbindungen in Puffer war jeweils 50 uM. Die Detektion erfolgte bei 215
nm, als Trennsiule diente eine Source SRPC ST 4.6/150 (GE Healthcare).

Die proteolytische Aktivitit von EV-B93 3CP™ wurde in drei verschiedenen mola-
ren Verhiltnissen von Protease und Inhibitor untersucht. Trotz der geringeren Stabilitiit
von AB6 zeigte sich eine deutlich geringere Substratumsetzung als bei vergleichbaren
AB10-Konzentrationen. So reicht eine dquimole Mischung von Protease und AB6 um
den Substratumsatz komplett zum Erliegen zu bringen. Derselbe Effekt ist erst bei einem

zehnfach Uberschuss von AB10 zur Protease zu verzeichnen (siche Abb. 5.17).

5.4.3.3. Diskussion der Kristallstruktur von EV-B93 3CP™ mit AB10

ABI10 hat als a,f-ungesiittigte Dicarbonylverbindung zwei weitgehend gleichreaktive
Kohlenstoffatome, die als Elektrophil fiir die Reaktion mit dem aktiven Cysteinrest bereit-
stehen. Dies liefert etwas mehr Flexibilitit, da der Inhibitor theoretisch zwei Bindungsmodi

ausbilden kann, die um eine C=C-Doppelbindungsliange von 134 pm versetzt sind. Mit
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EVB93 3C-SEQUENZ MKGPAFEFAVAMMKRNASTVKTEYGEFTMLGIYDRWAVLPRHAKPGPTIL 50
CVB3 3C-SEQUENZ -MGPAFEFAVAMMKRNSSTVKTEYGEFTMLGIYDRWAVLPRHAKPGPTIL 49
ok kR Rk Rk koK ok 3 ok Kok kR R ok KRk sk Kok ok K ok R ok K ok ok K ok ok
EVB93 3C_SEQUENZ MNDQEVGVLDAKELVDKDGTNLELTLLKLNRNEKFRDIRGFLAREEVEVN 100
CVB3 3C-SEQUENZ MNDQEVGVLDAKELVDKDGTNLELTLLKLNRNEKFRDIRGFLAKEEVEVN 99
stk s ks ok sk s ksl ok s stk ok sk sk skok sk ok sk sk ok sk skok sk ko okok o kool ok sk ok
EVB93 3C-SEQUENZ EAVLAINTSKFPNMYIPVGQVTDYGFLNLGGTPTKRMLVYNFPTRAGQCG 150
CVB3 3C-SEQUENZ EAVLAINTSKFPNMYIPVGQVTEYGFLNLGGTPTKRMLMYNFPTRAGQCG 149

sk ok skok sk skok sk kok ki skokokokoR kiR« skokokok kol skokokskokokokok  skokokok ki ok ok kok

EVB93 3C-SEQUENZ
CVB3 3C-SEQUENZ

GVLMSTGKVLGIHVGGNGHQGFSAALLRHYFNEE--QHHHHHH 191
GVLMSTGKVLGIHVGGNGHQGFSAALLKHYFNDEQLEHHHHHH 192

sk sk sk sk ok sk sk ok s sk ok skook sk sk ok sk sk sk ok okok skok ok skokokok « ok « ok kok ok ok

Abb. 5.16. Abgebildet ist der Sequenzabgleich der EV-B93 (obere Zeile) und der CVB3 (untere Zeile) 3C
Protease. Aminosauren sind im Einbuchstabencode angegeben und nach physikochemischen Ei-
genschaften eingeférbt: rot=kleiner hydrophober Rest, blau=sauer, magenta=basisch, griiln=polare
Gruppen (Hydroxyl, Sulthydryl, Amine) und Glycin.

Das multiple Sequenzalignment wurde mit Clustal W2 durchgefiihrt. Ubereinstimmungsparame-
ter: identity 97 %, similarity 99%.

mAU mAU
200
Substrat 200 Substrat
! —- Kontrolle —- Kontrolle
—-1.9 uM AB6 l —-1.9 uM AB10
Substrat-  Substrat -5.7uMAB6 Substrat-  Substrat -5.7TUMAB10
ubstrat- ubstrat- ubstrat- ubstrat-
150 fragment A fragment B| - 19pM AB6 150 fragment A fragment B - 19uM AB10
AB6 Abbau-
100 produkt 100
50 50
10.0 15.0 20.0 25.0 ml 10.0 15.0 20.0 25.0 ml

Abb. 5.17. Abgebildet sind die HPLC-Chromatogramme des Proteaseassays von EV-B93 3C Protease in
Pufferlosung und Substrat (P) sowie die Proteaseassaylosung mit einem, drei und zehn Aquiva-
lenten Inhibitor AB6 (A) bzw. AB10 (B).
Enzymkonzentration: 1.9 uM; Pufferzusammensetzung: 50 mM HEPES, pH 7.4, 50 mM NaCl;
Substrat: 30 uM Ac-RHSVGATLEALFQJ/GPPVYREIKIS-NH;; detektiert bei 215 nm; Trenn-
sdule: Source SRPC ST 4.6/150 (GE Healthcare).

Hilfe der Kristallstruktur des EV-B93 3CPr°—AB10—Komplexes, welcher mit einer Auf-

16sung von 1.73 A erhalten werden konnte, lassen sich Struktur-Wirkungsbeziehungen
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ableiten und Reaktivititen erldutern. Vergleicht man die kovalente Bindung von AB10 mit
dem Bindungsmodus des Vinylesters Rupintrivir,[1281331 5o fillt auf, dass sich beide in

der Position des reaktiven Kohlenstoffatoms unterscheiden (siche Abb. 5.18). Dadurch

oNH
(0]
H[\l (0] (@]
N
Oy 000 GRN

*

H
AB10 Rupintrivir

Abb. 5.18. Abgebildet sind die Strukturformeln von AB10 und Rupitrivir (AG7088). Die mit dem aktiven
Cysteinrest reagierenden Kohlenstoffatome sind mit einem Stern markiert.

dass das reaktive Kohlenstoffatom a-stindig zum Ethylamid bei AB10 steht, kann das
Sauerstoffatom der Carbonylfunktion im Oxyanionen-Loch durch Wasserstoffbriicken-
bindungen mit dem Proteinriickgrat von Cys147, Gln146 und Gly145 stabilisiert werden.
Diese Wechselwirkungen bildet Rupintrivir nicht aus. Dariiberhinaus interagiert das Amid-
proton der Ethylamidfunktion tiber ein Wassermolekiil mit His40. Das Proton der weiteren
Amidbindung neben der Vinylamidfunktion bildet Wasserstoffbriicken zu Argl143, Gly164
und iiber ein Wassermolekiil zu His161 aus. Das Sauerstoffatom des Pyrazolonrings ist in
der Lage substratdhnliche Wechselwirkungen mit Gly164, Thr142 und iiber ein Wassermo-
lekiil mit Alal44 auszubilden. Die Wechselwirkung des Sauerstoffatoms ist sowohl mit
der Hydroxylgruppe, als auch der Carbonylfunktion von Thr142 méglich. Daraus ergibt
sich, dass man keine gesicherte Aussage iiber die aktive Tautomerform des Pyrazolons
treffen kann. Der Pyrazolonring geht 7,7-Wechselwirkungen mit den Peptidbindungen
von Argl43-Alal44 und Gly164-Asnl165 ein. Gln71 bildet als einzige Aminosédure der
katalytischen Triade keine Interaktionen mit dem Liganden AB10 aus. Ebenfalls ohne
signifikante Wechselwirkung steht der Cycloheptylrest senkrecht von der Proteinoberfliche
ins Medium. Warum ein kleinerer aliphatischer Rest zu einer merklichen Verschlechterung
der Inhibitoraktivitét fiihrt, ist aus diesen Daten nicht ersichtlich. Jedoch ist die Elektronen-
dichte der Kristallstrukturfiir fiir AB10 im Bereich des Cycloheptyl- sowie des Ethylrestes

nicht vollstdndig definiert, was fiir eine starke Flexibilitidt der Reste spricht.
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Abb. 5.19. Abgebildet sind Kristallstrukturen des aktiven Zentrums der EV-B93 3C Protease in der Totalen (A

70

bis C) sowie in einer vergroBerten Darstellung (D). A zeigt die Protease ohne Liganden, wéhrend
B und C die Protease komplexiert mit Rupintrivir bzw. AB10 zeigt. Die Proteinoberflidche ist
entsprechend des elektrostatischen Potentials gefirbt, wobei rot und blau negative bzw. positive
Ladungen anzeigen. Die Inhibitoren werden als Stibchenmodell dargestellt. Die Proteintaschen
des aktiven Zentrums sind beschriftet. D zeigt die verfeinerte Struktur der EV-B93 3C Protease im
Komplex mit AB10. Der Inhibitor und nahe Aminosdurenseitenketten werden als Staibchenmodell
dargestellt. Rote Sphiren stellen Wassermolekiile dar.
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Von besonderer Beachtung ist, dass AB10 nicht vollstindig in S1 eindringt, son-
dern sich am Grund der Tasche ein Wassermolekiil befindet, {iber welches bespielsweise
die Amidfunktion (J-stindig zum Ethylamid) Wasserstoffbriicken zu His161 ausbildet.
Docking von AB10 ins aktive Zentrum lieferte keinen Hinweis auf die Notwendigkeit
eines Wassermolekiils in S1, da AB10 eigentlich problemlos in S1 binden konnte. Es ist
aber denkbar, dass es nach der Reaktion des aktiven Cysteins mit dem Inhibitor zu einer
rdumlichen Anderung von Protease oder AB10 kommt, was dazu fiihrt, dass der Inhibitor
etwas aus der Tasche gezogen wird. Der entstehende leere Raum wird dann mit Wasser
aufgefiillt. Man kann sich die Position des Wassermolekiils aber auch fiir die Inhibitor-
weiterentwicklung zu Nutze machen, indem man einen Wasserstoffbriickenakzeptor so
an das Inhibitormolekiil anfiigt, dass er das Wassermolekiil und somit die ausgebildeten
Wechselwirkungen nachahmen kann. Da AB10 ein kleines Molekiil ist, welches nur S1
und S1° okkupiert, konnte AB10 als Leitstruktur dienen und weitere Wechselwirkungen
durch das Wachsen des Molekiils und Besetzen der Taschen S2, S3 und S4 gewonnen
werden. S2 ist eine vergleichsweise flexible Proteintasche, die eine Vielzahl von Substraten
annimmt. Eine Besetzung wire ein vielversprechender erster Weiterentwicklungsschritt
fiir AB10. Ungliicklicherweise wire der beste Weg S2 zu erreichen, iiber eine Modifika-
tion des B-Kohlenstoffatoms des a,f-ungesittigten Ethylamids. Eine Modifikation der
elektrophilen Doppelbindung wird aber immer ein sterisches Hindernis fiir die Reaktion
des Thiolats darstellen und die inhibitorische Potenz erheblich einschrinken. Ein Wachsen
des Inhibitors in die S1’-Tasche mit groBen hydrophoben Resten wurde von Lee et al.

empfohlen, lieferte aber auch keinen Erfolg (siche AB11).[84]

5.4.3.4. Diskussion der zellularen Assays

Zur Bestimmung der zelluldren Wirksamkeit, wie Zellgdngigkeit, Stabilitidt im Zytoplasma,
Inhibition des korrekten Targets und der Zytotoxizitédt, wurden mit ausgewéhlten Inhibito-
ren ein Multizyklus CPE-Reduktions Assay (CPE, engl. cytopathic effect, zytopathischer
Effekt) sowie ein zelluldrer Proteaseassay (engl. subgenomic replicon assay) durchgefiihrt
(siche Abb. 5.20). Eine ausfiihrliche Aufstellung der experimentellen Materialien und
Methoden ist publiziert.[!5%153]
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Multizyklus CPE-Reduktions Assay

Fiir den Multizyklus CPE-Reduktions Assay wurden BGM-Zellen mit einem Virus (CVB3
— Gattung: Enterovirus, Art: Enterovirus B oder ERAV - Gattung: Apthovirus, Art: Equi-
ne Rhinitis Virus A; 100 CCIDsy pro Well) infiziert bzw. scheininfiziert (mock) und
mit der angegebenen Menge Inhibitor versetzt. Nach drei Tagen post-Infektion zeig-
ten die unbehandelten Zellen einen vollstandigen zytopathischen Effekt. Die Zellvia-
bilitdt wurde mit Hilfe eines MTT-Assays (Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) bestimmt und die Ergebnisse mit einem Mikroskop verifiziert.
Im Multizyklus CPE-Reduktions Assay sollten Inhibitoren, die die Virusreplikation unter-
binden, durch eine erhohte Viabilitit der Virus-infizierten Zellen detektiert werden konnen.
Zellen, die nicht mit einem Virus infiziert wurden aber trotzdem mit Inhibitor versetzt
wurden, dienten als Toxizititskontrolle.

Bis auf VS1 konnten die getesteten Inhibitoren das Zellsterben durch die Virusinfekti-
on nicht verhindern. VS1 zeigt ab einer Konzentration von 20 uM einen schwachen Anstieg
an Zellviabilitdt fiir Virus-infizierte Zellen. Dieser Effekt ging dann aber ab Konzentra-
tionen von 60 uM in Zytotoxizitét iiber. Ebenfalls toxisch war VS2 ab Konzentrationen
von 300 uM. Auch in dieser Hinsicht stellt VS1 somit die potentere Verbindung dar. AB10

zeigte keine Zytotoxizitit, konnte die Virusreplikation aber auch nicht eindimmen.

Zellularer Proteaseassay

Der zellulire Proteaseassay basiert auf dem Prinzip des Siugetier-Zwei-Hybrid-Systems! %!
und dient Identifizierung von Proteinliganden unter in vivo dhnlichen Bedingungen. Durch
das Auslesen eines Fluoreszenzsignals kann bestimmt werden, ob die Inhibitoren in der
Lage sind, die 3C Protease in lebenden Zellen zu inhibieren. Der Assay wurde mit zwei
verschiedenen Enteroviren (CVB3 und EV-A71) durchgefiihrt und funktioniert iiber die
Induktion der Expression eines Firefly-Luciferase Reporters durch einen chimiren Tran-
skriptionsfaktor. Der Transkriptionsfaktor besteht aus dem viralen Polyprotein (3A, 3B,
3CPr und 3D) sowie einer GAL4 DNA-Bindungsdomiine am N-Terminus und einer VP16
Transaktivierungsdoméne am C-Terminus. Eine aktive Form der Protease wird diese Do-
mainen voneinander trennen. Wird die Protease aber inhibiert, so verbleiben die beiden
Dominen im viralen Polyprotein und aktivieren die Expression des Firefly-Luciferase
Reportergens. Eine Inhibition der Protease sorgt somit fiir ein verstirktes Firefly-Luciferase

Signal.
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Multizyklus CPE-Reduktions Assay
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Abb. 5.20. Abgebildet sind die Ergebnisse des CPE-basierten Multizyklus Assays (oben) sowie die Ergebnis-
se des zelluldren Proteaseassays fiir VS1, VS2 und AB10 (unten). (—) zeigt die Negativkontrolle

an, bei der kein Inhibitor zugesetzt wurde. (+4) zeigt die Positivkontrolle an, bei der der bekannte
kovalente Inhibitor SG85 (50 uM)!'18] zugesetzt wurde.

Die Zellen wurden mit dem Assay-Konstrukt transfiziert und mit verschiedenen
Konzentrationen der Inhibitoren VS1, VS2 und AB10 inkubiert. Nach 16 Stunden wurde
die Luciferaseaktivitiit ausgelesen. VS1 prizipitierte bei Konzentrationen ab 200 uM, was
moglicherweise mit der Firefly-Luciferaseaktivitit interferierte. Bei einer Konzentration

von 20 uM im CVB3 und EV-A71 Assay konnte eine doppelt so hohe Luciferaseaktivitét
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wie bei der Negativkontrolle verzeichnet werden, was auf eine Inhibition der 3C Protease
hindeutet. Da der CPE-Reduktions Assay bei gleicher Konzentration einen schwachen
Anstieg der Zellviabilitit zeigt, scheint es fiir VS1 ein schmales therapeutisches Fenster
zu geben, in dem die virale Replikation tatsichlich abgeschwicht wird. Der Ubergang
zwischen Wirksamkeit, Toxizitdt, Loslichkeit und Prézipitation ist aber flieBend. VS2
zeigt ebenfalls einen Anstieg des Luciferase-Signals bei einer eingesetzten Konzentration
von 300 uM. Diese Inhibition ist jedoch zu schwach um im CPE-basierten Assay einen
Effekt zu erzielen. Uberhalb der Konzentration von 300 UM kommt es, wie auch bei
VS1, zur Prizipitation des Inhibitors. Fiir AB10 konnte eine Inhibition der zelluldren
Proteaseaktivitiit nicht nachgewiesen werden. Ob AB10 iiberhaupt zellgéingig ist, wurde
nicht abschlieend geklirt.

5.4.3.5. Diskussion der Selektivitat der Inhibitoren

Dass die Abstufungen der inhbibitorischen Potenz zwischen den verschiedenen Inhibitoren
nicht allein aus der chemischen Reaktivitit des elektrophilen Zentrums stammen, zeigte
sich schon am Vergleich von ABS und AB6. Die Isomerisierung der Doppelbindung von
trans auf cis hat keinen Einfluss auf die intrinsische Reaktivitdt des Molekiils und dennoch
war ein erheblicher Aktivitdtsunterschied bei der Inhibierung der 3C Protease zu verzeich-
nen. Um zu kontrollieren, welchen Beitrag das Fragment zur Inhibition leistet, wurden
Derivate des elektrophilen Zentrums synthetisiert, bei denen der Glutamin-imitierende Py-
razolonteil fehlte. Die beiden Verbindungen AB12 und AB13° leiten sich von Maleinséure-
bzw. Maleamid ab und haben einen signifikant kleineren kj,,./Kj-Wert als die Verbindun-
gen, die mit dem Pyrazolon erweitert wurden (siehe Tab. 5.1). Es wird klar, dass der Rest,
um den die Amidfunktion erweitert wird, die Bindung an die Proteinoberfliche deutlich
verbessert und somit essentiell fiir eine angemessene Reaktion mit dem katalytischen Thiol
ist, obwohl er auf die eigentliche Reaktivitét des elektrophilen Zentrums keinen Einfluss
hat.

Die aktivsten Inhibitoren AB6, AB10 und VS1 wurden ausgewihlt, um ihre Aktivitit

an CVB3 3CP™ dhnlichen Proteasen zu testen.’ Es wurden die 3C Proteasen von Equine

Die Synthese von AB13 wurde im Rahmen der Doktorarbeit von Carolin Tauber an der Freien Universitit
Berlin im Institut fiir Pharmaziep durchgefiihrt.

"Diese Arbeiten wurden von Z. Kaczmarska unter der Aufsicht von Prof. M. Coll am IRB Barcelona
durchgefiihrt.
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Rhinitis Virus (ERBV-1), Human Rhinovirus (HRV-A49), Enterovirus D (EV-D68), Aichi
Virus (AiV-1), Sapelovirus (PSV-1) und Enterovirus B (EV-B93) gewihlt, die eine Sequen-

zdhnlichkeit zwischen 99.0 % und 51.5 % gegeniiber der CVB3 3C Protease haben (siehe
Tab. 5.2).

Tabelle 5.1. Ein Vergleich der Inhibitionswerte zweier Inhibitoren mit und ohne gebundenes Fragment

kinact/K1-Wert kinact/Ki-Wert

Inhibitorfragment M5~ 1] Inhibitor M5 1]

(o)

-\ /T HN
HNUNH ’\“b o0
AB12 —
AB10

O

HN
N
N 0 0
34.7 . 606.4
AB13 O HNUO
AB6

Tabelle 5.2. Taxonomie der verwandten 3C Proteasen und Sequenzihnlichkeit zu CVB3 3CPr

Gattung Art Serotyp CVB3
Enterovirus Enterovirus B EV-B93128] 99.0 %
Enterovirus Enterovirus D EV-D68!1%7] 85.8 %
Enterovirus Enterovirus A EV-A7111381 84.2 %
Enterovirus Rhinovirus A HRV-A4911591 76.0 %
Sapelovirus Sapelovirus A PSV-111601 72.8 %
Kobuvirus Aichivirus A Aiv-1l6l] 55.4 %

Erbovirus Equine Rhinitis Virus B ERBV-11162] 51.5 %

Fir ERBV-1 musste ein neues Peptidsubstrat beschafft werden, da das Substrat
Ac-RHSVGATLEALFQ|GPPVYREIKIS-NH, innerhalb von drei Stunden nur zu 5 %
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prozessiert wurde. Als Ersatzsubstrat wurde Ac-AKDGGIFAQ/SRDRHYLVGTV-NH,
gewihlt, welches die 2C/3A- und 3A/3B-Spaltstellen des ERBV-1 Polyproteins imitiert.
Die Proteasen wurden drei Stunden bei 37 °C mit dem jeweiligen Substrat inkubiert
und der Substratumsatz mittels HPLC analysiert. Diese Werte wurden dann mit dem
Substratumsatz bei zwei verschiedenen Konzentrationen der zugesetzten Inhibitoren AB6,
AB10 und VS1 verglichen (sieche Abb. 5.21).

100

= ERBV-1
H HRV-A49
W EV-D68
mAiV-1

W PSV-1
= EV-B93

relative Proteaseaktivitat [%)]

P:AB6 1:1 P:AB6 1:3 P:AB101:1 P:AB101:3 P:VS111 P:VS11:3

Abb. 5.21. Abgebildet sind die Ergebnisse des in vitro Proteolyse-Aktivititsassays fiir VS1, VS2 und AB10
fiir sechs verschiedene 3C Proteasen.

Es zeigte sich, dass AB6 und VS1 bei den eingesetzten Konzentrationen den Substra-
tumsatz bei allen Proteasen verringerten, wenn auch mit deutlichen Aktivititsunterschieden
zwischen den verschiedenen Proteasen. Wie auch bei den Messungen mit der CVB3 3CP
ist VS1 die potenteste Verbindung, gefolgt von AB6 und AB10. AB10 war nicht in der
Lage den Substratumsatz von HRV-A49 und EV-D68 zu inhibieren. Allerdings waren alle
drei Inhibitoren an diesen beiden Proteasen am schwiichsten. Das ist insofern iiberraschend,
da EV-D68 eine Sequenzihnlichkeit von 85.8 % zur CVB3 3CP™ aufweist. Die ERBV-1
Protease wird dahingegen trotz schwacher Sequenzihnlichkeit von knapp 50 % deutlich
stirker inhibiert. An ERBV-1 zeigte sich auch der deutlichste Selektivitidtsunterschied zwi-
schen den a,3-ungesittigten Carbonylverbindungen AB6 und AB10 und dem Vinylsulfon
VS1. So inhibieren AB6 und AB10 die 3C Protease von ERBV-1 stirker als die von AiV-1.
Bei VS1 ist es gegenteilig und AiV-1 wird stirker inhibiert als ERBV-1. Dariiberhinaus ist
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ERBV-1 die einzige Protease an der AB6 aktiver ist als VS1. Einen weiteren Selektivitits-
unterschied zwischen AB6, AB10 und VS1 gibt es, nur deutlich weniger ausgeprigt, bei
HRV-A49 und EV-D68.

77






6. Resumee

Bislang wurden Proteinliganden hauptsichlich durch Screenings von Molekiilbibliotheken,
unter Verwendung geeigneter Bioassays entdeckt. Eine Methode, bei der sich einzelne
Fragmente wihrend des Bioassays zu einem geeigneten Proteaseinhibitor zusammensetzen,
stellt nun eine verlockende, weil ressourcen- und kostensparende Weiterentwicklung dar
(siehe Abb. 6.1).15%:163-166] Dje Selbstorganisation von Liganden auf Proteinoberflichen
wurde bereits intensiv unter dem Namen Dynamic Combinatorial Chemistry erforscht,
wobei reversiblel60:164167-1691 ypd irreversible!! 791771 Reaktionen ausgenutzt werden. Bis
jetzt gingen vor allem Peptidomimetika daraus hervor, die sich auf Grund ihrer Peptida-
seanfilligkeit aber nur bedingt als Arzneistoffe eignen. Somit ist der Bedarf an neuen
Methoden weiterhin grof3. Da fragmentbasierte Verfahren eine deutlich groBere Abdeckung
des chemischen Raumes und theoretisch auch qualititiv hochwertigere Ligand-Protein-
Wechselwirkungen bieten, erscheint eine Kombination eines fragmentbasierten Verfahrens
mit der Verwendung einer irreversibel reagierenden Stoffgruppe attraktiv. Die hier pri-
sentierte Arbeit nutzt genau dieses Konzept und hilft dabei die methodischen Defizite zu
schlieen.

Der zentrale Ansatzpunkt der entwickelten Methode ist die Verwendung biselek-
trophiler Sonden. Es wurden drei verschiedene Sonden entwickelt, die sich in Aufbau
und Inhibitorklasse unterscheiden. Die drei Sonden sind ein Chlormethylketon, ein ,3-
ungesittigter Ester sowie ein Epoxid (siehe Abb. 6.2). Die Synthese des Chlormethylketons
(Aldehydsonde 1, AS1) konnte, wie in der Literatur beschrieben,!2%121l mit guten Aus-
beuten durchgefiihrt werden. Der ¢, 3-ungesittigte Ester AS2 ist kommerziell erhiltlich
und konnte sowohl fiir das dynamische Ligationsscreening als auch als Ausgangsstoff fiir
die Synthese des Epoxids AS3 verwendet werden.!!2?]

Fiir das dynamische Ligationsscreening wurden zwei virale Proteine ausgewihlt, die
sowohl therapeutisch relevant als auch vollstindig charakterisiert sind. Dabei handelte es

sich einerseits um die NS2B/NS3 Protease des West-Nil-Virus und andererseits um die 3C
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Abb. 6.1. A: Das Konzept der dynamischen Fragmentligation ist vereinfacht dargestellt. Eine Protease
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(graues Rechteck) kann langsam mit einer biselektrophilen Aldehydsonde (schwarzer Kreis,
Reaktion a) reagieren. Bindet ein nukleophiles Fragment (graues Dreieck, Reaktion b) in einer
glinstigen rdumlichen Anordnung, sodass die biselektrophile Sonde sowohl eine Bindung zum
Fragment als auch eine kovalente Reaktion mit dem aktiven Zentrum der Protease ausbilden kann
(Reaktion ¢), ist dies an einem signifikanten Riickgang des Substratumsatzes erkennbar. Dieser
Effekt ist umso stérker, je besser die Bindung des Fragments an die Protease stabilisiert wird.
Aufgrund der vorliegenden Gleichgewichtsprozesse und der Verkniipfung von zwei Fragmenten
wird diese Methode Dynamische Fragmentligation genannt. B: Abgebildet ist der zeitliche Verlauf
der Fluoreszenzintensitit bei einem Proteaseassay wihrend der dynamischen Fragmentligation.
Die freiwerdende Fluoreszenz resultiert aus der Umsetzung eines fluorogenen Substrats durch
die Protease. Kontrolle steht fiir den Proteaseassay ohne Zusatz von Sonde oder Fragment. Die
Zugabe des Aminfragments kann zu einer leichten Schwichung des Anstiegs fithren. Die Zugabe
der biselektrophilen Sonde zum Assay liefert ebenfalls eine geringe Schwichung des Anstiegs
sowie gegebenenfalls Plateaubildung. Gibt man eine Mischung aus Sonde und einem geeigneten
Fragment zum Assay wird kaum noch ein Fluoreszenzsignal generiert.
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Abb. 6.2. Dargestellt sind die drei verwendeten Aldehydsonden AS1, AS2 und AS3.

Protease des Coxsackie-Virus B3. Fiir beide Proteasen wurden bereitsn Aktivititsassays
etabliert, deren Bedingungen in Einklang mit den Anforderungen der elektrophilen Sonden
und des Ligationsscreenings sind. Die erforderlichen fluorogenen Substrate wurden synthe-
tisiert bzw. kduflich erworben. Die Sonden AS1, AS2 und AS3 wurden auf inhibitorische
Aktivitdt getestet und zeigten bei beiden Proteasen in verschiedenen Konzentrationsabstu-
fungen Wirksamkeit.

Das dynamische Ligationsscreening wurde an NS2B/NS3 mit AS1 und AS2 durch-
gefiihrt. Fiir AS1 wurden 264 verschiedene primédre Amine getestet, wovon keines die
Aktivitdt der Sonde signifikant verstirkte. Fiir das Screening mit AS2 wurden 823 primire
Amine getestet und es gelang eine aktive Kombination aus Aminfragment und Sonde zu
identifizieren. Eine Synthese fiir das Aminfragment wurde entwickelt und durchgefiihrt,
wobei die Ausbeuten der einzelnen Stufen zwischen 52 % und 75 % lagen. Die kovalente
Verkniipfung von Sonde und Fragment wurde auf zwei verschiedenen Wegen durchgefiihrt,
jedoch fiihrte sowohl die reduktive Aminierung als auch die Acylierung des Aminfrag-
ments mit der Sonde zu einem biochemisch inaktiven Molekiil. Offensichtlich spiegeln
die beiden verkniipften Verbindungen die Zustidnde auf der Proteaseoberfliache nicht gut
genug wider. Dass es sich um einen allosterischen Effekt handelt, bei dem Aminfragment
und/oder Sonde nicht im aktiven sondern in einem allosterischen Zentrum bindet, konnte
nicht ausgeschlossen werden.

An CVB3 3C wurde das dynamische Ligationsscreening mit allen drei zur Verfiigung
stehenden Sonden durchgefiihrt. AS1 wurde mit 750 Aminen getestet, wobei das reversibel
gebildete Ligationsprodukt von Pyrazol-Fragment F3 und AS1 zu einer iiberadditiven
Inhibition der Protease fiihrte. Da gezeigt wurde, dass AS1 mit dem aktiven Cystein der
Protease reagiert und von keiner anderen Aminosdure der C147A-Mutante angegriffen
wird, konnte die Arbeitshypothese bestitigt werden.

Das Fragment F3 wurde nach Suh et al. synthetisiert!!3!! und kovalent mit dem Carb-

onsdurederivat von AS1 verkniipft. Eine reduktive Aminierung fiihrte zu einem instabilen
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Produkt. Das Amid-verkniipfte Molekiil (Chlormethylketon 1, CK1) hatte jedoch eine
geringere inhibitorische Aktivitit als die Sonde. Zudem konnte keine rationale Bindungs-
pose von CK1 mit der 3C Protease ausgemacht werden, was den Verdacht nihrt, dass F3
und AS1 nicht tiber die Aminofunktion des Pyrazols ligiert werden. Einen Beleg dieser
Annahme konnte ein Docking und anschlieBende Synthese verschiedener Derivate der
verkniipften Fragmente liefern.

Das Ligationsscreening mit AS2 und 280 verschiedenen Aminfragmenten lieferte
keine aktive Kombination. AS2 zeigte eine aulergewohnlich hohe Deaktivierungsrate
der Protease und es bleibt fraglich, ob so ein groler Konzentrationsunterschied zwischen
Fragment und Sonde mit dem dynamischen Ligationsscreening kompatibel ist.

Auch mit Aldehydsonde AS3 konnte die Zielstellung erreicht werden. Das dynami-
sche Ligationsscreening mit AS3 und 850 primidren Aminen lieferte ebenfalls eine aktive
Kombination, die von allen Versuchen den deutlichsten iiberadditiv aktivierenden Effekt
zeigte. Diese Ergebnisse wurden durch ESI-MS-Messungen bestitigt. Es wurde gezeigt,
dass eine Proteaseinhibition mit einer Verschiebung des Gleichgewichts hin zum Protein-
Fragment-Sonde-Komplex einhergeht und somit zu einer kovalenten Modifizierung des
aktiven Zentrums fiihrt. Die Ergebnisse belegen, dass F7 nicht ausschlieBlich iiber eine
Iminbildung mit der Sonde reagieren kann, sondern dass sich noch mindestens zwei weitere
reaktive Gruppen am Fragment befinden, die mit der Sonde reagieren konnen. Es muss-
te also mit mehreren Reaktionsprodukten der dynamischen Fragmentligation gerechnet
werden, was die Identifizierung der aktiven Spezies deutlich erschwert. Auch waren die Li-
gationsprodukte aufgrund ihrer Instabilitét nicht isolierbar, sodass ihr struktureller Aufbau
nicht bewiesen werden kann. Mit Hilfe von Computer-gestiitzten Docking-Experimenten
konnte jedoch eine Hypothese zum hauptsichlichen Ligationsprodukt (Epoxidinhibitorl,
EP1) aufgestellt werden.

Ausgehend von dieser Struktur wurden vier verschiedene Epoxid-Inhibitorderivate
hergestellt, wovon EP2 eine irreversible Enzymdeaktivierung zeigte, die sogar etwas
starker als die der Sonde AS3 war. Die Umwandlung des Epoxidinhibitors EP2 in den
entsprechenden o, 3-ungesittigten Ester AB1 fiihrte zu einer leichten Schwichung der in-
hibitorischen Aktivitét, was jedoch durch die Einfiihrung einer weiteren Carbonylfunktion
(siche AB2) ausgeglichen werden konnte. Ausgehend von AB2 wurden dreizehn weitere

Michael-Akzeptoren synthetisiert, um mehr Informationen zum Zusammenhang zwischen
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Struktur und Wirksamkeit des Inhibitors zu sammeln. Der a,f-ungesittigte Ester AB6

und das Vinylsulfon VS1 waren dabei die potentesten Verbindungen (siehe 6.3).
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Abb. 6.3. Dargestellt sind die synthetisierten Inhibitoren mit ihren Inhibitionswerten. Die Inhibitoren wurden
ausgehend von der Kombination AS3 und F4 (links) entwickelt.

Die Inhibitoren AB6, AB10 und VS1 wurden ausgewihlt, um ihre Aktivitét an einer
Reihe von sechs enteroviralen Proteasen zu testen. Der potenteste Inhibitor VS1 zeigte

eine beachtliche Wirksamkeit und war noch bis in den nanomolaren Konzentrationsbe-

reich aktiv. Es wurde deutlich, dass die drei Inhibitoren als Breitband-Inhibitoren fiir

die genetisch verwandten Proteasen angesehen werden konnen und es dariiber hinaus

signifikante Selektivitdtsunterschiede zwischen den einzelnen Inhibitorklassen hinsichtlich

des Zielproteins gibt. Aufgrund der hohen Mutationsrate der Viren ist eine Breitband-

Inhibition von enteroviralen Proteasen eine sehr erstrebenswerte Eigenschaft,mg] was die

83



6 | RESUMEE

hier entwickelten Verbindungen zu vielversprechenden Kandidaten fiir eine weiterfiihrende
Wirkstoffentwicklung macht.

Eine Kristallstruktur von AB10 mit EV-B93 3CP™ bestitigte die Arbeitshypothese,
dass Protein-bindende Fragmente mit Hilfe einer dynamischen Ligation und einer bi-
selektrophilen Sonde im aktiven Zentrum einer Protease identifiziert und zu irreversiblen
Inhibitoren aufgebaut werden konnen. Die Kristallstruktur konnte mit einer Auflosung von
1.73 A erhalten werden und lieferte wichtige Informationen, mit Hilfe derer der Bindungs-
modus sowie essentielle Wechselwirkungen zwischen Ligand und Protease aufgeklért
werden konnten. Es wurde dariiber hinaus die zelluldre Wirksamkeit der Inhibitoren AB10,
VS1 und VS2 getestet. VS1 konnte bei einer Konzentration von 60 uM das Zellsterben
aufgrund der Virusinfektion leicht abschwichen. Bei gesunden Zellen lag diese Konzentra-
tion jedoch schon im toxischen Bereich. Sowohl VS1 als auch VS2 zeigen im zelluldren
Proteaseassay fiir beide getesteten Virustypen mit steigender Konzentration einen Anstieg
des Firefly-Luciferase-Signals. Dies deutet auf eine 3C"™ Inhibition hin, die jedoch mit
dem Bereich der Zytotoxizitit bzw. Unloslichkeit der Inhibitoren zusammenfillt, was
widerum die Validitit der Daten beeinflussen kann. Diese Daten deuten aber auf ein groB3es
Potential der Verbindungen in diesem noch frithen Entwicklungsstadium hin.

Die vorliegende Arbeit liefert nicht nur eine Vielzahl irreversibler, nicht-peptidischer
Inhibitoren, sondern présentiert eine neue, allgemeine Methode, die reversibel gebundene
Fragmentligationsprodukte durch die Kombination einer dynamischen Fragmentligation
mit einer irreversiblen Alkylierung des aktiven Zentrums identifizieren lisst. Diese Me-
thode sollte auf alle Fragment-bindenden Proteinoberflachen anwendbar sein, wenn in
unmittelbarer Nihe eine nukleophile Aminosidurenseitenkette vorliegt.

2014 veroffentlichten Stefan Kathmann ez al. ebenfalls ein Konzept zur Entwicklung
kovalenter Cysteinproteasechemmer, in dem sie die einzelnen Vertreter einer Carbonsiure-
Bibliothek mit einem Michael-Akzeptor-Molekiil modifizierten.!!”®!

Der grof3e Vorteil des Konzeptes der hier vorliegenden Arbeit ist, dass auf eine Synthe-
se, Isolation und Reinigung der Inhibitoren vor dem Screening verzichtet werden kann. Bei
entsprechend grofen Substanzbibliotheken bedeutet dies eine ernorme Einsparung von Zeit
und Ressourcen, da sich die aktiven Molekiile auf der Proteaseoberfliche zusammensetzen
und somit auch nur die tatsdchlichen Hits resynthetisiert werden miissen.

Weitere Entwicklungsmoglichkeiten liegen in der Verbesserung der Inhibitoren hin-

sichtlich erhohter Stabilitit und Selektivitit. Es wurde deutlich, dass fiir eine selektive
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Bindung mehr als eine Proteinbindungstasche belegt und somit der Inhibitor vergro3ert wer-
den muss.[#*] Zu einer dhnlichen Schlussfolgerung kamen auch Tan ef al. bei ihren Arbeiten
zu Peptid-basierten Proteaseinhibitoren.[!8%! Da die strukturellen Weiterentwicklungen
des o, B-ungesittigten Esters AB6 nur noch Aktivititsverluste nach sich zogen, wire eine
Moglichkeit, den Ethylester von z. B. AB6 reduktiv in einen Aldehyd umzuwandeln und
ein zweites Ligationsscreening durchzufiihren (siehe 6.4).

3 0] O‘/ 2 O _H
w1 8T w12
NN Pz Reduktion NN _— neues Screening
H H

z. B. DIBAL, Hexan, -70 °C;
H,O

AB6 neue Sonde

Abb. 6.4. Eine mogliche Weiterentwicklung des Inhibitors AB6 stellt die Umwandlung in eine neue Alde-
hydsonde dar.

Will man den praktischen Aufwand eines manuellen Screenings minimieren, so
kann man das VergroBern des Inhibitors auch durch ein virtuelles Screening erreichen.
Ausgehend von der Bindungspose von AB10 konnen ungenutzte Interaktionsmoglichkeiten
der Proteinoberfliche gesucht und durch entsprechende Ligandenstrukturen addressiert
werden. !

Ein alternativer Ansatz der Weiterentwicklung der Inhibitoren ist die Entfernung des
elektrophilen Zentrums und somit die Umwandlung in einen reversiblen Inhibitor. Bei
ausreichender Affinitédt des Inhibitors zum Zielmolekiil konnen somit die Kreuzreaktionen
mit "fremden" Thiolen vermieden werden, was theoretisch zu weniger Nebenwirkungen
fiihrt und die Inhibitoren fiir die industrielle Wirkstoffentwicklung interessant macht. Die
vielversprechendsten Kandidaten fiir diesen Ansatz sind AB6 und die beiden Vinylsulfone
VS1 und VS2. Es bleibt jedoch abzuwarten, ob eine Reduktion der Doppelbindung noch
ein ausreichend affines Molekiil liefert, da sich durch die Umwandlung zweier sp>-Zentren
in sp3-Kohlenstoffe die Molekiilgeometrie deutlich indert.

Die Anzahl der Inhibitoren dieser Arbeit wurde durch die geringe Trefferrate des

dynamischen Ligationsscreenings eingeschréinkt. Da sich pro Sonde hochstens eine aktive

!Entsprechende Arbeiten werden an der Freien Universitit Berlin durch Robert Schulz aus der AG Wolber
(Pharmazeutische und Medizinische Chemie; Computergestiitztes Wirkstoffdesign) durchgefiihrt.
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Kombination ergab, konnte keine Vorauswahl der Hits getroffen werden, was fiir eine
erfolgreiche und rationale Weiterentwicklung zu Wirkstoffmolekiilen aber erforderlich
ist. Das Zuriickgreifen auf eine groflere Fragmentbank bzw. die Verwendung weiterer
Sonden sollte diesem Umstand Abhilfe schaffen. Potenzielle neue Sonden konnten in den
Substanzklassen Diphenylphosphonate, Coumarine oder 3-Lactame gefunden werden.
Auch kann das Einfiigen von Spacern (z. B. Alkylketten) zwischen Sonde und Fragment
etwas mehr Raum fiir neue Bindungsmodi schaffen und so die mégliche Trefferanzahl

erhohen.
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7. Allgemeine Vorbemerkungen

7.1. Instrumentelle Analytik

7.1.1. Kernresonanzspektroskopie

Die NMR-Spektren wurden an einem Mercury 300 der Firma Varian (Darmstadt, Deutsch-
land), einem Avance DRX-400 der Firma Bruker (Hanau, Deutschland), einem ECX400
bzw. ECP500 der Firma Jeol (Eching, Deutschland) oder einem Avance III 700 von Bruker
(Hanau, Deutschland) aufgenommen. Die chemische Verschiebung o ist in ppm angegeben
und bezieht sich auf das jeweilige Losungsmittel oder den internen Standard Tetramethylsi-
lan. Folgende Losungsmittel wurden verwendet: CDClz, DMSO-dg, Pyridin-ds, D,O und
Acetonitril-ds. Fiir die Auswertung der NMR-Spektren wurden folgende Abkiirzungen
verwendet: s = Singulett, d = Dublett, dd = doppeltes Dublett, t = Triplett, q = Quartett, h
= Heptett, m = Multiplett und b = breites Signal.

7.1.2. Fluoreszenz- und Absorptionsmessungen

Die enzymkinetischen Daten wurden am Fluorimeter SAFIRE II der Firma Tecan (Crails-
heim, Deutschland) bestimmt. Die verwendeten 384 Well-Mikrotiterplatten waren Polysty-
rolplatten (Modell 3544) der Firma Corning (Corning, USA).

7.1.3. Hochauflésungsmassenspektrometrie

Hochaufgeloste Massenspektren von kleinen organischen Molekiilen wurden mit einem
Agilent 6210 ESI-TOF von Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA) gemessen. Die
Flussrate betrug 4 Iﬁ—li;, die Sprayspannung 4 kV. Das Desolvatisierungsgas wurde auf
15 psi (1 bar) gesetzt. Alle anderen Parameter wurden fiir eine maximale Abundanz des

jeweiligen [M+H] ™, bzw. [M+Na]™ optimiert.
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Fiir hochaufgeloste Massenspektren von Proteinproben wurde ein Synapt G2-S HDMS
der Firma Waters Co. (Milford, UK), ausgestattet mit einer Acquity UHPLC und einer
Phenomenex Jupiter-C18 Séule (3 x 250 mm, 5 pm, 300 A), verwendet. Die Ionisations-
und Transferparameter des Massenspektrometers wurden fiir ein Standardprotein (Insulin)
optimiert und unmodifiziert angewendet.

Die wichtigsten Quellenparameter waren:

Kapillarspannung: 3.3 kV, Sampling Cone: 40 V, Source Offset: 60 V, Quellentemperatur:
100 °C, Desolvatationstemperatur: 250 °C, Desolvatationsgasfluss: 600 Iﬁ

Die chromatographischen Bedingungen waren:

e Omin: 95 % A

bis 35 min linear auf 1 % A

¢ bis 40 min konstant 1 % A

bis 41 min linear auf 95 % A

* bis 45 min konstant 95 % A

Laufmittel A: Wasser, 0.1 % (v/v) Ameisensiure, Laufmittel B: Acetonitril, 0.1 % (v/v)
mL
min

Die Dekonvolution der Messdaten wurde mit der MaxEnt1 Methode der MassLynx Soft-

Ameisensidure; Flussrate: 0.5

ware von Waters (Waters Corporation, USA) durchgefiihrt.

7.1.4. Infrarotspektroskopie

Infrarotspektren wurden mit einem Spectrum 100FT-IR mit ATR-Aufsatz der Firma Perkin

Elmer gemessen.

7.1.5. Schmelzpunktbestimmung

Schmelzpunkte wurden mit dem Biichi Melting Point B545 bestimmt und sind unkorrigiert.
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7.1.6. Mikrowellen-Synthese

Mikrowellenunterstiitzte Synthese erfolgte entweder am SmithSynthesizer der Firma
PersonalChemistry (heute Biotage, Uppsala, Schweden) oder am Initiator™ der Firma
Biotage (Uppsala, Schweden). Die Reaktionen wurden in einem Probenvolumen von 0.5
bis 5 ml, in mit Septen verschlossenen, druckstabilen Reaktionsgefi3en durchgefiihrt.
Ein Magnetotron mit einer Leistung von bis zu 300 W (SmithSynthesizer) bzw. 400
W (Initiator™) erzeugte Mikrowellenstrahlung bei einer Frequenz von 2.45 GHz. Der
Temperaturbereich erstreckte sich von 60 bis 250 °C bei einer Heizrate von 2 - 5 m—% Der

zulédssige Hochstdruck im Inneren der Reaktionsgefif3e betrug 20 bar.

7.1.7. Rontgenkristallstrukturanalyse vom
Protease-Inhibitor-Komplex

Die Kiristallziichtung vom Protease-AB10-Komplex wurde von Zuzanna Kaczmarska,
unter Aufsicht von Prof. Miguel Coll Capella, am IRB (Barcelona, Spanien) durchgefiihrt.
Die Rontgenbeugung und Strukturbestimmung gelang IThnen an der European Synchrotron
Radiation Facility (ESRF, Grenoble, Frankreich).

7.2. Chromatographische Methoden

7.2.1. Dunnschichtchromatographie

Diinnschichtchromatogramme wurden auf mit Kieselgel beschichteten Aluminiumplatten
(Schichtdicke 200 pm, Partikelgroe 10 - 12 um, mittlerer Porendurchmesser 60 A) mit
Fluoreszenzindikator (254 nm) der Firma Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) durch-
gefiihrt. Die Verbindungen wurden mit UV-Licht (A = 254 nm, 360 nm) detektiert und
ggf. mit Hilfe von Seebach-Farbelosung (1 g CerIV-Sulfat, 2.5 g Molybdatophosphorséure,

6 ml konzentrierte Schwefelsdure und 94 ml Wasser) entwickelt.

7.2.2. Saulenchromatographie

Als stationire Phase wurde entweder Kieselgel 60 (Partikelgrofe 35-70 um) oder Alumi-

niumoxid 90 (neutral, 70 - 230 mesh, Aktivititsstufe I) verwendet. Die Sdulen wurden
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mit einer Suspension aus organischem Losungsmittel und stationédrer Phase gepackt und
mittels einer Uberdruckapparatur mit FlieBmittel gespiilt.

Wurde ein Mitteldruckfliissigchromatographie-System (MPLC) benutzt, so wurden bei
Benutzung des Varian 971-FP-Systems die Sdulen manuell, mit dem oben angegebenen
Kieselgel, trocken gepackt. Bei Verwendung des Biotage Isolera One-Systems wurde auf

vorgepackte Biotage-SNAP-Kartuschen zuriickgegriffen.

7.2.3. Hochdruckfliissigchromatographie/ESI-MS (LC-MS)

HPLC-ESI-MS-Spektren wurden mit dem Fliissigchromatographie-Massenspektrometer
(LC-MS) der Firma Agilent Technologies aufgenommen (Agilent 1100 Series). Als Trenn-
sdulen dienten fiir peptidische Proben eine Agilent Zorbax-C8 300SB (4.6 x 5 mm, 3.5
um, 300 A) bzw. eine Agilent Pursuit XRs C8 (4.6 x 100 mm, 3 um), fiir organische
Molekiile eine Phenomenex Luna-C18 (4.6 x 100 mm, 3 um, 100 A) und fiir Proteinproben
eine Phenomenex Jupiter-C18 (3 x 250 mm, 5 pm, 300 A). Die Elutionsmittel waren
Wasser / Ameisensdure (Laufmittel A) und Acetonitril / Ameisensdure (Laufmittel B).
Der Volumenanteil von Ameisensédure betrug jeweils 0.1 %. Folgende Gradienten wurden

eingesetzt:

e Zorbax: innerhalb von 5.5 Minuten von 5 % B auf 99 % B; Flussrate 1 mL

min

¢ Luna: innerhalb von 5.5 Minuten von 5 % B auf 99 % B; Flussrate 1 Q—h

* Jupiter: innerhalb von 35 Minuten von 5 % B auf 99 % B; Flussrate 0.5 mL

min

Die Detektion erfolgte bei den Wellenldngen 210 nm, 254 nm und 325 nm.

7.2.4. Hochdruckflissigchromatographie (HPLC)

Die HPLC-Reinigung der synthetisierten Substanzen erfolgte entweder an einer ProStar
Varian von SpectralLab Scientific Inc. (Markham, Kanada) oder einem Agilent 1260
Infinity Binary LC System. Hierbei diente zur Trennung eine Nucleodur C18 HTec, 5 um
Trennsidule von Macherey Nagel (Diiren, Deutschland). Die zu reinigenden Substanzen
(maximal 100 mg) wurden in maximal 10 ml Acetonitril / Wasser (Verhiltnis variabel,
je nach Loslichkeit) gelost und injiziert. Fiir die Trennung wurden die Eluenten Wasser

/ Trifluoressigsdure (Laufmittel A) und Acetonitril / Trifluoressigsdure (Laufmittel B)

92



CHEMIKALIEN | 7.3

verwendet. Der Volumenanteil von Trifluoressigsadure betrug jeweils 0.1 % (v/v). Folgender

Gradientenverlauf wurde eingesetzt:
e 5 Minuten bei 5 % B; Flussrate 40 ;1—11;1
* innerhalb von 25 Minuten auf 95 % B
* 5 Minuten bei 95 % B;
* innerhalb von 5 Minuten auf 5 % B

Die Detektion erfolgte bei den Wellenldngen 210 nm, 254 nm und 325 nm.

7.2.5. Stabilitats- und in vitro Proteolyse-Aktivitatsassays

Die Stabilititpriifungen von AB6 und AB10, sowie die in vitro Proteolyse-Aktivitdtsassays
mit EV-B93 wurden von Zuzanna Kaczmarska, unter Aufsicht von Prof. Miguel Coll
Capella, am IRB Barcelona durchgefiihrt (sieche Abschnitt 5.4.3.2 und 5.4.2.2).

7.3. Chemikalien

Die Losungsmittel wurden von VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland),
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma Aldrich (Steinheim,
Deutschland) in p. a. Qualitit bezogen. Zur HPLC- sowie MS-Analytik wurde Acetonitril
von VWR International GmbH und Sigma Aldrich in HPLC- bzw. LC/MS-Reinheit
benutzt. Wasser fiir die HPLC wurde iiber eine Milli Q-Anlage der Fa. Millipore (Eschborn,
Deutschland) gewonnen. Fiir die NMR-Spektroskopie wurden deuterierte Losungsmittel
der Firma Euriso-Top GmbH (Saarbriicken, Deutschland) verwendet. Alle verwendeten
Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich, Carl Roth GmbH & Co. KG, Merck
KGaA, Alfa Aesar (Karlsruhe, Deutschland), ABCR GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Fluka
Chemie GmbH (Buchs, Schweiz) und GL Biochem Ltd. (Shanghai, China) mit dem
hochstmoglichen Reinheitsgrad erworben. Wenn nicht anders beschrieben, wurden die

Chemikalien und Losungsmittel ohne weitere Aufarbeitung direkt verwendet.
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8. Enzym-Assays

Die Enzym-Assays wurden unter Verwendung von rekombinant hergestellten, viralen
Proteasen durchgefiihrt. Diese wurden exprimiert, isoliert, mit Hilfe eines Akta-Systems
gereinigt und in Stammldsungen bei -80 °C aufbewahrt.

Der allgemeine Ablauf eines Enzym-Assays gestaltete sich wie folgt: Die Mikrotiter-
platten wurden mit Pufferlosung befiillt. AnschlieBend wurde ein pL einer Losung eines
Ligationsgemisches, eines Inhibitors, eines nukleophilen Fragments oder zur Kontrolle
reines DMSO hinzugefiigt. Nach Zugabe der Enzymlosung wurde die Platte fiir zwei
Minuten bei 1400 rpm geschiittelt. AbschlieBend wurde Substratlésung hinzugefiigt, die
Platte noch einmal fiir zwei Minuten bei 1400 rpm geschiittelt und das generierte optische
Signal im Reader ausgelesen.

Negativkontrollen (Ersatz der Enzymldsung durch Pufferlosung), Positivkontrollen
(Ersatz des Inhibitors durch DMSO) und Kontrollen zur Eigenfluoreszenz von Substrat bzw.
Inhibitor wurden durchgefiihrt. Wenn nicht anders vermerkt, interferierten die gemessenen
Substanzen nicht signifikant mit der Ausgabe der Messung.

Die Kjs- und V,,,,.-Werte der Proteasen fiir die einzelnen Substrate wurden bestimmt, indem
die gemessene Aktivitit gegen die verwendete Substratkonzentration doppeltreziprok

aufgetragen wurde (Lineweaver-Burk-Auftragung).

8.1. Ermittlung der KenngroBen der irreversiblen
Inhibitoren

Alle irreversiblen Inhibitoren inaktivieren das Zielenzym iiber die Ausbildung einer ko-
valenten Bindung. Da die Rate der Enzyminaktivierung abhingig von der Inhibitorkon-
zentration ist, resultiert daraus eine nichtlineare Progresskurve der Enzymreaktion (z. B.

der Substratumsetzung). Sollte die Inhibitorkonzentration gleich grof3 bzw. groBer als die
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des Enzyms sein, erreicht die Progresskurve irgendwann einen Plateauwert, bei dem die
Geschwindigkeit der Enzymreaktion (vg) gleich Null wird (siehe Abb. 8.1A). Passt man
den Graphen an Gleichung 8.7 an, so erhélt man k4, die Geschwindigkeitskonstante der
Systeminaktivierung.[!33
[P] = 2 [1— e o] (&.1)
Kobs

Trigt man die verschiedenen kns-Werte, die man fiir jede eingesetzte Konzentrati-
on des Inhibitors bestimmt hat, gegen die Inhibitorkonzentration auf, erhélt man einen
dhnlichen Graphenverlauf, wie die Progresskurve der Enzymreaktion. Nach einem kurzen
linearen Anstieg, bildet sich ein Plateau fiir hohe Werte von [I] aus. Da einmal gebilde-
te kovalente Enzym-Inhibitor-Komplexe nicht wieder dissoziieren, verlduft der Graph
von kgps gegen [I] durch den Koordinatenursprung und lésst sich an folgende Gleichung

anpassen:[133]
kinact [I] kinact

K+ 1+ (K

kinact beschreibt hierbei die maximale Rate der Inaktivierung, welche bei unendlich

(8.2)

kobs =

hoher Konzentration des Inhibitors erreicht wird, wihrend Ky als die Konzentration [I]
definiert ist, die benotigt wird, um eine halbmaximale Inaktivierungsrate zu erzielen. Aus
diesem Grund darf sie nicht mit der Gleichgewichtskonstante K; verwechselt werden
(vgl. Gleichung /.1). Division durch [I] auf beiden Seiten von Gleichung 8.2 liefert eine

vereinfachte Form:
kobs . kinact

1 Ki+[1]

Wenn man nun postuliert, dass fiir die Berechnung der kinetischen Daten nur Werte

(8.3)

von Inhibitorkonzentrationen verwendet werden, die weit unter dem Séttigungsbereich

([1J«K7y) liegen, so vereinfacht sich Gleichung 8.3 weiter zu:

kobs _ kinact ( 8 4)
0 K '

Daraus folgt, dass bei Konzentrationen weit unterhalb von K7i, die Auftragung von
kobs gegen [I] linear sein muss. Der Anstieg wird beschrieben durch kj,,./K1, was die
KenngroBe fiir die Effektivitit der irreversiblen Enzyminaktivierung darstellt (sieche Abb.
8.1B).
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Abb. 8.1. Abgebildet ist eine typische Progresskurve einer irreversiblen Enzyminaktivierung (A). v; zeigt die
Region der Anfangsgeschwindigkeit, v die der Endgeschwindigkeit an. B zeigt die Auftragung
von kops als Funktion der Inhibitorkonzentration [I], an der die KenngroBe kinao/K1 abgelesen
werden kann.

8.2. West-Nil-Virus NS2B/NS3 Protease

8.2.1. Fluoreszenzbasierter Assay

Die Aktivitidt der NS2B/NS3 Protease wurde durch Umsetzung des fluorogenen Substrats
Boc-GKR|-(AMC) bzw. Boc-GKR|-(AMCA)-NH; (PS1) bestimmt. Das AMCA-Substrat
wurde synthetisiert (siehe 10.1), das AMC-Substrat wurde von der Firma Bachem (Buben-
dorf, Schweiz) bezogen. Die Probe wurde mit einer Anregungswellenldnge von 360 nm
bestrahlt und das emittierte Licht bei 465 nm, in relativen Fluoreszenzeinheiten (relative
Sfluorescent units, RFU) gemessen.

Fiir die Messungen wurden 10 uL. 10 mM MOPS-NaOH-Pufferlosung (pH 8.0; 20
% (v/v) Glycerin) in einer Kavitdt der Messplatte vorgelegt. Dann wurden 10 pL der
Enzymlosung (200 nM NS2B/NS3 in 10 mM MOPS-NaOH, pH 8.0; 20 % (v/v) Glycerin)
hinzugegeben und die Messplatte fiir 2 Minuten bei 1400 rpm geschiittelt. Anschlieend
wurden 10 pL. Substratlosung (200 uM in 10 mM MOPS-NaOH, pH 8.0; 20 % (v/v)
Glycerin) hinzugegeben, die Platte noch einmal fiir 2 Minuten bei 1400 rpm geschiittelt
und die Zunahme der Fluoreszenz am Fluorimeter beobachtet.

Fiir das dynamische Ligationsscreening wurden zusétzlich 1 uL. einer DMSO-L6sung
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der zu testenden Sonde bzw. des zu testenden Amin-Fragments (oder eine Mischung aus

beiden) hinzugefiigt. !

8.2.2. Absorptionsbasierter Assay

Fiir die absorptionsbasierte Messung wurde das Substrat CBz-GKR|-pNA (PS3) verwen-
det (siehe 10.2). Die Probe wurde mit Licht der Wellenldnge 405 nm bestrahlt und die
Absorption der Probe gemessen. Der Anstieg der Absorption korreliert hierbei mit der
Menge an freigesetztem para-Nitroanilin.

Fiir die Messungen wurden 10 uL 10 mM MOPS-NaOH-Pufferlosung (pH 8.0; 20
% (v/v) Glycerin) in einer Kavitit der Messplatte vorgelegt. Dann wurden 10 pL. der
Enzymlosung (200 nM NS2B/NS3 in 10 mM MOPS-NaOH pH 8.0; 20 % (v/v) Glycerin)
hinzugegeben und die Messplatte fiir 2 Minuten bei 1400 rpm geschiittelt. Anschliefend
wurden 10 pL Substratlosung (10 mM in 10 mM MOPS-NaOH, pH 8.0; 20 % (v/v)
Glycerin) hinzugegeben, die Platte noch einmal fiir 2 Minuten bei 1400 rpm geschiittelt

und die Zunahme der Absorption am Plattenreader beobachtet.

8.3. Coxsackie-Virus B3 3C Main Protease

8.3.1. FRET-basierter Assay

Durch Umsetzung des FRET-Substrates Dabcyl-KTLEALFQ|GPPVYE(Edans)-NH;,
wurde die Aktivitit der 3C Protease gemessen. Das Substrat wurde von der Firma Biosyntan
(Berlin, Deutschland) bezogen. Die Probe wurde mit einer Anregungswellenldnge von
355 nm bestrahlt und das emittierte Licht bei 538 nm, in relativen Fluoreszenzeinheiten
(relative fluorescent units, RFU) gemessen.

Fiir die Messungen wurden 10 pL 100 mM HEPES-NaOH-Pufferlosung (pH 7.5; 1
mM EDTA) in einer Kavitit der Messplatte vorgelegt. Dann wurden 10 pLL der Enzymlo-
sung (40 uM CV-B3 3C Protease in 100 mM HEPES-NaOH-Pufferlosung, pH 7.5; 1 mM
EDTA) hinzugegeben und die Messplatte fiir 2 Minuten bei 1400 rpm geschiittelt. Anschlie-
Bend wurden 10 pL Substratlosung (10 uM in 100 mM HEPES-NaOH-Pufferlésung, pH

'Das dynamische Ligationsscreening wurde von Andrea Albrecht und Christoph Arkona, am Institut fiir
Pharmazie der Universitit Leipzig durchgefiihrt.
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7.5; 1 mM EDTA; 50 % (v/v) DMSO) hinzugegeben, die Platte noch einmal fiir 2 Minuten
bei 1400 rpm geschiittelt und die Zunahme der Fluoreszenz am Fluorimeter beobachtet
(100 pMol gespaltenes Peptidsubstrat entsprach dabei 5000 RFU).

Fiir das dynamische Ligationsscreening wurden zusitzlich 1 yL einer DMSO-Losung
mit der zu testenden Sonde bzw. 0.5 uLL Sonde und 0.5 pL des zu testenden Amin-Fragments
(gelost in DMSO) hinzugefiigt. 2

8.4. Multizyklus CPE-Reduktions Assay und zellularer
Proteaseassay

Der Multizyklus CPE-Reduktions Assay sowie der zelluldre Proteaseassay wurden von
Rachel Ulferts, unter der Aufsicht von Prof. Frank van Kuppeveld, an der Universitit
Utrecht (Niederlande) durchgefﬁhrt.[lss]

’Das dynamische Ligationsscreening wurde von Andrea Albrecht und Christoph Arkona, am Institut fiir
Pharmazie der Universitét Leipzig durchgefiihrt. Die kinetischen Daten fiir AS1, AS3, EP3, AB2, AB4,
AB6 und AB13 wurden von Christoph Arkona gemessen.
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9. Allgemeine Synthesevorschriften

9.1. Allgemeines Protokoll zur
Festphasenpeptidsynthese

9.1.1. Beladung des Rink-Amid-Harzes mit AMCA

125 mg (0.09 mmol) Fmoc-Rink-Amid-Harz (Beladung 0.72 %"1) wurden in einer Frit-
tenspritze mit 5 mL 20 % (v/v) Piperidin in DMF geschiittelt. Nach einer Stunde wur-
de die Losung abgesaugt und das Harz nacheinander mit DMF, THF und DCM gewa-
schen. Anschlieend wurde das Harz in 5 mL DMF aufgenommen und mit 63 mg (0.27
mmol, 3 Aq) 7-Amino-4-methylcoumarin-3-essigsiure, 36.5 mg (0.27 mmol, 3 Aq) 1-
Hydroxybenzotriazol und 50 pL (0.32 mmol, 3.6 Aq) Diisopropylcarbodiimid versetzt. Die
Suspension wurde drei Tage geschiittelt, dann abgesaugt, mit DMF, THE, DCM gewaschen

und im Vakuum getrocknet.

9.1.2. Kupplung der ersten Aminosaure ans AMCA-Rink-Amid-Harz

Fiinf Aquivalente (auf die Harz-Beladung bezogen) der zu kuppelnden Aminosiure wurden
in 1 mL DMF gelost. AnschlieBend wurden fiinf Aquivalente HATU hinzugefiigt und die
Losung zum Harz gegeben. Nach der Zugabe von zehn Aquivalenten 2,6-Lutidin wurde
die Suspension fiinf Stunden geschiittelt. AbschlieBend wurde die Losung abgesaugt und
mit DMF, THF und DCM gewaschen. Die Prozedur wurde bei Bedarf wiederholt, um die

Kopplungsausbeute zu steigern.
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9.1.3. Kupplung der ersten Aminosaure ans 2-Chlortrityl-Harz

Das 2-Chlortrityl-Harz (Beladung 1.3 %"1) wurde mit DCM gequollen. AnschlieBend wur-
de eine Losung aus zwei Aquivalenten Fmoc-Aminosédure und vier Aquivalenten DIPEA
in DCM hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht geschiittelt, abgesaugt, mit
DMEF, THF und DCM gewaschen und im Vakuum getrocknet.

9.1.4. Fmoc-Entschiitzung

Nach erfolgreicher Beladung des Harzes wurde die basenlabile Fmoc-Schutzgruppe der
Aminosiure, mittels einer Losung von 20 % (v/v) Piperidin in DMF, abgespalten. Das
Reaktionsgemisch wurde 10 Minuten geschiittelt, die Losung abgesaugt und die Entschiit-
zung ein weiteres Mal durchgefiihrt. AbschlieBend wurde das Harz abgesaugt und mit
DMEF, THF und DCM gewaschen und im Vakuum getrocknet.

9.1.5. Kaisertest

Zur Uberpriifung auf Vollstindigkeit der Fmoc-Entschiitzung wurde der Ninhydrin-Test
nach Kaiser durchgefiihrt.[!31]

Reagenzien:
e KCN in Pyridin (2 mL, 1 mM KCN)
* 5 % (w/v) Ninhydrin in Butanol
¢ 80 % (w/v) Phenol in Butanol

Zur Durchfiihrung wurden einige Harzkiigelchen in einem Eppendorf-Gefif3 mit je einem
Tropfen der drei Losungen versetzt und die Suspension eine Minute mit der Heiluftpistole

zum Sieden erhitzt. Waren freie Amino-Gruppen vorhanden, so trat Blaufirbung auf.

9.1.6. Generelles Protokoll zur Peptidkupplung

Die Kupplung von Aminosduren an Peptid-beladenenes Harz wurde nach Standard DIC/HOBt-
Strategie durchgefiihrt. Dafiir wurde das Harz mit der N-terminal entschiitzten Aminosdure
fiir 10 Minuten in trockenem DMF gequollen. Nach Absaugen des Losungsmittels wur-

de eine Losung aus der zu kuppelnden N-terminal-geschiitzte Aminosiure (5 Aq. auf
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Harzbeladung bezogen) und HOBt (5 Aq) in trockenem DMF hinzugefiigt. Nach fiinf
Minuten Aktivierungszeit erfolgte die Zugabe von fiinf Aquivalenten DIC. Das Reaktions-

gemisch wurde drei Stunden geschiittelt und anschlieBend trocken gesaugt. Nach je drei
‘Waschschritten mit DMFE, THF und DCM wurde die Prozedur bei Bedarf wiederholt.

9.1.7. Unpolare Abdeckung mit CBz

Das N-terminal entschiitzte Harz wurde in trockenem DMF gequollen . Nach Zugabe von
sechs Aquivalenten DIPEA wurden fiinf Aquivalente Benzylchlorformiat hinzugefiigt und
das Reaktionsgemisch iiber Nacht geschiittelt. Abschlielend wurde das Losungsmittel
entfernt und das Harz mit DMF, THF und DCM gewaschen und im Vakuum getrocknet.

9.1.8. Peptidabspaltung vom Rink-Amid-Harz und Aufarbeitung

Das Harz wurde in 95 % (v/v) TFA in Wasser suspendiert (ca. 2 ml pro 100 mg Harz).
Nach einer Reaktionszeit von zwei Stunden wurde die Losung in eisgekiihlten Diethylether
gestiirzt und zentrifugiert. Darauthin wurde die iiberstehende Losung dekantiert und das
verbleibende Pellet noch zweimal mit eisgekiihltem Ether (je 2 ml) gewaschen, zentrifugiert
und die iiberstehende Losung dekantiert. Das Peptid wurde im Stickstoffstrom getrocknet,
aus Wasser (bei Loslichkeitsproblemen Zugabe von Acetonitril) lyophilisiert und mittels
HPLC gereinigt.

9.1.9. Peptidabspaltung vom 2-Chlortrityl-Harz ohne Entschiitzung
der Seitenketten

Die Abspaltung des Peptids von der Festphase wurde mit einem Gemisch aus Essigsiure,
Trifluorethanol und DCM (1:1:8, v/v/v) durchgefiihrt. Die Abspaltlosung wurde auf das mit
DCM vorgequollene Harz gegeben (5 mL pro 350 mg Harz) und die Suspension eine Stunde
geschiittelt. Die Suspension wurde filtriert, das Harz nochmal mit 5 mL Abspaltlosung

gewaschen und das Filtrat anschlieBend im Vakuum bis zur Trockne eingeengt.
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10. Synthetisierte Verbindungen

10.1. AMCA-gelabelte Peptide

Das Rink-Amid-Harz wurde gemafl Vorschrift mit AMCA beladen und die Peptidsequenz
nach den bereits genannten Methoden aufgebaut. Das Endcapping und die Abspaltung

vom Harz erfolgte wie beschrieben nach 9.1.

CBz-GKR-AMC-NH, PS1

Ausbeute: 4 mg (16 %)

ESI-HRMS (m/7): [IM+H] " berechnet fiir C34H46N90g: 708.3464 Da; gefunden: 708.3475
Da

CBz-RTKR-AMC-NH, PS2

Ausbeute: 8 mg (24 %)

ESI-HRMS (m/7): [M+H] ™ berechnet fiir C42H62N13OT0: 908.4737 Da; gefunden: 908.4761
Da

10.2. pNA-gelabelte Peptide

Um das Peptid CBz-GKR-pNA herzustellen, wurde zu erst CBz-GK(Boc)-OH, wie in
den allgemeinen Arbeitsvorschriften beschrieben, synthetisiert. Parallel dazu wurde Fmoc-
Arg(Pbf)-pNA hergestellt, Fmoc-entschiitzt und beide Aminosédure-Bausteine in Losung
gekuppelt. AbschlieBend wurden die Schutzgruppen abgespalten und das Produkt per
HPLC gereinigt.
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Fmoc-Arg(Pbf)-pNA PS3al!8]

Zur Trocknung des Eduktes wurde die Aminosdure vor der Durchfiihrung der Reakti-
on zwei mal mit Toluol versetzt und am Rotationsverdampfer bis zur Trockne einge-
engt. 895 mg (1.38 mmol, 1 Aq) Fmoc-Arg(Pbf)-OH und 190 mg (1.38 mmol, 1 Aq)
4-Nitroanilin wurden dann in 5 mL trockenem Pyridin gelost und mit einer Eis/Kochsalz-
Mischung auf -20 °C gekiihlt. Unter Riihren wurden dann 126 pL (1.38 mmol, 1 Aq)
Phosphoroxychlorid zugetropft und drei Stunden unter stindiger Kiihlung geriihrt. Dann
wurde die Reaktionslosung mit 10 mL Eiswasser gequencht und die wéssrige Phase
mit Ethylacetat gewaschen. Die organische Phase wurde eingeengt und mittels Flash-
Chromatographie (1 % (v/v) Triethylamin in EA) gereinigt.

Ausbeute: 598 mg (56 %)

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § [ppm] = 10.68 (s, NH-SO,, 1H), 8.23 (m, O,N-C-
(CH),, 2H), 7.87 (m, ArH, 4H), 7.78 (d, Arg-NoH, 1H), 7.72 (m, ArH, 2H), 7.41 (m,
ArH, 2H), 7.32 (m, AH, 2H), 6.74 (bs, Guanidyl-NH, 1H), 6.41 (bs, 1H, Guanidyl-NH),
4.28 (m, Fluoren-CH>, 2H), 4.22 (m, Arg-Hy, 1H), 4.18 (m, 9-Fluorenyl-H, 1H), 3.06 (m,
-CH»>-Guanidyl, 2H), 2.91 (s, Furan-CH», 2H), 2.46 (s, 4/6-CH3-Dihydrobenzofuran, 3H),
2.40 (s, 4/6-CH3-Dihydrobenzofuran, 3H), 1.97 (s, 7-CH3-Dihydrobenzofuran, 3H), 1.68
(bm, Arg-CﬁHz, 2H), 1.49 (bm, Arg-C,H>, 2H), 1.38 (s, 2,2-CH3-Dihydrobenzofuran,
6H).

Drehwert o: -0.85° (¢ = 67 uM; CHCl3)
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CBz-GKR-pNA PS3

106 mg (0.13 mmol) Fmoc-Arg(Pbf)-pNA wurde in 5 mL 20 % (v/v) Piperidin in DMF
gelost und 30 Minuten geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel am Rotationsver-
dampfer entfernt.

Der Riickstand wurde in DMF (5 ml) aufgenommen und mit einer Mischung aus Z-
GK(Boc)-OH (30 mg, 0.069 mmol, 0.5 Aq), HATU (52.4 mg, 0.13 mmol, 1 Aq) und
DIPEA (24 ul, 0.13 mmol, 1 Aq) in 5 mL DMF versehen. Die Reaktionszeit betrug eine
Stunde. Daraufhin wurde das Losungsmittel erneut bei reduziertem Druck entfernt. Das
geschiitzte Substrat wurde mit 3 mL einer Mischung aus 95 % (v/v) TFA und Wasser fiir
drei Stunden geriihrt, um die sdurelabilen Schutzgruppen zu entfernen. Das Reaktions-
gemisch verfirbte sich von gelb nach intensiv rot. Danach wurde das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in 6 ml einer Losung aus 33 % (v/v)
Wasser in ACN gelost und mittels HPLC gereinigt.

Ausbeute: 35.7 mg (13 %)

ESI-HRMS (m/7): [IM+H] " berechnet fiir C28H40N90;r :614.3045 Da; gefunden: 614.3034
Da

10.3. Aldehydsonden

10.3.1. Halomethylketone

4-Chlor-2,2-dimethyl-3-oxobutanal AS1

Zu einer eisgekiihlten Losung von 556 pL (7 mmol, 2 Aq.) o O
Chloressigsdurechlorid in 3 mL Diethylether wurde eine Losung H% cl

von 0.5 g (3.5 mmol, 1 Aq) 1-N-Morpholinisobuten in 3 mL

Diethylether getropft. Nach der Zugabe wurde die Losung zwei

Stunden refluxiert, abgekiihlt und der entstandene Niederschlag filtriert und mit Diethy-
lether gewaschen. Der Feststoff wurde dann in 1 mL Wasser gelost und mit gesittigter,
wissriger NaHCOs3-Losung auf pH 4 eingestellt. 1 mL Diethylether wurde hinzugefiigt
und die Losung drei Tage heftig geriihrt. Die wissrige Phase wurde dann drei mal mit

Diethylether gewaschen, die organischen Phasen vereint, mit Natriumsulfat getrocknet,
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filtriert und eingeengt. Flash-Chromatographie (Hexan:Ethylacetat, 1:3) lieferte 4-Chlor-
2,2-dimethyl-3-oxobutanal als gelbes Ol.

Ausbeute: 280 mg (54 %), Lit.: 61 %1211

Ry=0.4 (H:EA, 1:3)

TH-NMR (300 MHz, CDCl3): § [ppm] = 9.59 (s, -CHO, 1H), 4.28 (s, -CH,Cl, 2H), 1.42
(s, CH3, 6H).

13C.NMR (75 MHz, CDCl3): § [ppm] = 200.2, 199.8, 59.7, 46.2, 19.7 (2).
Laborjournalnr.: DB1_50

Acetessigsiurebenzylester AS1a

Auf einen 100 mL Glaskolben wurde ein 10 cm langes, offenes o O
Glasrohr aufgesetzt. In dem Glaskolben wurden dann 1.26 mL OM
Acetessigsiureethylester (10 mmol, 1 Aq) und 1.56 mL (15 ©/\

mmol, 1.5 Aq) Benzylalkohol in 50 mL Toluol fiir 24 Stunden

bei 105 °C geriihrt, so dass das entstehende Ethanol durch das Glasrohr entweichen konnte.
Die Reaktionslosung wurde abgekiihlt und eingeengt. Flash-Chromatographie (H:EA, 4:1)
lieferte das Produkt als farbloses OL.

Ausbeute: 1.65 g (85 %), Lit.: 96 %183

Ry=0.25 (H:EA, 4:1)

Laborjournalnr.: DB3_110

2,2-Dimethylacetessigsiurebenzylester AS1b

1.92 g (10 mmol, 1 Aq) Acetessigsiurebenzylester wurden bei o O

0 °C in THF gelost. 960 mg (24 mmol, 2.4 Aq) 60 % (w/w) Na- OAO%
triumhydrid in Mineraldl wurden langsam hinzugefiigt und die

Losung geriihrt. Nach 30 Minuten wurden 3.5 mL (56.8 mmol,

5.6 Aq) Methyliodid zugetropft und die Losung geriihrt. Nach einer Stunde wurde die
Reaktion durch Zugabe von 5 mL gesittigter Ammoniumchlorid-Lésung gequencht, mit

Diethylether verdiinnt und anschliefend je zwei mal mit 2 molarer Salzsdure, geséttigter
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Natriumhydrogencarbonat-Losung und gesittigter Kochsalzlosung gewaschen. Die organi-
sche Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Produkt als gelbes Ol
mittels Flash-Chromatographie (H:EA, 10:0—9:1) gereinigt.

Ausbeute: 1.58 g (72 %)

Rr=0.3 (H:EA, 9:1)

TH-NMR (300 MHz, DMSO-dp): § [ppm] = 7.39-7.33 (m, ArH, 5H), 5.15 (s, -CH,C¢Hs,
2H), 1.99 (s, CO-CH3, 3H), 1.38 (s, C(CH3)2, 6H).

4-Chlor-2,2-dimethylacetessigsiurebenzylester AS1c

Zu 1.58 g (7.2 mmol, 1 Aq) 2,2- o0 O
Dimethylacetessigsdurebenzylester wurden unter Riihren o% c
0.58 mL (7.2 mmol, 1 Aq) Sulfurylchlorid hinzugefiigt. EjA

Nach 12 Stunden Riihren bei Raumtemperatur wurde DCM

hinzugefiigt und je zwei mal mit Wasser, gesittigter Natriumhydrogencarbonat-
Losung und Brine gewaschen. Nach Trocknen mit Magnesiumsulfat wurde die
organische Phase mittels Flash-Chromatographie (H:EA, 4:1) gereinigt, was 4-Chlor-2,2-
dimethylacetessigsiurebenzylester als gelbes Ol lieferte.

Ausbeute: 748 mg (40%)

Ry=0.36 (H:EA, 4:1)

TH-NMR (300 MHz, DMSO-dp): § [ppm] = 7.39-7.32 (m, ArH, 5H), 5.15 (s, -CH,C¢Hs,
2H), 4.76 (s, CO-CH,Cl, 2H), 1.38 (s, C(CH3),, 6H).

13C.NMR (75 MHz, DMSO-ds): § [ppm] = 201.3, 173.1, 136.8, 129.6 (2), 129.3, 128.9
(2), 67.8,55.3,48.3,22.8 (2).

Laborjournalnr.: DB4_2

4-Chlor-2,2-dimethylacetessigsiure AS1d

155 mg 0.6 mmol) 4-Chlor-2,2-dimethyl- o O

acetessigsdurebenzylester wurden in 6 mL Ethylacetat Ho)§<lk/CI
gelost und mit einer Spatelspitze Palladium auf Kohle (10

% wi/w) versetzt. Unter Wasserstoffatmosphiare wurde 8
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Stunden geriihrt, der Katalysator abfiltriert und die Reaktionslosung eingedampft, was
4-Chlor-2,2-dimethylacetessigsiure als schwach gelbes Ol lieferte.

Ausbeute: 98 mg (98%)

TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 13.02 (bs, -COOH,1H), 4.73 (s, -COCH,Cl,
2H), 1.33 (s, C(CH3);, 6H).

I3C.NMR (75 MHz, DMSO-dg): § [ppm] = 200.7, 173.9, 53.9, 47.2, 21.7 (2).
Laborjournalnr.: DB4_7

4-Tod-2,2-dimethyl-3-oxobutanal ASle

Zu 180 mg (1.2 mmol, 1.5 Aq) Natriumiodid in 1.5 mL Ace- o O

ton, wurden 118 mg (0.8 mmol, 1 Aq) 4-Chlor-2,2-dimethyl- H)%J\/ I
3-oxobutanal gegeben. Nach 90 Minuten Riihren wurden der

entstandene Niederschlag abfiltriert und mit Aceton gewaschen.

Das Filtrat wurde mit Wasser verdiinnt und zwei mal mit Ethylacetat gewaschen. Die orga-
nische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend im Vakuum eingeengt,
wobei 4-Iod-2,2-dimethyl-3-oxobutanal als rotes Ol zuriickblieb.

Ausbeute: 158 mg (85 %)

Ry=0.3 (H:EA, 4:1)

TH-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 [ppm] = 9.57 (s, -CHO, 1H), 3.97 (s, -CH,1, 2H), 1.46 (s,
CHs3, 6H).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): § [ppm] = 201.5, 199.9, 60.1, 20.3 (2), 2.6.
Laborjournalnr.: DB1_51

10.3.2. Epoxide

25,3S-Epoxy-4-oxobutansiureethylester AS3

In einem Rundkolben wurden 300 uL (2.5 mmol, 1 Aq) E-4- j)
Oxobut-2-ensidureethylester in 2 mL. DCM geldst. Nach Zugabe  H W)Lo/\
von 81.5 mg S-(-)-a,c-Diphenyl-2-pyrrolidinmethanoltrime- 0
thylsilylether (0.25 mmol, 0.1 Aq) in 1 mL DCM verfirbte sich

die Losung leicht orange. AnschlieBend wurden 335 pL einer Losung von Wasserstoffper-

oxid in Wasser (30 % (w/w), 3.24 mmol, 1.3 Aq) tropfenweise der Losung hinzugefiigt und
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die Mischung kréftig fiir 4 h geriihrt. Das Zweiphasensystem wurde eingeengt und mit Hilfe
einer kurzen Kieselgelsdule (DEE:H, 1:1) gereinigt. Nach einer zusitzlichen Flashchroma-
tographie (DEE:H, 4:1) wurde die zihfliissige Substanz in Chloroform mit Molekularsieb
€ A) tiber Nacht (16 h) getrocknet. Filtration und Verdampfen des Losungsmittels lieferte
das gewiinschte Produkt als halbfeste Masse.

Ausbeute: 150 mg (42 %), Lit.: 60 %!1%2]

Ry=0.23 (DEE:H, 4:1)

TH-NMR (300 MHz, CDCl3): § [ppm] = 9.06 (d, *Jy.z = 6.2 Hz, -CHO, 1H), 4.30 (q,
-CH», 2H), 3.75 (d, *Jy.x = 1.8 Hz, -CH-O-CH-COOEt, 1H), 3.62 (dd, 3Jy.z = 6.2 Hz,
1.8 Hz, CHO-CH-O-CH-, 1H), 1.34 (t, CH3, 3H).

13C.NMR (75 MHz, CDCl3): § [ppm] = 195.1, 166.3, 69.2, 57.6, 50.9, 14.1.
Laborjournalnr.: DB4_51

10.4. Amin-Fragmente

10.4.1. WNV-Screening Hits
N-Acetyl-10.11-dihydro-5H-dibenz[b.f]azepin Fla

1 g (5 mmol, 1 Aq) 10.11-Dihydro-5H-dibenz[b,f]azepin wurde

in einem Mikrowellengefd3 in 5 mL Toluol geldst und 535 puL O N O
(7.5 mmol, 1.5 Aq) Acetylchlorid hinzugefiigt. Das Reaktionsge- )\

misch wurde fiir eine Stunde bei 90 °C im Mikrowellenreaktor °

geriihrt, abgekiihlt und drei mal mit Wasser gewaschen. Die or-

ganische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet, eingeengt und der Riickstand aus
Diethylether umkristallisiert.

Ausbeute: 0.98 g (83 %), Lit.: 75 %!126]

ESI-MS (m/z): [M+H] " berechnet fiir C;¢H;NO™: 238.1 Da; gefunden: 238.0 Da
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 7.45 (m, ArH, 1H), 7.34-7.26 (m, ArH, 4H),
7.19 (m, ArH, 3H), 3.35-3.19 (m, CH;, 2H), 2.87-2.71 (m, CH3, 2H), 1.91 (s, -CH3, 3H).
I3C.NMR (75 MHz, DMSO-dg): § [ppm] = 169.1, 136.9, 134.8, 130.3, 129.9, 128.7,
128.3, 127.8, 127.2, 127.1, 126.1, 30.1, 29.6, 22.4.
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Laborjournalnr.: DB1_79A

N-Acetyl-3-nitro-10.11-dihydro-5H-dibenz[b.f lazepin F1b

1.18 g (6 mmol) N-Acetyl-10.11-dihydro-5H-dibenz[b.f ]azepin

wurde unter Eiskiihlung in 25 mL konz. Schwefelsidure gelost. O N O

Bei 0 °C und unter Riihren wurden langsam 556 mg (5.5 mmol, )\ NO,
1.1 Aq) Kaliumnitrat hinzugefiigt. Die Losung wurde iiber Nacht °

geriihrt und dabei auf Raumtemperatur gebracht. Das Reaktions-

gemisch wurde in Eiswasser gestiirzt und der entstandene Niederschlag filtriert und mit
Wasser gewaschen. Flash-Chromatographie (H:EA, 1:1) lieferte das gewiinschte Produkt
als einen braunen Feststoff, von dem sich unumgesetztes Edukt nicht vollstandig abtrennen
lieB3.

Ausbeute: 845 mg (60 %)

Ry=0.26 (H:EA, 1:1)

ESI-MS (m/z): [M+H] ™ berechnet fiir C16H15N203r : 283.1 Da; gefunden: 283.0 Da
TH-NMR (400 MHz, CDCl3): § [ppm] = 8.34 (bs, ArH, 3H), 7.46 (s, ArH, 1H), 7.30-7.01
(m, ArH, 3H), 3.33-3.15 (m, CH», 2H), 2.78-2.74 (m, CH;, 2H), 1.97 (s, -CH3, 3H).
13C-NMR (100 MHz, CDCl3): § [ppm] = 172.4, 141.6, 140.1, 137.0, 135.1, 132.5, 130.0,
129.5, 129.4, 128.0, 127.6, 123.2, 122.8, 30.8, 29.7, 22.5.

Laborjournalnr.: DB1_85

N-Acetyl-3-amino-10.11-dihydro-5H-dibenz[b.f]azepin F1

930 mg (3 mmol) N-Acetyl-3-nitro-10.11-dihydro-5H-

dibenz[b.flazepin wurde in 15 mL Methanol gelost und Q N O

mit einer Spatelspitze Palladium auf Aktivkohle (10 % )\ NH,

(w/w)) versetzt. Durch die Reaktionslosung wurde fiinf ©

Minuten lang Wasserstoff geleitet und anschlieBend, mit

Hilfe eines Ballons, eine Wasserstoffatmosphire geschaffen. Die Losung wurde 12
Stunden geriihrt, durch Celite gefiltert und eingeengt. Flash-Chromatographie lieferte
N-Acetyl-3-amino-10.11-dihydro-5H-dibenz[b.f ]azepin als gelben Feststoff.

Ausbeute: 400 mg (52 %)
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Ry=0.3 (EA:H, 9:1)

ESI-MS (m/z): [M+H] " berechnet fiir C;¢H17N>O": 253.1 Da; gefunden: 253.3 Da
IH.NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 [ppm] = 7.36-7.16 (m, ArH, 4H), 6.95-6.80 (m, ArH,
1H), 6.56-6.41 (m, ArH, 2H), 5.05 (bs, NH,, 2H), 3.18-3.13 (m, CH;, 2H), 2.75-2.65 (i,
CH»,, 2H), 1.90 (s, -CH3, 3H).

I3C.NMR (75 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 168.8, 147.9, 142.7, 140.6, 130.3, 130.1,
130.0, 128.5, 126.9, 125.9, 113.8, 113.3, 112.2, 30.5, 28.5, 22.0.

Smp.: Zers. > 80 °C

Laborjournalnr.: DB1_81

10.4.2. CVB3 Screening Hits

1-(p-Tolyl)-1H-pyrazol-3-amin F3

100 mg (1.2 mmol, 1 Aq) 3-Aminopyrazol, 390 mg (1.2 mmol, NH,
1 Aq) Caesiumcarbonat, 392 mg (1.2 mmol, 1 Aq) 4-Iodtoluol, 14 \N:
23 mg (0.12 mmol, 0.1 Aq) Kupfer(I)-iodid und 3.5 mL DMF N

wurden in ein Mikrowellen-Vial gefiillt, verschlossen und in

die Mikrowelle eingebracht. Nach Bestrahlung bei 190 °C fiir

20 Minuten wurde abgekiihlt, mit Wasser verdiinnt und mit

Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde eingeengt

und das Reaktionsprodukt mittels HPLC gereinigt, was 1-(p-Tolyl)-1H-pyrazol-3-amin als
weilen Feststoff lieferte.

Ausbeute: 178 mg (85 %)

ESI-MS (m/z): [M+H]™ berechnet fiir C10H12N3+ : 174.1 Da; gefunden: 174.1 Da
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 8.24 (d, 3Ju.u = 2.6 Hz, -NCHCH, 1H),
7.57 (d, 3Jy.u = 8.5 Hz, NC(ArH),, 2H), 7.30 (bs, NH,, 2H), 7.24 (d, 3Jy.u = 8.5 Hz,
NC(ArH),(ArH),, 2H), 6.01 (d, 3Jy.y = 2.6 Hz, -NCHCH, 1H), 2.31 (s, CH3, 3H).
I3C.NMR (75 MHz, DMSO-ds): § [ppm] = 151.0, 137.3, 134.2, 129.7 (2), 128.5 (2),
117.1,97.9, 20.3.

Smp.: 98 °C

Laborjournalnr.: DB3_52
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3-Nitropropansiureethylester F2a

Zu 1.22 g (8 mmol, 1 Aq) 3-Brompropansiure in 10 mL Ethanol O

wurden 726 pL (10 mmol, 1.25 Aq) Thionylchlorid getropft und /\o)v NO,
die Losung zwei Stunden refluxiert. Nach Abkiihlen der Losung

wurde mit Diethylether verdiinnt und mit Wasser, gesittigter NaHCO3-Losung und Brine
gewaschen. Trocknen mit Magnesiumsulfat, Filtrieren und Entfernen des Losungsmittels
lieferte 1.2 g (6.6 mmol, 83 %) 3-Brompropansiurethylester als gelbes Ol.

Zu 1.45 g (8 mmol, 1 Aq) 3-Brompropansiurethylester in 10 mL Aceton wurden 2.0 g
(14 mmol, 1.75 Aq) Natriumiodid gegeben. Nach einer Stunde Riihren wurde die Losung
filtriert, eingeengt, in Diethylether aufgenommen und mit kaltem Wasser gewaschen. Trock-
nen mit Magnesiumsulfat, Einengen und Flash-Chromatographie (H:EA, 95:5) lieferte 1.7
g (7.4 mmol, 93 %) 3-lodpropansiurethylester als gelbes OL.

Unter Argon-Atmosphire wurden in einem braunen Kolben 461 mg (3 mmol, 1.2 Aq) Sil-
bernitrit in 10 mL trockenem Diethylether vorgelegt. Die Losung wurde mit Hilfe eines Eis-
bads auf 0 °C gekiihlt und es wurden 570 mg (2.5 mmol, 1 Aq) 3-lodpropansiurethylester
in 1 mL Diethylether hinzugetropft. Nach der Zugabe wurde das Eisbad entfernt und die
Losung iiber Nacht heftig geriihrt. Die Reaktionslosung wurde filtriert, das Filtrat mit
Diethylether gewaschen und die vereinigten organischen Phasen am Rotationsverdampfer
eingeengt, um 3-Nitropropansiureethylester als blass-oranges Ol zu liefern.

Ausbeute: 340 mg (92 %)

TH-NMR (300 MHz, CDCl3): § [ppm] = 4.66 (t, >Jy.g = 6 Hz, NO,CH,, 2H), 4.20 (q,
3Ju.n = 7.2 Hz, CH,CH3, 2H), 2.97 (¢, *Jp.n = 6 Hz, NO,CH,CH,, 2H), 1.28 (t, *Jyp =
7.2 Hz, CH3, 3H).

Laborjournalnr.: DB2_89
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3-Nitro-3-(2-(p-tolyl)hydrazono)propansiureethylester F2b

246 mg (2.3 mmol, 1 Aq) p-Toluidin wurden bei 0 °C in einer \/Ow NO,
Mischung aus 1.4 mL Wasser und 0.6 mL. konz?ntrierter Salzsiu- OHN N

re gelost. Dann wurden 158 mg (2.3 mmol, 1 Aq) Natriumnitrit

in 0.5 mL Wasser langsam dazu getropft. Die Losung wurde

anschlieBend zu einer eisgekiihlten Mischung aus 115 mg (5

mmol, 2.1 Aq) Natrium in 5 mL Ethanol und 340 mg (2.3 mmol,

1 Aq) 3-Nitropropansiureethylester getropft. Die tiefrote Losung wurde zwei Stunden
geriihrt, mit Dichlormethan extrahiert, eingeengt und mittels HPLC gereinigt, was das
gewiinschte Produkt als orangen Feststoff lieferte.

Ausbeute: 60 mg (10 %)

ESI-MS (m/z): [M-H] ™ berechnet fiir C;oH4N30, : 264.0 Da; gefunden: 264.0 Da
TH-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 10.80 (s, -NH, 1H), 7.21 (d, 3Jy.u = 8.8 Hz,
CH3C(ArH),, 2H), 7.18 (d, 3Ju.n = 8.8 Hz, NC(ArH),, 2H), 4.14 (q, *Juu = 7.1 Hz,
CH3;CH», 2H), 4.11 (s, COCH>, 2H), 2.27 (s, CH3, 3H), 1.2 (t, CH3, 3H).

13C.NMR (75 MHz, DMSO-ds): § [ppm] = 167.4, 140.4, 139.2, 132.1, 129.9 (2), 114.6
(2),67.1,31.4,20.3, 14.0.

Laborjournalnr.: DB2_90

5-Amino-2-(p-tolyl)-2.4-dihydro-3H-pyrazol-3-on F2

50 mg (0.18 mmol, 1 Aq) F2b wurde in 10 mL Methanol ge- NH;
16st und mit 0.2 g (3 mmol, 16 Aq) Ammoniumformiat versetzt. o ﬂ
Nach der Zugabe einer Spatelspitze Zinkpulver wurde das Re- N
aktionsgemisch 10 Minuten im Ultraschallbad gelassen. Die
Losung wurde mit NaHCOs3-Losung neutralisiert und fiinf Tage
stehen gelassen. Das Produkt wurde dann mittels HPLC gerei-
nigt, was 5-Amino-2-(p-tolyl)-2.4-dihydro-3H-pyrazol-3-on als
gelben Feststoff lieferte.

Ausbeute: 32 mg (90 %)

ESI-MS (m/z): [M-H] ™~ berechnet fiir C;oH2N30, : 190.0 Da; gefunden: 190.0 Da

IH-NMR (300 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7.66 (d, 3Jy.nt = 8.3 Hz, -NC(ArH),, 2H), 7.17
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(d, 3Jyg = 8.3 Hz, CH3C(ArH),, 2H), 3.54 (s, CH», 2H), 2.33 (s, CH3, 3H).
Laborjournalnr.: DB2_92

1-Alkyl-substituierte 5-Amino-1.2-dihydropyrazol-3-one

Generelle Synthesevorschrift: 0

Eine dquimolare Mischung aus Keton und Hl\?\\)\ R = - Cycloheptyl
N NH, - 4-Heptyl

Cyanacethydrazid (synthetisiert nach Al- | - Isopropyl
R

Hazmi et al.''8*) in Ethanol (1 mL pro mmol
Edukt) wurde eine Stunde unter Riickfluss
erhitzt. Nach Abkiihlen der Losung bildete sich ein farbloser Niederschlag. Dieser wurde
abfiltriert, gewaschen, aus Ethanol umkristallisiert und im Hochvakuum getrocknet. Das
Filtrat wurde iiber Nacht im Kiihlschrank gelagert, mit dem sich daraus abgeschiedenen

Feststoff wurde wie oben verfahren.

2-Cyano-N-cycloheptylidenacethydrazid F4a

Ausbeute: 1.8 g (73 %) )
ESI-MS (m/z): [M-H]~ berechnet fiir CgH;4N30: 192.1 Da; N A oN
gefunden: 192.0 Da Q/ :
TH-NMR (400 MHz, DMSO-dg): § [ppm] = 10.52 (s, -NH,

1H), 4.02 (s, NC-CH;, 2H), 2.38 (m, NC(CH>),, 4H), 1.50-1.65 (m, CH,, 8H).
13C.NMR (100 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 165.1, 160.4, 116.3, 36.6, 29.8 (2), 26.9 (2),
24.6 (2).

Laborjournalnr.: DB2_107a

2-Cyano-N-4-heptylidenacethydrazid F5a

Ausbeute: 1.2 g (65 %) O

, . ) . , N L en
ESI-MS (m/z): [M-H]~ berechnet fiir C{oH{sN3O™: 194.1 Da; - H
gefunden: 194.1 Da
TH-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 [ppm] = 10.78 (s, -NH, 1H),
4.0 (s, NC-CH3, 2H), 2.26-2.14 (m, NC(CH>),, 4H), 1.53-1.36
(m, NC(CH,)>(CH>),, 4H), 0.88 (s, CH3, 3H), 0.87 (s, CH3, 3H).
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I3C.NMR (100 MHz, DMSO-de): § [ppm]= 165.2, 157.5, 116.2, 38.1, 24.6, 18.8 (2),
13.7 (2).

Smp.: 139 °C

Laborjournalnr.: DB5_1a

2-Cyano-N-isopropylidenacethydrazid Fé6a

Ausbeute: 3.6 g (95 %) O
ESI-MS (m/7): [M-H]~ berechnet fiir CsHgN;O~: 138.1 Da; \(/NNKCN
gefunden: 138.1 Da ;
TH-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 [ppm] = 10.59 (s, -NH,

1H), 4.01 (s, 2H, NC-CH>, 2H), 1.90 (s, CH3, 3H), 1.85 (s, CH3, 3H).

13C.NMR (100 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 164.9, 152.4, 116.2, 25.1, 24.5, 17.4.
Smp.: 85 °C

Laborjournalnr.: DB5_2a

Generelle Vorschrift zur Reduktion der Hydrazide zum Pyrazolon:

In einem groBen Glaskolben wurde das Ketimin vorgelegt und mit Wasser suspendiert
(10 mL Wasser pro 1 mmol Edukt). Unter heftigem Riihren wurden 0.55 Aquivalente
Natriumborhydrid hinzugefiigt. Nach 16 Stunden wurde der Feststoff filtriert und mit
Wasser gewaschen. Lyophilisation aus Dioxan/Wasser lieferte das Pyrazolon als weillen
Feststoff.

5-Amino-1-cycloheptyl-1.2-dihydropyrazol-3-on F4

Ausbeute: 151 mg (77 %), weiller Feststoff o
ESI-HRMS (m/7): [M+Na]™ berechnet fiir C;oH;7N3NaO™: an
218.1264 Da; gefunden: 218.1258 Da N7 NH,
TH-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 [ppm] = 8.91 (bs, -NH, 1H), O
5.66 (s, -NH,, 2H), 4.30 (s, COCH, 1H), 3.86 (m, NCH(CH;),,

1H), 1.70-1.35 (m, CH», 12H).
13C.NMR (75 MHz, Pyridin-ds): § [ppm] = 166.0, 152.4, 76.9, 58.4, 34.0 (2), 28.2 (2),
25.4 (2).
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IR (ATR): v = 3112 (w, br, N-H), 2927 (w, =C-H), 2857 (w, -C-H), 1594 (s, C=C-C=0),
1558 (s, C=C-C=0), 1501, 1449, 1004 (m, =C-Hg) cm ™!

Smp.: Zers. > 223 °C

Laborjournalnr.: DB2_107

5-Amino-1-(heptan-4-yl)-1.2-dihydropyrazol-3-on F5

Ausbeute: 1.0 g (80 %), weiller Feststoff O

ESI-MS (m/z): [M-H]~ berechnet fiir C{oH1gN3O™: 196.1 Da; Hh
‘N NH2

gefunden: 196.1 Da

TH-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 9.54 (s, -NH, 1H), A
5.29 (s, -NH>,, 2H), 4.37 (s, COCH, 1H), 3.82 (tt, NCH(CH3)>,

1H), 1.65-1.58 (m, CH», 2H), 1.43-1.35 (m, CH», 2H), 1.20-1.13 (m, CH, 2H), 1.13-1.03
(m, CH3, 2H), 0.81 (t, (CH3);,, 6H).

13C.NMR (125 MHz, DMSO-dg): § [ppm]= 162.9, 151.1, 73.3, 54.5, 36.3 (2), 18.9 (2),
13.9 (2).

Smp.: Zers. > 208 °C

Laborjournalnr.: DB5_1

5-Amino-1-isopropyl-1.2-dihydropyrazol-3-on F6

Ausbeute: 151 mg (77 %), weiller Feststoff 0o
ESI-MS (m/z): [M-H] ™ berechnet fiir CsH19N3O: 140.1 Da; Hh
gefunden: 140.2 Da )N\ NH;

TH-NMR (400 MHz, DMSO-dg): § [ppm]= 9.02 (s, -NH,

1H), 5.66 (s, -NH,, 2H), 4.32 (s, COCH, 1H), 4.03 (hept,

NCH(CH3),, 1H), 1.09 (d, (CH3),, 6H).

13C.NMR (100 MHz, DMSO-dg): § [ppm]= 166.6, 155.1, 75.2, 47.5, 19.8 (2).
Smp.: Zers. > 275 °C

Laborjournalnr.: DB5_2
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2-Cyano-N’-phenylacethydrazid F7a

Zu einer eisgekiihlten Losung von 2.4 g (28 mmol, 1 Aq) Cyanes- H 0
sigsdure und 2.81 mL (28 mmol, 1 Aq) Phenylhydrazin wurde N ‘Nk CN
5.9 g (28 mmol, 1 Aq) N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid in 10 mL ©/ "

THF getropft. Nach 30 Minuten Riihren wurde die Suspension

filtriert und der Niederschlag mit THF gewaschen. Das Losungsmittel wurde am Rotations-
verdampfer entfernt und der Riickstand mit DEE aufgenommen. Nochmaliges Filtrieren
und einengen lieferte 2-Cyano-N’-phenylacethydrazid als schwach orangen Feststoff.
Ausbeute: 2.5 g (55 %)

ESI-MS (m/7): [M+H] " berechnet fiir CoH;oN3O™": 176.1 Da; gefunden: 176.1 Da
Laborjournalnr.: DB3_73B

5-Amino-1-phenyl-1.2-dihydropyrazol-3-on F7

In 20 mL Ethanol wurde unter Eiskiithlung 356.5 mg (15.5 mmol, 0

1 Aq) frisch geschnittenes Natrium geldst. AnschlieBend wur- HMNH
den 2.7 g (15.5 mmol, 1 Aq) 2-Cyano-N’-phenylacethydrazid N ?
hinzugefiigt und die Lésung 12 Stunden geriihrt. Anschlieend ©

wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und

der Riickstand mittels Flash-Chromatographie (H:EA, 1:0 —

0:1) gereinigt.

Ausbeute: 1 g (37 %)

Ry=0.25 (DCM:MeOH, 9:1)

ESI-MS (m/z): [M+H] " berechnet fiir CoHoN3O™": 176.1 Da; gefunden: 176.1 Da
TH-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 [ppm]=9.70 (s, -NH, 1H), 7.51-7.48 (m, ArH, 2H),
7.43-7.38 (m, ArH, 2H), 7.22-7.17 (m, ArH, 1H), 5.43 (s, -NH>, 2H), 4.80 (s, COCH, 1H).
13C.NMR (100 MHz, DMSO-dg): 8 [ppm]= 162.8, 149.4, 139.7, 129.0 (2), 124.9, 121.9
(2),76.8.

Smp.: 157 °C

Laborjournalnr.: DB3_75
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2-Cyano-N-methylacethydrazid F8

1 mL Methylhydrazin (19 mmol, 1 Aq) wurde in einem 5 mL O
Glaskolben mit 2.4 mL Cyanoessigsdureethylester (19 mmol, Hh
1 Aq) unter Eisbadkiihlung gemischt. Die Losung wurde auf T NF2
Raumtemperatur gebracht und iiber Nacht geriihrt. AnschlieBend

wurde das Gemisch mittels Flash-Chromatographie gereinigt (DCM:MeOH, 8:2, 1% NEt3),
was das gewiinschte Produkt als fahl-weillen Feststoff lieferte.

Ausbeute: 0.75 g (35 %)

ESI-MS (m/7): [M+H] " berechnet fiir C4HgN3;O™: 114.1 Da; gefunden: 114.2 Da
TH-NMR (300 MHz, Pyridin-ds): § [ppm]=9.19 (bs, NH, 1H), 6.04 (bs, NH,, 2H), 5.32
(s, CH, 1H), 3.59 (s, CH3, 3H).

13C-NMR (75 MHz, Pyridin-ds): 8 [ppm]= 163.9, 151.2, 76.3, 34.6.

Smp.: 165-170 °C

Laborjournalnr.: DB4_36

10.5. Inhibitoren

10.5.1. Chlormethylketone

4-Chlor-2,2-dimethyl-1-[1-(p-tolyl)-1H-pyrazol-3-ylamino]-1,3-butandion CK1

Zu einer Losung aus 10 mg (61 umol, 1,05 Aq) 4-Chlor- ,O'N/j\ O O
2,2-dimethylacetessigsiure und 10 mg (58 pmol, 1 Aq) ‘N7 ”%O
1-(p-Tolyl)-1H-pyrazol-3-amin in 2 mL DCM wurden 12

mg (58 umol, 1 Aq) N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid ge-

geben. Nach 30 Minuten Riihren wurde die Losung fil-

triert, eingeengt und mittels HPLC gereinigt, was 4-Chlor-2,2-dimethyl-1-[1-(p-tolyl)-1H-
pyrazol-3-ylamino]-1,3-butandion als braunen Feststoff lieferte.

Ausbeute: 12 mg (65 %)

ESI-HRMS (m/z): [M+Na]™ berechnet fiir C16H18C1N3N.510;r : 342.0980 Da; gefunden:
342.0976 Da

TH-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 10.50 (s, NH, 1H), 8.34 (d, 3Ju.n = 2.6
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Hz, NNCHCHC, 1H), 7.64 (d, 3Jy.u = 8.5 Hz, NC(CH),, 2H), 7.28 (d, 3Jy.u = 8.5 Hz,
NC(CH),(CH),, 2H), 6.74 (d, 3Ju.n = 2.5 Hz, NNCHCHC, 1H), 4.81 (s, CH,Cl, 2H),
2.32 (s, Ar-CH3, 3H), 1.46 (s, C(CH3),, 6H).

13C.NMR (125 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 201.8, 171.0, 148.5, 137.2, 135.0, 129.8 (2),
127.8,117.7 (2), 99.9, 55.3, 47.5, 21.8, 20.3 (2).

Smp.: 75 °C

Laborjournalnr.: DB4_10

10.5.2. Epoxide

3[(2-Cycloheptyl-5-0x0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)carbonyl]-2-oxirancarbonsiu-
reethylester EP3 & EPS

5-Amino-1-cycloheptyl-1,2-dihydropyrazol-3-on wurde 0
in 10 mL Pyridin (10 mL pro 0.5 g Pyrazolon) gelost HNH\ f 0
H o

und nacheinander 2.95 Aq. 2,3-Epoxybernsteinsiure

und 2.95 Aq. DCC hinzugefiigt. Die Suspension wurde O

iiber Nacht geriihrt und anschlieend das Losungsmittel

am Hochvakuum entfernt. Der Riickstand wurde in

Ethanol gelost und mit 2 Aq. NaOH (aus 2 M NaOH-L6sung) versetzt. Nach 30 Minuten
Rithren wurde das Reaktionsgemisch unter vermindertem Druck eingeengt und der
Riickstand mit wissrigem Acetonitril aufgenommen, filtriert und mittels HPLC gereinigt,
was 3[(2-Methyl-5-o0x0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)carbonyl]-2-oxirancarbonsiure
als farblosen Feststoff lieferte. Dieser wurde in Ethanol geldst, mit katalytischen
Mengen konzentrierter Schwefelsdure versetzt und 60 Minuten bei 90 °C in einem
Mikrowellenreaktor bestrahlt. AnschlieBend wurde abgekiihlt, das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und das Produkt per HPLC gereinigt.

Je nach Konfiguration der eingesetzten 2,3-Epoxybernsteinsdure (cis- oder trans-), wird
das Produkt als Enantiomerengemisch ((2R,35)/(2S,3R)aus cis-Epoxybernsteinsdure, bzw.
(2R,3R)/(28,3S) aus trans-Epoxybernsteinsidure) erhalten.
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(2R,3R)/(25,3S)-3[(2-Cycloheptyl-5-0x0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)carbonyl]-2-

oxirancarbonsiureethylester EP3

Ausbeute: 48.8 mg (62 %) O

ESI-MS (m/z): [M+H]" berechnet fiir C16H24N3O§r: HN>\1 L‘imwniﬂj

338.2 Da; gefunden: 338.2 Da N

TH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): § [ppm] = 10.34 (s, O

NH, 1H), 10.02 (s, NH, 1H), 5.48 (s, NHCOCH, 1H), 4.21

(q, *Ju.u = 7.2 Hz, CH3CH>, 2H), 4.14 (m, CH(CH>),,

1H), 3.92 (d, *Jug = 1.8 Hz, NHCOCHOCHCOOE, 1H), 3.73 (d, 3Ju.u = 1.8 Hz,
NHCOCHOCHCOOEt, 1H), 1.86-1,40 (m, Cycloheptyl-CH», 12H), 1.25 (t, 3Jg.p = 7.1
Hz, CH3CH,, 3H).

13C.NMR (75 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 167.0, 163.7, 159.2, 133.4, 84.2, 61.6, 56.5,
53.0,51.5,34.2 (2),27.9 (2), 23,9 (2), 13.9.

Smp.: Zers. > 250 °C

Laborjournalnr.: DB3_44B

(2R,35)/(2S,3R)-3[(2-Cycloheptyl-5-0x0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)carbonyl]-2-
oxiran-carbonsiureethylester EPS

Ausbeute: 43,8 mg (25 %) o)

ESI-HRMS (m/7): [M+H] ™ berechnet fiir C16H24N30 HNyj\ w

338,1710 Da; gefunden: 338,1734 Da N

TH-NMR (500 MHz, DMSO-dg): § [ppm]= 10.13 (s, O

NNHCO, 1H), 9.58 (s, CNHCO, 1H), 5.30 (s, NNH-

COCH, 1H), 4.13 (q, 3Ju.u = 7.1 Hz, CH3;CH>, 2H), 4.11

(m, CH(CH,, 1H), 3.99 (s, NHCOCHOCHCOOEt, 2H), 1.81-1.42 (m, Cycloheptyl-CH>,
12H), 1.18 (t, 3Jy.g = 7.1 Hz, CH3CH,, 3H).

I3C.NMR (125 MHz, DMSO-dg): & [ppm]= 166.1, 163.8, 160.5, 134,8, 84.8, 61.1, 56.4,
53.7,52.4,34.3,34.2,27.8 (2),23.9 (2), 13.9.

Smp.: 70 °C

Laborjournalnr.: DB5_35
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(2R,3R)/(25,3S)-N?-(2-Cycloheptyl-5-0x0-2,5-dihydro-1H-pyrazol-3-yl)-N>-(naphth-1-
ylmethyl)oxiran-2,3-dicarboxamid EP4

200 mg (1.5 mmol, 1.25 Aq) trans-

(@)
Epoxybernsteinsidure und 258 mg (1.25 mmol, 1 HNH\ j) (J)\ ‘
Ny
H o H

Aq) DCC wurden in 15 mL DMF vorgelegt. Zu O
dieser Mischung wurden 183 uL (1.25 mmol, 1 O

Aq) 1-Naphthylmethylamin getropft. Nach dem

sich ein weiBler Niederschlag entwickelte, wurde

die Reaktionslosung filtriert, eingeengt und iiber

eine kurze Kieselgelsdule (DCM:MeOH, 9:1) gereinigt, was 240 mg (0.88 mmol)
(2R,3R)/(2S8,395)-3-((Naphth-1-ylmethyl)carbamoyl)oxiran-2-carbonsdure als weillen
Feststoff lieferte. Dieser wurde in 10 mL Pyridin gelost, 86 mg (0.44 mmol, 0.5 Aq)
F4 und 181 mg (0.88 mmol, 1 Aq) DCC hinzugefiigt und die resultierende Suspension
16 Stunden geriihrt. Die Reaktionslosung wurde am Vakuum eingeengt, filtriert und
restliches Losungsmittel mit Toluol koevaporiert. Der Riickstand wurde mit Toluol und
Ethylacetat gewaschen, in Ethanol gelost und 17.5 mg (0.44 mmol, 1 Aq) Natriumhydroxid
hinzugefiigt. Nach einer Stunde Riithren wurde die Reaktionslosung filtriert und der
Riickstand mit Ethylacetat gewaschen. Sdulenchromatographie mit Hexan:Ethylacetat (1:0
— 0:1) lieferte EP4 als gelben Feststoff.

Ausbeute: 18 mg (10 %)

ESI-MS (m/z): [M+H] ™ berechnet fiir C22H29N4Oj: 449.2 Da; gefunden: 449.3 Da
TH-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm]= 10.33 (s, ArNHCOCH, 1H), 9.62 (s, NNHCOCHC,
1H), 9.09 (t, 3Jy.x = 5.8 Hz, CONHCH,, 1H), 8.08 (dd, *Jy.i = 8.3, 1.3 Hz, ArH, 1H),
7.97 (dd, 3Ju.u = 7.8, 1.9 Hz, ArH, 1H), 7.88 (dd, 3Ju.n = 6.5, 3.1 Hz, ArH, 1H), 7.57
(m, ArH, 2H), 7.49 (m, ArH, 2H), 5.47 (s, NNHCOCHC, 1H), 4.81 (d, 3Jy.g = 5.7 Hz,
NHCH,Naphthyl, 2H), 4.16 (tt, 3Jy.p = 9.0, 5.3 Hz, NCH(CH>),, 1H), 3.89 (d, 3Jy.y =
1.8 Hz, CHyiran, 1H), 3.70 (d, 3Jy.1 = 1.8 Hz, CHoxiran, 1H), 1.88 — 1.63 (m, Cycloheptyl-
CH>, 6H), 1.58 (m, Cycloheptyl-CH», 2H), 1.55 — 1.37 (m, Cycloheptyl-CH>, 4H).
13C.NMR (125 MHz, DMSO-dg): & [ppm]= 165.9, 164.9, 134.2, 134.0, 133.8, 131.3,
129.1, 128.4, 126.9, 126.4, 125.9, 123.9, 57.0, 53.5, 52.9, 40.9, 34.7 (2), 28.3 (2), 24.4 (2).
Zwei Carbonyle, sowie das CH-des Pyrazolons konnten nicht aufgelost werden.

Smp.: 141 °C
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Laborjournalnr.: DB5_58

(28,3R)-3-[(2-cycloheptyl-5-0x0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)methyl]-2-oxirancarbon-

sdureethylester EP2

50 mg (0.34 mmol, 1 Aq) (2S,35)-3-Formyloxiran-2- o)
carbonsiureethylester wurde in 5 mL 1,2-Dichlorethan HN ) W)\o/\
gelost. Nach Zugabe von 50 mg (0.25 mmol, 0.75 Aq) N 0

5-Amino-1-cycloheptyl-1,2-dihydropyrazol-3-on F4 in 1 Q e
mL Methanol wurden 62 mg (1 mmol, 3 Aq) Natrium-

cyanoborhydrid hinzugefiigt und die Losung drei Stunden

geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand mittels HPLC
gereinigt, was (25,3R)-3-[(2-cyclohexyl-5-0x0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)methyl]-2-
oxirancarbonsiureethylester als farblosen Feststoff lieferte.

Ausbeute: 48 mg (45 %)

ESI-HRMS (m/z): [M+Na]™ berechnet fiir C16H25N3Na04‘f: 324.1918 Da; gefunden:
324.1927 Da

TH-NMR (500 MHz, MeCN-d3): § [ppm] = 4.16 (qd, 3Jy.y = 7.1 Hz, 3.7 Hz, COOCH,CHj,
2H), 4.10 (m, NCH(CH,),, 1H), 3.23 (m, CHOCHCOOEt, 2H), 2.70 (dd, *Jy.g = 16.0
Hz, 3.6 Hz, NHCOCCH,, 1H), 2.55 (dd, *Jy.p = 16.0 Hz, 3.6 Hz, NHCOCCH,, 1H), 1.94
- 1.89 (m, Cycloheptyl-CH>, 2H), 1.79 — 1.72 (m, Cycloheptyl-CH>, 4H), 1.65 — 1.63 (m,
Cycloheptyl-CH», 2H), 1.60 — 1.51 (m, Cycloheptyl-CH>, 4H), 1.23 (t, 3JH_H =7.1 Hz,
COOCH,CH3, 3H).

13C-NMR (125 MHz, MeCN-d3): § [ppm] = 169.6, 160.7, 152.5, 82.8, 62.3, 59.8, 57.6,
53.1,33.2(2),28.1 (2),25.1 (2), 22.8, 14.4.

Smp.: 90 °C

Laborjournalnr.: DB6_31
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10.5.3. «a,(-ungesittigte Carbonylverbindungen

N-Acetyl-(10,11-dihydro-5H-dibenz[b f]azepin-3-yl)amino-(E)-2-butensiureethylester
Al

58 mg (0.23 mmol) F1 wurden in 5 mL. MeOH ge-

16st und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe

von 28 pL (0.23 mmol) AS2 und 31 mg (0.5 mmol, N/\%Y

2.1 Aq) Natriumcyanoborhydrid wurde 16 Stunden O)\ " o) N
geriihrt, eingeengt und der Riickstand in Acetoni-

tril: Wasser (3:7 v/v) aufgenommen. Reinigung mittels HPLC lieferte N-Acetyl-(10,11-
dihydro-5H-dibenz[b f]azepin-3-yl)amino-(E)-2-butensidureethylester A1 als weillen Fest-
stoff.

Ausbeute: 22 mg (25 %)

ESI-MS (m/z): [M+H] " berechnet fiir C22H25N203r : 365.2 Da; gefunden: 365.0 Da
TH-NMR (300 MHz, CDCl3): § [ppm] = 7.34 — 7.25 (m, ArH, 1H), 6.99 (d, 3Jy.y = 15.7
Hz, CHCHCOOEt, 1H), 7.22 — 6.93 (m, ArH, 4H), 6.51 (d, 3Ju.g = 6.9 Hz, ArH, 2H),
6.01 (d, 3Ju.n = 15.9 Hz, CHCHCOOEt, 1H), 4.18 (q, *Jy.pa = 7.2 Hz, COOCH,H3, 2H),
3.91 (m, NHCH,CH, 2H), 3.41 — 3.13 (m, ArCH>, 2H), 2.91 — 2.62 (m, ArCH, 2H), 2.03
(d, 3Jun = 13.6 Hz, COCH3, 3H), 1.27 (t, 3Jy.p = 7.2 Hz, COOCH,H3, 3H).
Laborjournalnr.: DB2_39

N-Acetyl-(10,11-dihydro-5H-dibenz[b f]azepin-3-yl)amino-4-oxo-(E)-2-butenséiure-
ethylester A2

70 mg (0.28 mmol) F1 und 38 pL (0.28 mmol, 1

Aq) Triethylamin wurden in 5 mL Acetonitril ge-

16st und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe Jk/}]/

von 50 mg (0.35 mmol, 1.25 Aq) Fumarsiuremo- N
noethylester und 57.3 mg (0.28 mmol, 1 Aq) DCC

wurde 16 Stunden geriihrt, filtriert, eingeengt und der Riickstand in Acetonitril:Wasser
(3:7 v/v) aufgenommen. Reinigung mittels HPLC lieferte N-Acetyl-(10,11-dihydro-5H-
dibenz[b,f]azepin-3-yl)amino-4-oxo-(E)-2-butensidureethylester A2 als weillen Feststoff.

Ausbeute: 23 mg (23 %)
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ESI-MS (m/z): [M+H] " berechnet fiir C22H23N20I: 379.2 Da; gefunden: 379.1 Da
TH-NMR (300 MHz, DMSO-d, 90 °C): § [ppm] = 10.33 (s, NH, 1H), 7.72 (d, *Jy.u =
2.2 Hz, ArH, 1H), 7.46 (dd, 3Jy.g = 8.3, 2.2 Hz, ArH, 1H), 7.38 — 7.30 (m, ArH, 1H),
7.28 —7.20 (m, ArH, 4H), 7.16 (d, 3Jy.x = 15.5 Hz, NHCOCHCHCOOEt, 1H), 6.71 (d,
3Jun = 15.5 Hz, NHCOCHCHCOOE, 1H), 4.24 (q, 3Ju.u = 7.1 Hz, 2H), 3.36 — 3.16 (m,
ArCH», 2H), 2.87 — 2.73 (m, ArCH», 2H), 1.94 (s, NCOCH3, 3H), 1.29 (t, 3Jy.q = 7.1 Hz,
COOCH;,H3, 3H).

Smp.: 174 °C

Laborjournalnr.: DB3_106

(E)-4-(5-Amino-1-cycloheptyl-3-oxo0-1,2-dihydropyrazol-4-yl)-2-butensiureethylester
AB1

100 mg (0.5 mmol, 1 Aq) F4 wurde mit 62 uL (0.5 mmol, 1 o y o0
Aq) AS2 in 15 mL MeOH vorgelegt. Nach Zugabe von 63 mg W

" HN
(1 mmol, 2 Aq) Natriumcyanoborhydrid wurde 12 Stunden ge- N7 NH,

Acetonitril:Wasser (3:7) gelost. HPLC Reinigung lieferte AB1

als weillen Feststoff.

Ausbeute: 32 mg (20 %)

ESI-HRMS (m/7): [M+H] ™ berechnet fiir C;5HasN3 O;' :308.1969 Da; gefunden: 308.1993
Da

TH-NMR (700 MHz, MeCN-d3): & [ppm] = 6.88 (dt, 3Jy.i = 15.6, 5.8 Hz, CHCHCOOEt,
1H), 5.76 (dt, 3Jy.pg = 15.6, 1.8 Hz, CHCHCOOEt, 1H), 5.31 (s, NNHCOCHC, 1H), 4.13
(q, *Jun = 7.1 Hz, CH,CHj3, 2H), 4.11 — 4.06 (m, NCH(CH,),, 1H), 3.12 (dd, 3Ju.n
= 5.8, 1.8 Hz, CH,CHCHCOOEt, 2H), 1.93 — 1.89 (m, Cycloheptyl-CH,, 4H), 1.80 —
1.72 (m, Cycloheptyl-CH,, 4H), 1.68 — 1.60 (m, Cycloheptyl-CH>, 2H), 1.60 — 1.47 (m,
Cycloheptyl-CH,, 2H), 1.23 (t, 3Jy.z = 7.1 Hz, COOCH,CH3, 3H).

I3C.NMR (175 MHz, MeCN-d5): § [ppm] = 167.0, 161.5, 152.4, 146.1, 122.4, 84.4, 61.1,
59.9, 33.1 (2), 28.2 (2), 25.1 (2), 23.4, 14.6.

Smp.: 89 °C

Laborjournalnr.: DB6_36

rithrt, mit Wasser gequencht, einrotiert und der Riickstand in O
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(E)-4-(5-Amino-1-cycloheptyl-3-0xo0-1,2-dihydropyrazol-4-yl)-4-oxo-2-butensiure-
ethylester AB2

120 mg (0.61 mmol, 1 Aq) Pyrazolon wurde in 5 mL Essigsiu- o 0 P o
re geldst und im Eisbad gekiihlt. 120 mg (1.22 mmol, 2 Aq) Y
Maleinsdureanhydrid wurde hinzugefiigt und die Losung iiber HN\N \ NH

2

Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt
und der Riickstand mittels Flash-Chromatographie gereinigt O

(DCM:MeOH, 95:5), was (E)-4-(5-Amino-1-cycloheptyl-3-oxo-
1,2-dihydropyrazol-4-yl)-4-oxo-2-butensidure als Nebenprodukt

lieferte.

Die Carbonsdure wurde in 5 mL Ethanol gel6st und mit 2 Tropfen konzentrierter Schwe-
felsdure versetzt. Die Losung wurde 60 Minuten bei 90 °C im Mikrowellenreaktor erhitzt.
Entfernung des Losungsmittels im Vakuum und Reinigung mittels HPLC lieferte (E)-4-(5-
Amino-1-cycloheptyl-3-oxo0-1,2-dihydropyrazol-4-yl)-4-oxo-2-butensidureethylester als
gelben Feststoff.

Ausbeute: 25 mg (12 %)

ESI-MS (m/z): [M+H] ™ berechnet fiir C 16H24N3Oj: 322.1 Da; gefunden: 322.1 Da
'H-NMR (300 MHz, Pyridin-ds): § [ppm] = 11.60 (s, NNHCO, 1H), 9.16 (d, 3Ju.n
= 15.6 Hz, CCOCHCHCOOEt, 1H), 8.36 (s, NH,, 2H), 7.39 (d, *Jy.p = 15.6 Hz,
CCOCHCHCOOEt, 1H), 4.35 (tt, 3Jy.g = 9.4 Hz, 4.9 Hz, NCH(CH,)», 1H), 4.20 (q, *Ju.1
= 7.1 Hz, COOCH,CHj3, 2H), 2.16 — 1.89 (m, Cycloheptyl-CH;, 4H), 1.72 — 1.55 (m,
Cycloheptyl-CH,, 2H), 1.47 — 1.30 (m, Cycloheptyl-CH,, 4H), 1.28 (m, Cycloheptyl-CH>,
2H), 1.14 (t, >Jy.y = 7.1 Hz, COOCH,CH3, 3H).

13C.NMR (75 MHz, Pyridin-ds): § [ppm]= 181.2, 166.6, 165.4, 161.5, 141.0, 128.3, 95.3,
60.8,57.5,33.2(2),28.2(2),24.7 (2), 14.2.

Laborjournalnr.: DB4_16B
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(E)-4-(5-Amino-1-phenyl-3-o0x0-1,2-dihydropyrazol-4-yl)-4-oxo-2-butensiureethylester
AB3

175 mg (1 mmol, 1 Aq) F7 wurden in 7 mL 1,4-Dioxan in ei- o @) P o
nem Mikrowellengefi vorgelegt. 147 mg (1.5 mmol, 1. Aq) X
Maleinsdureanhydrid wurden hinzugefiigt, das Gefall drucksi- HN«N \ NH

2

cher verschlossen und die Losung fiir 20 min bei 90 °C in einen
Mikrowellenreaktor geriihrt. Anschlieend wurde das Losungs- @

mittel entfern, der Riickstand in 15 mL EtOH gelost und mit

katalytischen Mengen Schwefelsdure 12 Stunden unter Riick-

fluss erhitzt. Entfernen des Losungsmittels und HPLC-Reinigung des Riickstandes lieferte
AB3 als blass-gelben Feststoff.

Ausbeute: 13 mg (10 %)

ESI-HRMS (m/7): [M+H] ™ berechnet fiir C;5H;¢N3 Oj’: 302.1135 Da; gefunden: 302.1139
Da

TH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8 [ppm] = 10.9 (s, NNHCO, 1H), 8.15 (d, *Jy.p = 15.6
Hz, CHCHCOOEt, 1H), 7.61 (s, NH», 2H), 7.56 — 7.43 (m, PhenylH, 3H), 7.46 — 7.35
(m, PhenylH, 2H), 6.65 (d, 3Jy.i = 15.8 Hz, CHCHCOOEt, 1H), 4.21 (q, *Jy.u = 7.1 Hz,
COOCH,CHj3, 2H), 1.26 (t, 3Jy.g = 7.1 Hz, COOCH,CH3, 3H).

I3C.NMR (175 MHz, MeCN-d5): § [ppm] = 180.1, 165.5, 139.3, 129.6 (2), 129.4, 127.6,
127.4,123.5 (2), 93.7, 60.7, 14.1.

2 Carbonyle konnten nicht aufgelost werden.

Smp.: Zers. > 220 °C

Laborjournalnr.: DB3_81C

(E)-4-(2-Cycloheptyl-5-0xo0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-4-oxo-2-butensiure ABSa

66 mg (0.34 mmol, 1 Aq) F4 wurden in 3 mL Pyridin gelost und O

nacheinander 206 mg (1 mmol, 3 Aq) DCC und 143 mg (1 mmol, HN>X1 0
3 Aq) Fumarsiduremonoethylester hinzugefiigt. Nach 2 Stunden N NJ\/\[{OH
wurden 5 mL 2M NaOH hinzugetropft und die Losung iiber O 0
Nacht geriihrt. Die Reaktionslosung wurde filtriert, mit verdiinn-

ter Salzsdure auf pH 1 gebracht und mit Ethylacetat extrahiert.
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Entfernen des Losungsmittel und HPLC-Reinigung lieferte (E)-4-(2-Cycloheptyl-5-oxo-
1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-4-oxo-2-butensdure als schwach gelben Feststoff.
Ausbeute: 95 mg (95 %)

ESI-MS (m/z): [M+H]™ berechnet fiir C14H20N3OI: 294.1 Da; gefunden: 294.1 Da
'H-NMR (300 MHz, Pyridin-ds): § [ppm] = 11.63 (s, NNHCO, 1H), 7.76 (d, 3Jun
= 15.4 Hz, CHCHCOOEt, 1H), 7.52 (d, *Jy.g = 15.4 Hz, CHCHCOOE, 1H), 7.37 (s,
CNHCO, 1H), 6.41 (s, COCHCNH, 1H), 4.56 (tt, 3Jy.g = 9.4 Hz, 4.8 Hz, CCH(CH,)»,
1H), 2.32 - 2.20 (m, Cycloheptyl-CH», 2H), 2.11 — 2.01 (m, Cycloheptyl-CH>,, 2H), 1.73
- 1.64 (m, Cycloheptyl-CH», 2H); 1.44 -1.41 (m, Cycloheptyl-CH,, 4H), 1.36 - 1.26 (m,
Cycloheptyl-CH>, 2H).

13C.NMR (75 MHz, Pyridin-ds): § [ppm] = 168.4, 163.6, 161.8 (2), 136.4, 133.9, 86.2,
58.4,35.5(2),29.1 (2),25.1 (2).

Laborjournalnr.: DB3_116

(E)-4-(2-Cycloheptyl-5-o0x0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-4-oxo-2-butensiiureethyl-
ester ABS

20.8 mg (70 umol, 1 Aq) AB5a wurde in 20 mL Ethanol gelost, 0

2 uL. DMF wurde hinzugetropft und unter heftigem Riihren wur- HN>1 Q

den 7.2 uL (84 umol, 1.2 Aq) Oxalylchlorid hinzugefiigt. Die N HM{O\/
Losung wurde iiber Nacht geriihrt, das Losungmittel im Vaku- O ©
um entfernt und das Reaktionsprodukt mittels HPLC gereinigt,

was E-4-(2-Cycloheptyl-5-0x0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-
4-oxo-2-butensiureethylester als farblosen Feststoff lieferte.

Ausbeute: 15 mg (65 %)

ESI-MS (m/z): [M+H]" berechnet fiir C16H24N3OI: 322.1 Da; gefunden: 322.1 Da
TH-NMR (300 MHz, Pyridin-ds): § [ppm] = 11.62 (s, NNHCO, 1H), 7.58 (d, *Jy.p = 15.4
Hz, NHCOCHCHCOOEt, 1H), 7.25 (d, 3Jy.i = 15,4 Hz, NHCOCHCHCOOEt, 1H), 7.15
(s, CNHCO, 1H), 6.44 (s, COCHCNH, 1H), 4.55 (tt, Jy.gq = 9.4 Hz, 4.8 Hz, CCH(CH))»,
1H), 4.13 (q, *Jy. = 7.1 Hz, COOCH,CHj3, 2H), 2.35 — 2.19 (m, Cycloheptyl-CH,, 2H),
2.13 - 1.99 (m, Cycloheptyl-CH», 2H), 1.77 — 1.60 (m, Cycloheptyl-CH>, 2H), 1.47 — 1.37
(m, Cycloheptyl-CH, 4H), 1.39 — 1.20 (m, Cycloheptyl-CH,, 2H), 1.10 (t, 3JH_H =7.1
Hz, COOCH,CH3, 3H).
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13C-NMR (75 MHz, Pyridin-ds): § [ppm] = 165.8, 162.8, 161.9, 137.1, 131.6, 123.8, 86.1,
61.5,58.4,35.5(2),29.0 (2),25.1 (2), 14.4.

Smp.: Zers. > 225 °C

Laborjournalnr.: DB4_3

(Z)-4-(2-Cycloheptyl-5-0xo0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-4-oxo-2-butensiure AB6a

120 mg (0.61 mmol) Pyrazolon wurde in 5 mL Essigsidure O O OH
gelost und im Eisbad gekiihlt. 120 mg (1.22 mmol, 2 Aq.) HNH\ j\j/
Maleinsdureanhydrid wurde hinzugefiigt und die Losung iiber N N Z
Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum ent-

fernt und der Riickstand mittels Flash-Chromatographie ge- O

reinigt, was (E)-4-(2-Cycloheptyl-5-oxo-1,2-dihydropyrazol-3-
ylamino)-4-oxo-2-butensdure als schwach gelben Feststoff lieferte.

Ausbeute: 48 mg (62 %)

R¢=0.2 (DCM:MeOH, 4:1)

ESI-MS (m/z): [M+H] " berechnet fiir C14H20N3OI: 294.1 Da; gefunden: 294.1 Da
TH-NMR (300 MHz, Pyridin-ds): 8 [ppm] = 13.66 (bs, NNHCOCH, 1H), 7.68 (bs,
NCNH, 1H), 6.63 (d, 3Jy.g = 13.1 Hz, NHCOCHCHCOOH, 1H), 6.58 (s, COCHCNH,
1H), 6.50 (d, *Jy.p = 13.1 Hz, NHCOCHCHCOOH, 1H), 4.75 (tt, *Jy.n = 9.3 Hz, 4.8 Hz,
NCH(CH3),, 1H), 2.37 — 2.20 (m, Cycloheptyl-CH,, SH), 1.78 — 1.63 (m, Cycloheptyl-
CH>, 2H), 1.53 — 1.39 (m, Cycloheptyl-CH», SH)

13C.NMR (75 MHz, Pyridin-ds): 8 [ppm] = 161.8 (3), 149.5, 136.9, 135.2, 67.5, 58.1,
35.4 (2),29.1 (2),25.2 (2).

Smp.: Zers. > 200 °C

Laborjournalnr.: DB4_34
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(Z)-4-(2-Cycloheptyl-5-0x0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-4-oxo-2-butensiure-

ethylester AB6

100 mg (0.34 mmol) Carbonsédure wurden in 5 mL Ethanol ge-
16st und mit 2 Tropfen konzentrierter Schwefelsdure versetzt.
Die Losung wurde 60 Minuten bei 90 °C im Mikrowellenre-
aktor erhitzt. Entfernung des Losungsmittels im Vakuum und
Reinigung mittels HPLC lieferte (Z)-4-(2-Cycloheptyl-5-oxo-
1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-4-oxo-2-butensdureethylester als
schwach gelben Feststoff.

Ausbeute: 95 mg (85 %)

ESI-HRMS (m/z7): [M+H] ™ berechnet fiir C;6Ho4N3 Oj{: 322.1761 Da; gefunden: 322.1668

Da

IH-NMR (300 MHz, Pyridin-ds): § [ppm] = 11.54 (s, NNHCO, 1H), 8.54 (s, CNHCO,
1H), 6.83 (d, 3Ju.y = 12.1 Hz, NHCOCHCHCOOEL, 1H), 6.38 (d, 3/t = 12.1 Hz, NH-
COCHCHCOOE, 1H), 6.33 (s, COCHCNH, 1H), 4.23 (q, 3Ju.u = 7.2 Hz, COOCH,CHj,
2H), 4.17 — 4.04 (m, NCH(CH,),, 1H), 2.43 — 1.96 (m, Cycloheptyl-CH,, 4H), 1.81 —
1.26 (m, Cycloheptyl-CH,, 8H), 1.16 (t, 3/ = 7.1 Hz, COOCH,CH3, 3H)

I3C.NMR (75 MHz, Pyridin-ds): & [ppm] = 166.6, 164.2, 161.8, 135.6, 135.3, 128.3, 85.9,

61.5,58.1,35.6 (2),28.9 (2),25.1 (2), 14.4.
Smp.: 148 °C
Laborjournalnr.: DB3_103_7

5-Amino-1-cycloheptyl-1H-pyrazol-3-ylfumarsiureethylester AB4

66 mg (0.34 mmol, 1 Aq) Pyrazolon wurden in 3 mL Pyridin
geldst und nacheinander 68 mg (0.34 mmol, 1 Aq) DCC und
47 mg (0.34 mmol, 1 Aq) Fumarsiduremonoethylester hinzuge-
fiigt. Die Losung wurde iiber Nacht geriihrt, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Reinigung des Riickstands
mittels HPLC lieferte 5-Amino-1-cycloheptyl-1H-pyrazol-3-
ylfumarsédureethylester als gelben Feststoff.

Ausbeute: 48 mg (43 %)

0
\(\}o
\/O N?/j\
o N~ NH,
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ESI-MS (m/z): [M+H]™ berechnet fiir C 16H24N3OI: 322.1 Da; gefunden: 322.1 Da
TH-NMR (300 MHz, Pyridin-ds): 8 [ppm] = 7.13 (d, *Jy. = 15.6 Hz, OCOCHCHCOOEt,
1H), 7.13 (d, *Jy.g = 15.8 Hz, OCOCHCHCOOEt, 1H), 5.88 (s, NNCCHCNH,, 1H), 5.87
(s, NHy, 2H), 4.54 (tt, *Jy.y = 9.4 Hz, 4.8 Hz, NCH(CH,),, 1H), 4.17 (q, *Ju.a = 7.1 Hz,
COOCH,CH3, 2H), 2.30 — 2.15 (m, Cycloheptyl-CH,, 2H), 2.14 — 2.02 (m, Cycloheptyl-
CH»,, 2H), 1.77 — 1.64 (m, Cycloheptyl-CH,, 2H), 1.50 — 1.41 (m, Cycloheptyl-CH,, 4H),
1.41 — 1.29 (m, Cycloheptyl-CH», 2H), 1.15 (t, 3Jg.z = 7.1 Hz, COOCH,CH3, 3H).
13C.NMR (75 MHz, Pyridin-ds): § [ppm]= 165.0, 163.1, 154.2, 147.1, 135.5, 133.1, 80.6,
61.8,57.7,35.0 (2), 28.8 (2), 25.0 (2), 14.4.

Smp.: 128 °C

Laborjournalnr.: DB3_103_12

Generelle Synthese unterschiedlich substituierter S-Amino-1H-pyrazol-3-ylmalein-

sidureethylester

Das entsprechende Pyrazolon wurde in Essigsdure (5 mL

pro 0.5 mmol Edukt) geldst und im Eisbad gekiihlt. 2.2 Aq. o (
Maleinsdureanhydrid wurden hinzugefiigt und die Losung tiber >\j\ o) Ox©
Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt HN~N \ N)J

und der Riickstand in Ethanol (5 mL pro 0,5 mmol Edukt) gelost. rR H
Nach Zugabe von 1.5 Aq. Thionylchlorid wurde die Losung
tiber Nacht geriihrt. Entfernung des Losungsmittels im Vakuum und Reinigung mittels

HPLC lieferte den entsprechenden (Z)-Butensédureethylester.

(Z))-4-(4-Heptyl-5-0xo0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-4-oxo-2-butensiureethylester AB7

Ausbeute: 65 mg (33 %) o (
ESI-MS (m/z): [M+H] " berechnet fiir C16H26N305{: 324.2 Da; >\j\ 0 O&-©
gefunden: 324.2 Da HN‘N \ N Q

TH-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 10.04 (s, w
NHCOCHCHCOOEt, 1H), 6.55 (d, 3Jyn = 11.9 Hz

NHCOCHCHCOOE, 1H), 6.38 (d, 3Jy.g = 11.9 Hz, NH-

COCHCHCOOEt, 1H), 5.50 (s, NNHCOCHCN, 1H), 4.12 (q, *Jyu = 7.2 Hz,
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COOCH,CHj3, 2H), 4.09 (m, NCH(CH3),, 1H), 3.50 (s, NNHCO, 1H), 1.69 (m, Heptyl-
CH», 2H), 1.57 — 1.46 (m, Heptyl-CH,, 2H), 1.19 (t, 3Jy.z = 7.1 Hz, COOCH,CH3, 3H),
1.17 = 1.09 (m, Heptyl-CH», 2H), 1.00 — 0.90 (m, Heptyl-CH,, 2H), 0.79 (t, 3Jy.q = 7.4
Hz, Heptyl-CH3, 6H).

I3C.NMR (125 MHz, DMSO-ds): § [ppm] = 165.8, 162.3, 159.4, 136.0, 131.7, 129.1,
83.4, 60.3, 55.5, 36.8 (2), 18.7 (2), 13.9, 13.8 (2).

Laborjournalnr.: DB4_42

(Z))-4-(4-Isopropyl-5-ox0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-4-oxo-2-butensiureethylester
AB14

Ausbeute: 70 mg (30 %) o (
ESI-HRMS (m/z): [M+H|" berechnet fir C;;HsN;0;: >\1 o Ox©
268.1292 Da; gefunden: 268.1293 Da N \ N)J
IH-.NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 10.19(s, /K H
NHCOCHCHCOOE, 1H), 6.56 (d, *Jyy = 11.9 Hz, NH-

COCHCHCOOE, 1H), 6.38 (d, 3Jypg = 11.9 Hz, NHCOCHCHCOOEt, 1H), 5.48 (s,
NNHCOCHCN, 1H), 4.41 (h, NCH(CH3),, 1H), 4.12 (q, *Jy.ua = 7.1 Hz, COOCH,CH3,
2H), 4.00 (s, NNHCOCH, 1H), 1.25 (d, 3Ju. = 6.5 Hz, Isopropyl-CH3, 6H), 1.19 (t,
3Jun = 7.1 Hz, COOCH,CH3, 3H).

13C.NMR (125 MHz, DMSO-dg): § [ppm] = 165.8, 162.7, 159.3, 134.4, 132.1, 129.0,
84.2,60.4,47.4,22.1 (2), 13.9.

Smp.: 132 °C

Laborjournalnr.: DB4_45

(Z)-4-0x0-4-((5-0x0-2,5-dihydro-1H-pyrazol-3-yl)amino)-2-butensiureethylester AB8
AB8 wurde aus 5-Amino-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-on!!8] o (
hergestellt. »1 o 0. _0O
Ausbeute: 80 mg (10 %) HN\N N =
ESI-MS (m/z): [M+H]* berechnet fiir CoH{2N30; : 226.1 Da; H H

gefunden: 226.0 Da
TH-NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 11.21 (s, NH, 1H), 10.91 (s, NH, 1H), 6.37
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(d, 3Jy. = 12.0 Hz, COCHCHCOOEt, 1H), 6.34 (d, 3Jy.1 = 12.0 Hz, COCHCHCOOEt,
1H), 4.91 (s, NHNHCOCHC, 1H), 4.02 (q, *Ju.u = 7.1 Hz, COOCH,CHj3, 2H), 1.14 (t,
3y = 7.1 Hz, COOCH,H3, 3H).

13C.NMR (125 MHz, DMSO-ds): § [ppm] = 166.5, 166.1, 165.3, 158.3, 131.3, 128.9,
60.3, 33.9, 13.8.

Smp.: 63 °C

Laborjournalnr.: DB6_7

10.5.4. «,-ungesattigte Amide

(Z)-1-(2-Cycloheptyl-5-0x0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-4-(ethylamino)-2-buten-
1,4-dion AB10

50 mg (0.17 mmol, 1 Aq) (Z)-4-(2-Cycloheptyl-5-oxo-1,2-

0 4
dihydropyrazol-3-ylamino)-4-oxo-2-butensidure AB6a wurde un- H\ o) O NH
ter Argon-Atmosphére in 5 mL THF gelost. Nach Zugabe von HN\N \ N)J

H

18 uL (2.5 mmol, 1.4 Aq) Thionylchlorid und 100 uL. DMF wur-
de die Losung 10 Minuten geriihrt. AnschlieBend wurde 1 mL O

einer 30 %-igen, wissrigen Ethylamin-Losung hinzugegeben,

die Losung zwei Stunden geriihrt und dann das Losunsmittel

am Rotationsverdampfer entfernt. Reinigung mittels HPLC lie-

ferte (Z)-1-(2-Cycloheptyl-5-oxo-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-4-(ethylamino)-2-buten-
1,4-dion als blass gelben Feststoff.

Ausbeute: 15 mg (28 %)

ESI-HRMS (m/z): [M+Na]™ berechnet fiir C16H24N4Na03+ : 343.1741 Da; gefunden:
343.1743 Da

'H-NMR (300 MHz, Pyridin-ds): § [ppm] = 13.93 (bs, NNHCOCH, 1H), 9.97 (bs,
CNHCO, 1H), 7.85 (bs,CONHE, 1H), 6.76 (s, COCHCN, 1H), 6.51 (d, 3Jy.y = 13.4
Hz, COCHCHCONHE, 1H), 6.46 (d, >Jy.p = 13.4 Hz, COCHCHCONHEt, 1H), 4.84
(tt, 3Ju.p = 9.3 Hz, 4.5 Hz, CCH(CH,), 1H), 3.43 (qd, *Ju.z = 7.3 Hz, 5.4 Hz, CON-
HCH,CH3;, 2H), 2.41 — 2.18 (m, Cycloheptyl-CH», 4H), 1.90 — 1.74 (m, Cycloheptyl-CH>,
2H), 1.75 - 1.59 (m, Cycloheptyl-CH>, 2H), 1.59 — 1.36 (m, Cycloheptyl-CH,, 4H), 1.15
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(t, 3Jyu = 7.3 Hz, CONHCH,CH3, 3H).

I3C.NMR (75 MHz, Pyridin-ds): 8 [ppm] = 166.4, 165.6, 161.9, 161.8, 136.9, 130.4, 83.9,
58.1,35.6 (2),35.4,28.8 (2), 25.5 (2), 14.5.

Smp.: 118 °C

Laborjournalnr.: DB4_39

(Z)-4-((Naphthalen-2-ylmethyl)amino)-4-oxobut-2-ensiure AB11a

500 mg (3.1 mmol, 1 Aq) 2-(Aminomethyl)naphthalen =~ HO.__O o
wurden in 10 mL DCM gel6st. Nach Zugabe von 310 T;)L

mg (3.1 mmol, 1 Aq) Maleinsiureanhydrid wurde die Lo- H O
sung iiber Nacht geriihrt, dann das Losungsmittel im Va- O
kuum entfernt. Reinigung mittels Flash-Chromatographie

(DCM:MeOH 100:0 — 90:10) lieferte (Z)-4-((Naphthalen-
2-ylmethyl)amino)-4-oxobut-2-ensdure als farblosen Feststoff.

Ausbeute: 790 mg (98 %)

ESI-MS (m/z): [M+H] ™ berechnet fiir C; 5H14NO; : 256.0 Da; gefunden: 256.0 Da
TH-NMR (500 MHz, DMSO-dp): § [ppm] = 9.53 (t, *Jy. = 5.8 Hz, NH, 1H), 7.94 — 7.84
(m, ArH, 2H), 7.83 (s, ArH, 1H), 7.54 — 7.44 (m, ArH, 2H), 7.43 — 7.37 (m, ArH, 2H),
6.49 (d, *Jy.p = 12.4 Hz, COCHCHCO, 1H), 6.28 (d, *Jy.n = 12.4 Hz, COCHCHCO,
1H), 4.57 (d, 3Jy.y = 5.8 Hz, CONHCH,, 2H).

Das azide Proton der Carbonsdure wurde nicht aufgeldst.

13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds): § [ppm] = 165.8, 165.3, 135.6, 132.9, 132.2, 131.7,
128.2, 128.1, 127.8, 127.6, 127.5, 126.3, 126.1, 125.9, 42.8.

Laborjournalnr.: DB5_77
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(Z)-1-(2-Cycloheptyl-5-0x0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-4-[ (2-naphthyl)methyl]-
amino-2-buten-1,4-dion AB11

100 mg (0.5 mmol) F4 wurde in 10 mL Pyridin gelost. ‘
Nach Zugabe von 306 mg (1.2 mmol, 2.4 Aq) (Z)-4-
((Naphthalen-2-ylmethyl)amino)-4-oxobut-2-ensédure, 1.2 ‘

mg (0.01 mmol, 0.02 Aq) 4-(Dimethylamino)-pyridin und O _NH
248 mg (1.2 mmol, 2.4 Aq) DCC wurde die Losung iiber HN}l U

Nacht geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung filtiert, mit N H

Toluol koevaporiert und mit 10 mL Ethanol aufgenommen. O

Nach Zugabe von 112 uL (0.56 mmol, 1.1 Aq) 5 M NaOH-

Losung, wurde 30 Minuten geriihrt, eingeengt und der

Riickstand mittels HPLC gereinigt, was (Z)-1-(2-Cycloheptyl-5-oxo-1,2-dihydropyrazol-3-
ylamino)-4-[(2-naphthyl)methyl]amino-2-buten-1,4-dion als blass gelben Feststoff lieferte.
Ausbeute: 30 mg (13 %)

ESI-MS (m/z): [M+H] ™ berechnet fiir C25H29N4O§r : 433.2 Da; gefunden: 433.0 Da
TH-NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 10.47 (s, NNHCO, 1H), 8.39 (t, 3Jy.g = 6.0
Hz, NHCH,, 1H), 7.91 — 7.79 (m, ArH, 2H), 7.69 (s, ArH, 1H), 7.53 — 7.41 (m, ArH,
2H), 7.46 — 7.35 (m, ArH, 2H), 7.36 (s, NNHCOCHC, 1H), 5.55 (d, 3Ju.g = 13.5 Hz,
NHCOCHCHCONH, 1H), 5.54 (d, 3Jy.i = 13.5 Hz, NHCOCHCHCONH, 1H), 4.48 (dd,
3Jun = 15.6, 6.4 Hz, NHCH,, 1H), 4.35 (dd, 3Jy.p = 15.7, 5.6 Hz, NHCH,, 1H), 4.20
(tt, 3Jyn = 9.1, 4.3 Hz, CH(CH,),, 1H), 1.88 — 1.78 (m, Cycloheptyl-CH,, 4H), 1.77 —
1.62 (m, Cycloheptyl-CH,, 2H), 1.62 — 1.54 (m, Cycloheptyl-CH,, 4H), 1.55 — 1.36 (m,
Cycloheptyl-CH», 2H).

Ein Aminoproton wurde nicht aufgelost.

Laborjournalnr.: DB5_79
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1-(2-Cycloheptyl-5-oxo0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-2-propen-1-on AB9

100 mg (0.5 mmol, 1 Aq) F4 wurden mit 150 mg (1.1 mmol, O

2.2 Aq) HOBt in 10 ‘r‘nL Pyridin gelost. Nach Zugabe von 226 HN?\E\ j)\/
mg (1.1 mmol, 2.2 Aq.) DCC wurden 75 pL (1.1 mmol, 2.2 N H

Aq) Acrylsédure hinzugetropft und die Losung iiber Nacht ge-

rithrt. Das Reaktionsgemisch wurde in n-Hexan gestiirtzt und der O

entstandene Niederschlag abfiltriert, getrocknet und in Ethanol

aufgenommen. Nach Zugabe von 1 mL 1 M NaOH-L6sung wurde die Losung drei Stunden
geriihrt und anschlieBend am Rotationsverdampfer eingeengt. Flash-Chromatographie
(DCM:MeOH, 100:0 — 90:10) lieferte 1-(2-Cycloheptyl-5-oxo-1,2-dihydropyrazol-3-
ylamino)-2-propen-1-on als farblosen Feststoff.

Ausbeute: 25 mg (25 %)

ESI-HRMS (m/7): [M+H] ™ berechnet fiir C13H20N3O;' :250.1550 Da; gefunden: 250.1555
Da

TH-NMR (500 MHz,DMSO-dg): § [ppm] = 10.45 (s, NNHCO, 1H), 9.68 (s, NCNHCO,
1H), 7.88 (dd, 3Jy.p = 24.9, 8.6 Hz, NHCOCHCH,, 1H), 5.59 (d, 3Jy.g = 8.1 Hz, NH-
COCHCH,, 1H), 5.28 (s, NNHCOCH, 1H), 4.74 (t, *Jy.u = 6.3 Hz, NHCOCHCH,, 1H),
4.17 (tt, 3Jy.p = 9.3, 4.9 Hz, CH(CH,),, 1H), 1.81 — 1.70 (m, Cycloheptyl-CH,, 4H), 1.72
—1.59 (m, Cycloheptyl-CH>, 2H), 1.61 — 1.55 (m, Cycloheptyl-CH,, 4H), 1.54 — 1.37 (m,
Cycloheptyl-CH», 2H).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-dg): § [ppm] = 170.8, 162.9, 154.9, 124.9, 114.6, 83.2, 56.3,
33.7(2),27.7 (2), 24.1 (2).

Smp.: 230 °C

Laborjournalnr.: DB5_61

N!,N*.Diethylmaleamid AB12

421 mg (2.5 mmol, 1 Aq) N-Ethylmaleinsidure wurden mit 1.7 — 0O O ,—
y : o HNUNH

mL Diisopropylethylamin (10 mmol, 4 Aq) in 10 mL DMF —

vorgelegt. 205 mg Ethylamin Hydrochlorid (2.5 mmol, 1 Aq)

und 1,425 g HATU (3.75 mmol, 1.5 Aq) wurden hinzugefiigt und die Losung vier Stunden
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geriihrt. AnschlieBend wurde mit Ethylacetat verdiinnt, sechs mal mit 5 %iger K,CO3-
Losung (w/v) gewaschen, die organische Phase mit Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel entfernt. Flash-Chromatographie (DCM:MeOH, 95:5) des Riickstands
lieferte N ,N4—Diethy1maleamid als farbloses Ol.

Ausbeute: 110 mg (25 %)

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 9.18 (s, NH, 2H), 6.08 (s, CHCONH, 2H),
3.13(q, *Ju.n = 7.3 Hz, NHCH,CH3, 4H), 1.05 (t, *Jy.py = 7.3 Hz, NHCH,CH3, 6H).
13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds): § [ppm] = 164.4 (2), 131.8 (2), 33.6 (2), 14.4 (2).
Laborjournalnr.: DB6_16

10.5.5. Vinylsulfone

2-Alkyl-substituierte Vinylsulfone VS1 & VS2

Generelle Synthesevorschrift:

Ein Aquivalent 5-Amino-1-Alkyl- 0

1,2-dihydropyrazol-3-on wurde HNH\ j\/\ Q R= I(?c/)crz)lfohslp;tyl
in Pyridin (20 mL pro mmol N Ss

Edukt) gelost und zwei Aquivalente ©

DCC und zwei Aquivalente (E)-3-

(Phenylsulfonyl)acrylsdure (hergestellt nach!'>%) wurden nacheinander zugefiigt. Die
Losung wurde iiber Nacht geriihrt, filtriert und zu 1.1 Aquivalenten Natriumhydroxid
gegeben. Nach zwei Stunden Rithren wurde die Losung filtriert, mit Toluol koevaporiert
und mittels HPLC gereinigt, was (E)-1-(2-Alkyl-5-oxo-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-3-
phenylsulfonyl-2-propen-1-on als gelben Feststoff lieferte.
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(E)-1-(2-Cycloheptyl-5-0x0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-3-(phenylsulfonyl)-2-
propen-1-on VS1

Ausbeute: 20 mg (10 %)

ESI-HRMS  (m/z): [M+Na]t  berechnet fiir HN>X1 )k/\ Q
C19H23N3Na04S™: 412.1301 Da; gefunden: 412.1292 Da ,/ 0
1TH-NMR (500 MHz, DMSO-dg): § [ppm] = 10.52 (s,

NCNHCO, 1H), 9.66 (s, NNHCO, 1H), 8.02 — 7.93 (m, O

PhenylH, 2H), 7.84 — 7.76 (m, PhenylH, 1H), 7.72 (m,

PhenylH, 2H), 7.68 (d, >Jy.x = 15.0 Hz, NHCOCHCHSO,Ph, 1H), 7.34 (d, 3Jy.u = 15.0
Hz, NHCOCHCHSO-Ph, 1H), 5.60 (s, NNHCOCH, 1H), 4.25 (tt, 3Jy.z = 8.7, 5.5 Hz,
NCH(CH;),, 1H), 1.81 (m, Cycloheptyl-CH;, 4H), 1.77 - 1.64 (m, Cycloheptyl-CH,, 2H),
1.66 - 1.56 (m, Cycloheptyl-CH, 2H), 1.54 — 1.38 (m, Cycloheptyl-CH,, 4H).
13C.NMR (125 MHz, DMSO-dg): 8 [ppm]= 159.4, 159.3, 140.1, 138.7, 134.5 (2), 134.2
(2), 133.9, 129.9, 127.8, 83.6, 56.5, 34.3 (2), 27.9 (2), 23.9 (2).

Smp.: Zers. > 250 °C

Laborjournalnr.: DB5_60

(E)-1-(2-Isopropyl-5-o0xo0-1,2-dihydropyrazol-3-ylamino)-3-(phenylsulfonyl)-2-
propen-1-on VS2

Ausbeute: 115 mg (35 %)

ESI-HRMS  (m/z):  [M+H]"  berechnet fiir HN>\1 J\/\ Q
CisHigN304S™*: 336.1013 Da; gefunden: 336.1014 ,/ 0

Da

TH-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 10.82 (s,

NCNHCO, 1H), 10.56 (s, NNHCO, 1H), 7.89 (m, Jy.g = 10.8, 8.5, 1.3 Hz, PhenylH, 2H),
7.84 —7.75 (m, PhenylH, 1H), 7.70 (d, 3Jy.g = 15.1 Hz, NHCOCHCHSO,Ph, 1H), 7.59 —
7.52 (m, PhenylH, 2H), 6.71 (d, 3Jy.g = 15.1 Hz, NHCOCHCHSO,Ph, 1H), 4.58 (m,
NCH(CHj3),, 1H), 1.22 (d, *Jy.u = 6.6 Hz, Isopropyl-CH3, 6H).

I3C.NMR (125 MHz, DMSO-ds): § [ppm] = 164.5, 142.2, 138.4, 134.5, 132.5, 129.8,
128.9, 127.9, 127.8, 124.4, 123.4, 85.9, 48.5, 19.68 (2).

Smp.: 110 °C
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Laborjournalnr.: DB6_24
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A.2. Kinetische Daten der Inhibitoren

Tabelle A.1. Synthetisierte Inhibitoren und ihre enzymkinetischen Kenngréfen mit der CVB3 3C Protease

L Kinact/Ki-Wert . Bestimmung der
Inhibitor enzymkinetischer Verlauf . .
bzw. IC5p-Wert Inhibitionskenngrof3e
Aldehydsonden
—~ []=0M ot e as
E (=10 uM 0.008 g
© =20 uM _
71 B (11240 LM . 0.006 e
[11=80 M 0, . y = 30.6x
H%Cl 30.6 £ 0.6 3 (160 M 2 0004 R2=0.99
& [11=320 pM 2 e
AS1 M~ 1 s~ 1 | 0002 -~
0 500 1000 1500 00004
t[sek] " 0.0000 0.0001 0.0002 0.0003
6000 ~ oM 0.0015 Ac
€ [1]=0.32 nM
0 © 400 =16 nM
g [11=6.4 nM - 0.0010 .
HNO/\ 146600 + 5850 < - [=esnm ) y = 146600x
o z o e 2 R2=0.98
AS2 M~ 1 S 1 ¢ S apiiiiies s arryres 2 0.0005
¢ 0 500 1000 1500
t[sek] 0.0000+4

T T T T 1
0 2.0%10* 4.0x10* 6.0x10*° 8.0x10-° 1.0x10®
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Tabelle A.1. Synthetisierte Inhibitoren und ihre enzymkinetischen Kenngrofen - Fortsetzung

o Kinact/Ky1-Wert ..
Inhibitor enzymkinetischer Verlauf
bzw. IC5p-Wert

Bestimmung der

Inhibitionskenngrof3e

3000 ~ [=0M 0.015 e AS
£ [1]=100 pM
Ji o g [1]=400 pM
i & 2000 [1]=800 pM < 0.010
H W)\O/\ 24 +0.1 = - [=1.6 mM o,
[¢] é 1000 P H}::'i mm é
_ _ r.,.fr-f"' =6.4 ml
AS3 M lS 1 @ i 0.005
"o 500 1000 1500 00004 -
t[sek] " 0.000 0.002 0.004 0.006
Chlormethylketone
0.0020 .
— [I=0M — Ck
= o O £ (=20 M 0.0015. p
NN [ (1]=80 uM ! T y=2.29x
H 2.3 :I: O. 1 2 —= [1]=160 M %} 0.0010 )';2 =0.99
= 2 e =U.
— _ et I -
CK1 M- 1s! & ooo0s{

",/".'/
0.00004<

T T T T
0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008
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Tabelle A.1. Synthetisierte Inhibitoren und ihre enzymkinetischen KenngroBen - Fortsetzung

kinact/Ki-Wert
bzw. IC5p-Wert

Inhibitor

enzymkinetischer Verlauf

Bestimmung der

Inhibitionskenngrof3e

Epoxide

o) O
4, PN
HN\)‘I W)Lo
N o

NH, 374+02

O
.
g

RFU /2 538 nm

6000
—~ [I]I=0M

[11=32 uM
[11=129 uM
[1]=225 uM

— []=322 uM
[1]=645 M

= [I]=967 uM
[11=1.29 mM

4000

2000

0 500 1000 1500

0.004-
0.003
T(I) .
= 0.002
é y=3.7x
2 -
0.001 * R°=0.07

0.000

v T T T T 1
0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.0010

~ EF

EP4

0 500 1000 1500

100
— [II=0M =
£ [1=40 yM S gg
- [11=80 M ks
2 [11=120 uM S e
< —— [1]=160 pM %
1422 + 5.6 uyM 2 e g 40
. . l,l [ = @
& = [I]=320 uM ©
Qo
o 20
o
N .
4.0 45 50 5.5 6.0
log [EP3]/ [nM]
30000
—~ [II=0M
= ~ [1]=80 uM
; 20000 [11=160 pM
b [1]=645 uM
<
S 10000
w
4
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Tabelle A.1. Synthetisierte Inhibitoren und ihre enzymkinetischen Kenngrofen - Fortsetzung

kinact/KI _Wert

Bestimmung der

Inhibitor enzymkinetischer Verlauf . .
bzw. 1Cso-Wert Inhibitionskenngrof3e
Q — []=0M
fo) fo) £ 20000 [11=32 nM
HN>1 ; — []=322 nM
N N W\O/\ & 15000 =3 uM
H o) < 10000 =32 M
~ [1]=322 uM
O ~ 0 E 5000-
o
EP5
o, B-ungesiittigte Car-
bonylverbindungen
0] ~ [=oM 0.0015: o
% o IS [1]=160 uM o~ AB1
BN S 2 — [1]=320 uM y
N (e} 2 [11=650 uM <= 0.0010
NH, 042 4+ 0.01 = [1=1.6 mM o, ~ y=04x
Q é 1000 [1=3.2 mM é // R?=0.99
— — 0.0005
M 1 S 1 2 .
04 yd
AB1 0000

0000 0001 0002 0003 0004
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Tabelle A.1. Synthetisierte Inhibitoren und ihre enzymkinetischen KenngroBen - Fortsetzung

kinact/Ki-Wert

Bestimmung der

Inhibitor enzymkinetischer Verlauf . .
bzw. 1Csp-Wert Inhibitionskenngrof3e
0 (0] P o fil=o M 0.0025 o AB2
~ € [1=3 uM P
N ] £ {128 b 0.0020
N o 3 [11=16 uM = 0,005 L
NH, 131.7 £ 4.2 2 2 Ty S 131X
2 £ 0.0010 R®=0.99
—1.—1 4 £ )
M~ s 0.0005 e
AB2 0.00004— T T T
0.000000 0.000005 0.000010  0.000015
o O f=om 0003 o AB3
£ [11=16 uM .
HN I Z o\/ c:o [1=32 uM y2= 14.7x -
\ 2 [1]=82 uM < 0.002 R*=097
N, O 147 + 0.9 oA
~1.-1 ; 100 7 :_ PRI 2000
M™—'s gt .
AB3 0 500 1000 1500 0.0004= >
t[sek] 000000 000005 000010  0.00015
= []=0M
£ [11=0.8 yM _ o
< [1]=3.2 M X
N_ O \ A~ 3 [1=8 uM 5 0
N'>j/ o 2 e [=16pM 3 e
— o) = - s
202 + 1.6 M > e :
HoN & =60 8 a0
AB4 - [1]=160 M 8
T T T T 1 ° 20
0 200 400 600 800 1000 o

t[sek]
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Tabelle A.1. Synthetisierte Inhibitoren und ihre enzymkinetischen Kenngrofen - Fortsetzung

o Kinact/Ky1-Wert ..
Inhibitor enzymkinetischer Verlauf
bzw. IC5p-Wert

Bestimmung der

Inhibitionskenngrof3e

(0] — [I]=0M
£ []=3.2 M
el e
N N Mo\/ B [11=320 p
O H o] ~ 0 é
['4
AB5 0 500 1000 1500
t[sek]
1500 — [=om 0.0020- L ams
c [1=0.3 uM
c —— = -
HN& 2 1000 HL?.E :m _ 0.0015 s
\ © ’ R < y=606.4x
N o0o ,— 606.4 £+ 24.9 = 2 g.0010 éz =099
HN—<_>—0 2w 2 =
= M- 1 s~ 1 x 0.0005
AB6 “ 500 1000 1500 0.000042
t[sek] 0 1e-006 20006  3e-006
o —~ [=0Mm 0.0015 Y-
£ - [1]20.6 M B
HN ; [11=1.9 uM y=216.7x
L) 3 = [=3.2pM < 0.00104 R?2=09
N oo ,— 216.7 £+ 30.7 2 (1=6.4 pM -
HN o 2 2
— M~ 1 = 1 o % 0,005 .
AB7 0 500 1000 1500 0.00004=
t[sek] 0 20006  4e-006  6e-006
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Tabelle A.1. Synthetisierte Inhibitoren und ihre enzymkinetischen KenngroBen - Fortsetzung

kinact/Ki-Wert

Bestimmung der

Inhibitor enzymkinetischer Verlauf . .
bzw. 1Csp-Wert Inhibitionskenngrof3e
6000 ~ oM 0.0020 . ams
0 £ [1=40 M ~
c 11=160 M )
HN ) 2 4000 o H:eso :jM ;0.0015
HN oo ,— 11.7+ 0.5 < 2 ot0 g
HN 0 E 2000 o /// B
_ —1.—1 4 <
M 's 0.0005
AB8 0 500 1000 1500 0.0000 ',,f"" . . .
t[sek] 0.00000  0.00005  0.00010  0.00015
(0] =0M
£ [1]=161 uM
g =320 uM
H'\,“\i? o § [1]=640 EM
HN ~ S
ot =
AB9
3000 oM .
i £ i 0.0010 e
= [11=10 pM .
””& 63.1 + 3.1 g - T g
N 0 0O . . < [11=20 yM 2 . y=63.1x
@ HNUNH 1 1 ; 1000 éo.ooos R2=0.98
= M~ s™

0 200 400 600
t[sek]

0.000

0 5.0%10% 1.0x10% 1.5%10° 2.0%105 2.5%105
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Tabelle A.1. Synthetisierte Inhibitoren und ihre enzymkinetischen Kenngrofen - Fortsetzung

o Kinact/Ky1-Wert ..
Inhibitor enzymkinetischer Verlauf
bzw. IC5p-Wert

Bestimmung der

Inhibitionskenngrof3e

4000

o —~ [=0M
c [1=3.2 yM
" ; 3000 — []=32 uM
' @ [11=320 uM
2 pe 5
(W ~0
AB11 K]
—~ [=0M
£ wm [1=1.6 uM
=16 uM
— 0o ,— 3 000 =160 pM
HNUNH it = [II=1.6mM
~0 £
AB12 z
l') 5!')0 10’00 15’00
t[sek]
4000 0.015
2 [I0M ~ AE
E 3000 /rﬂ/ (=8 M
E AT, [1=16 pM =
0Q ,— 8 AT o e £ 0010
N4 _ )0 347+ 1.5 2 TE o
_ 5 A = [1]=160 uM 2 " y=347x
AB13 Mi 1.—1 & 1000 “J;.-l-- sssgssspsnenis =320 uM 2 0.005 . R2=0.98
S e -~
0-= T T 1
0 500 1000 1500 onnte>
t[sek] 0

00000 00001 00002 00003
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Tabelle A.1. Synthetisierte Inhibitoren und ihre enzymkinetischen KenngroBen - Fortsetzung

kinact/Ki-Wert
bzw. 1C50-Wert

Inhibitor

enzymkinetischer Verlauf

Bestimmung der

Inhibitionskenngrof3e

Vinylsulfone

~ [1=0M Vst
o Q g 1500 [11=320 M
c -= [1]=800 nM 0.0024 y=1007.7x
HN / O\\S\\ § 10000 [11=1.6 uM N R?=090
N f 0 1007.7 £102.2 = s o l1724uM 2
HN 2 5000 . 2 |
O o) M~ 1 - 1 4 5 0.001
VS1 0 500 1000 1500 P ' ' ' '
tsek] 0  5¢-007 1e-006 2¢-006 2e-006 2e-006
3000 — [1=oM 0.004- s
(o} Q I3 [11=64 nM
c = B
HN O\\S § 2000 HLS;) :’\“Aﬂ - 0.003:
[\\] / f e 541.5 :I: 6.3 = ‘2_‘0.002. 7
S 1000 2 -~ y=541.5x
HN 1 Ty I 2
\< Y M 1 S 1 (2 0,001 R2=0.99
VS2 %3 500 1000 1500 0.00
t[sek] 20-006  4e-006  6e-006
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A.3. ESI-MS-Spektren

Tabelle A.2. ESI-Massenspektren von CVB3 3CP™ und der Mutante CVB3 3CP™ C147A ohne und mit Inhibitor

Inhibitor MS von CVB3 3CPro MS von CVB3 3CP C147A

100 214725 1: TOF MS ES+ 100 21441.0 1: TOF MS ES+
2.37e8 2.47e8
B 8
i 7]
2 2
& &
. £ =
ohne Inhibitor : 3
0 0
212000 21300 21400 21500 21600 21700 21800 21900 21200 21300 21400 21500 21600 21700 21800 21900
dekonvolierte Masse [amu] dekonvolierte Masse [amu]
100 21556.5 1: TOF MS ES+
2.00e8
g
(0] o ]
cl g
&
s 214725 21583.0
21603.0

21450 21500 21550 21600 21650 21700 21750 21800 21850
dekonvolierte Masse [amu]
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Tabelle A.2. Massenspektren CVB3 3CP™ und CVB3 3CP™ C147A - Fortsetzung

Inhibitor

MS von CVB3 3CPro

MS von CVB3 3CP™ C147A

o
AS3
o (0]
HN W)LO
N o
NH,
EP2

100 215885 1: TOF MS ES+
2.19e8
= 214715
s
=
z 21568.0 217555
2
s
£
3
Lhad M“ )LM\/WJ 1
21200 21300 21400 21500 21600 21700 21800 21500

dekonvolierte Masse [amu]

21793.6 1: TOF MS ES+

100 7.78¢8
g
=
‘D
z
5
=
°

21469.2
1 da L daagd

0
21200 21300 21400 21500 21600 21700 21800 21900
dekonvolierte Masse [amu]
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Tabelle A.2. Massenspektren CVB3 3C™ und CVB3 3CP™ C147A - Fortsetzung

Inhibitor

MS von CVB3 3CPro

MS von CVB3 3CPr C147A

N
H
CK1
0
HN
N O O Yo
@ HNUO
AB6

1: TOF MS ES+ 21441.0 1: TOF MS ES+
100 217555 5268 100 2.66e8
- g

) =

= =

s 2

2 ]

z =

= =

= '

[

214720
o bl | Ll
21200 21300 21400 21500 21600 21700 21800 21900 21200 21300 21400 21500 21600 21700 21800 21900
Dekonvolierte Masse [amu] dekonvolierte Masse [amu]
21763.8 1: TOF MS ES+

100 4.00e8

S

5

G

2

2

=

]

o s [ T

21200 21300 21400 21500 21600 21700 21800 21900

dekonvolierte Masse [amu]
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Tabelle A.2. Massenspektren CVB3 3CP™ und CVB3 3CP™ C147A - Fortsetzung

Inhibitor

MS von CVB3 3CPro

MS von CVB3 3CP™ C147A

AB10

100, 21765.80 1: TOF MS ES+
7.07¢6 10 21441.0 1: TOF MS ES+
2.53e8
g -
= &
& =
= T
2 2
2 2
2 5
E E
° 217472 °
21471.4
J l I b bt 5
° ety L ISVVLITTRN B B 1Y 21200 21300 21400 21500 21600 21700 21800 21900
21200 21300 21400 21500 21600 21700 21800 21900 ’
) dekonvolierte Masse [amu]
dekonvolierte Masse [amu]
21730.5 1: TOF MS ES+ 214410 1: TOF MS ES+
100 1853 100 3.47¢8
B 8
@ ‘B
2 2
& &
£ £
= =
217555
21472.0 216215
0 A A DAL A J{ J »AA o
21300 21400 21500 21600 21700 21800 21200 21300 21400 21500 21600 21700 21800 21900

dekonvolierte Masse [amu]

dekonvolierte Masse [amu]
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