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Hinweise zur Nomenklatur, zur Nummerierung und zur Darstellung

Nomenklatur viraler Proteasen. Die Bezeichnung ,,Flavivirin® fiir die flavivirale NS2B-NS3-Protease
wird in dieser Arbeit immer dann verwendet, wenn diese Protease im Allgemeinen, d.h. unabhangig von
der Spezies, gemeint ist. Die Protease bestimmter Virusspezies wird dagegen immer als XYV-Protease
bezeichnet, wobei ,,XYV* fiir die Virusabkirzung laut Abkirzungsverzeichnis steht (es ergeben sich
also ZIKV-Protease, YFV-Protease usw.).

Nomenklatur von Aminosaureresten und Aminosdurepositionen. In dieser Arbeit wird zur
Bezeichnung der Position von Aminosdureresten in Substraten die Nomenklatur nach SCHECHTER und
BERGER! benutzt: Reste N-terminal der proteolytischen Schnittstelle werden mit steigendem Abstand
zur Schnittstelle als P1-Rest, P2-Rest, P3-Rest usw. bezeichnet, Reste C-terminal der Schnittstelle als
P1'-Rest, P2'-Rest, P3'-Rest usw. Die Bindestellen im Enzym werden analog als S1-, S2- oder S3-Tasche
bzw. S1'-, S2'- oder S3'-Tasche bezeichnet. Korrekterweise sollte immer von Aminosaureresten
gesprochen werden. Im Rahmen dieser Arbeit werden Aminosaurereste dennoch haufig nach der
eingebauten Aminosdure benannt; so wird z.B. ein Glycinrest als Glycin bezeichnet. Diese chemisch
nicht korrekte Vereinfachung dient der verbesserten Lesbarkeit dieser Arbeit. Des Weiteren wurde im
FlieRtext weitgehend auf Abkirzungen von Aminosaureresten verzichtet, was ebenfalls der verbesserten
Lesharkeit dient. Ausgenommen hiervon sind die Reste des Flavivirins, die im Einbuchstabencode und
mit zugehdrigen Positionen angegeben werden: Zur Unterscheidung zwischen NS2B- und NS3-Resten
werden NS2B-Reste zusitzlich mit ,,*“ markiert. NS3-Reste werden also beispielsweise als H51, D75,
S135 usw. abgekiirzt, NS2B-Reste beispielsweise als D75* oder D83*. Aminosaurereste werden gemaf
den Empfehlungen der IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN) mit einem
oder drei Buchstaben abgekiirzt.2 Zur besseren Unterscheidbarkeit werden die Reste des Flavivirins mit
dem Einbuchstabencode abgekirzt, die Reste von Liganden bzw. Substraten und Inhibitoren in der
Regel mit dem Dreibuchstabencode.

Nomenklatur von Aminosaurepositionen in Inhibitoren. Die Nomenklatur nach SCHECHTER und
BERGER! wird in dieser Arbeit auch zur Nummerierung von Resten peptidischer Inhibitoren verwendet,
obwohl diese in der Regel keine Schnittstelle besitzen. In diesem Falle wird derjenige Rest als ,,P1-Rest*
bezeichnet, der nachweislich oder mutmalilich die S1-Tasche besetzt, als ,,P2-Rest* derjenige Rest, der
die S2-Tasche besetzt usw.; typischerweise werden auf diese Art nur a-Aminoséurereste benannt, in

dieser Arbeit werden auch p-Aminosaurereste oder langere Reste nach dieser Nomenklatur bezeichnet.

Darstellung von Kristallstrukturen. In Darstellungen von Komplexkristallstrukturen sind der Ligand,
das Enzym und der PDB-Zugangscode in der Regel in der Abbildung selbst angegeben. Wenn nicht
anders in der Abbildungsbeschreibung erldutert, so gilt Folgendes: Oberflachen von Proteinen sind
immer als Conolly-Surface (solvent-excluded surface) dargestellt. Wasserstoffatome wurden fiir die

Berechnung dieser Oberfladchen berucksichtigt. Die Oberflache der NS2B-Kette ist in Rosa gezeigt, die

Vi



Oberflache der NS3-Kette in Grau. In Bandermodellen des Flavivirins ist das Rlckgrat von NS2B in
Rosa und das Riickgrat von NS3 in Grau gezeigt. Die Sauerstoffatome von Wassermolekulen sind als
rote Kugeln gezeigt. Sind spezifische NS2B- oder NS3-Reste oder deren Seitenketten gezeigt, so sind
diese als Stabchenmodell mit Stickstoffatomen in Blau, Sauerstoffatomen in Rot, Schwefelatomen in
Gelb und Kohlenstoffatomen in Rosa (NS2B) bzw. Grau (NS3) dargestellt. Spezifische NS2B- und
NS3-Reste sind nur dann als Stdbchenmodell gezeigt, wenn sie flr das Verstandnis an der jeweiligen
Textstelle relevant sind. Dabei werden in der Regel nur das C, und die Seitenkette gezeigt; die
Riickgratatome auller dem C, sind nur dann gezeigt, wenn deren Wechselwirkungen diskutiert werden.
Polare Wechselwirkungen sind als schwarze gestrichelte Linien mit den zugehérigen Absténden in A
gezeigt. Ist die Ldngenangabe kursiv geschrieben, so betragt die Lange dieser Wechselwirkung 3,6-
3,7 A. Van-der-Waals-, n-n- oder n-c-Wechselwirkungen sind als orangefarbene gestrichelte Linien mit
den zugehérigen Abstanden in A gezeigt; in diesem Falle ist die L4nge in Klammern angegeben. Soll
der Abstand zwischen zwei Atomen angegeben werden, ohne dass zwischen diesen beiden Atomen eine
Wechselwirkung besteht, so wird dieser Abstand durch eine gelbe gestrichelte Linie mit kursiv
geschriebenem Abstand in A verdeutlicht. Nach Mdglichkeit werden alle Protease-Inhibitor-Komplexe
in der Standardorientierung und im gleichen MaRstab gezeigt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit

variiert der Blickwinkel in der Regel dennoch von Abbildung zu Abbildung.

Abbildungen. Alle in dieser Arbeit gezeigten Abbildungen wurden, wenn nicht anders angegeben, vom
Verfasser erstellt. Zur Erstellung der Abbildungen wurden die Programme PyMOL,® Inkscape* und

ChemDraw® benutzt.
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1 EinfUhrung

1.1 Flaviviren

1.1.1  Allgemeines, Verbreitung, Ubertragung, Krankheitsbild

Als Flaviviren werden die aktuell 53 Spezies der Gattung Flavivirus bezeichnet. Typspezies der Gattung
und der Ubergeordneten Familie Flaviviridae ist das Gelbfiebervirus (von lat. flavus fiir ,,gelb®).®
Zahlreiche Flaviviren sind humanpathogen. Fir die meisten Félle menschlicher Infektionen waren im
vergangenen Jahrzehnt das Gelbfieber-Virus (Yellow fever virus, YFV), das Dengue-Virus (DENV) mit
vier bzw. funf 78 Serotypen, das Japanische-Enzephalitis-Virus (JEV), das West-Nil-Virus (WNV), das
FSME-Virus (Tick-borne encephalitis virus, TBEV) mit drei Subtypen und das Zika-Virus (ZIKV)
verantwortlich (Tab. 1.1).

Tabelle 1.1 Verbreitung und Ubertragung einiger humanpathogener Flaviviren und deren Krankheitsbild im infizierten
Menschen. Ae. = Aedes, C. = Culex, I. = Ixodes.

Spezies Endemiegebiet Krankheitsbild Fallzahlen Reservoir Briickenvektor
T Fieber, 2 ¢i
ropen, . . . . . e. ae i
DENV?-10 P Hamorrhagisches Fieber, > 100 Millionen Primaten gy.p
Subtropen Ae. albopictus
Schock-Syndrom
Ost- und Fieber, N . .
.. . . Vogel, C. tritaeniorhynchus
JEV11-12 Suidostasien, Meningitis, 35.000 — 70.000 . . ]
. . Schweine C. annulirostris
Australien Enzephalitis
Europa, Fieber, -
L . I. ricinus,
TBEV13-14 Nord- und Meningitis, < 10.000 Nagetiere
. . - 1. persulcatus
Zentralasien Meningoenzephalitis
Fieber, Meningitis, ..
. s . C. pipiens
WNV/15-16 Weltweit Enzephalitis, <10.000 Vogel .
« C. tarsalis
schlaffe Lahmung
. Fieber,
Afrika, . ] . > 100.000 schwere .
YFV17-18 . . Hamorrhagisches Fieber, . . Primaten Ae. spp.
Sudamerika Verldufe in Afrika
Leberversagen
Amerika, Fieber, T de bi P ¢i
ausende bis e. ae i
ZIKV19-21 Afrika, Guillian-Barré-Syndrom, . Primaten g){p
. o Millionen Ae. furcifer
Asien Fruchtschadigung

Die meisten Flaviviren zirkulieren zwischen vertebratischen Reservoirwirten und arthropodischen
Vektoren. Historisch trug die Gattung Flavivirus daher den Namen Arbovirus, Gruppe B.?> Das
ehemalige Taxon Arbovirus ist ein Akronym fir arthropode-borne virus (,,arthropodeniibertragenes
Virus®); heute wird der Begriff Arbovirus als nicht-taxonomischer Sammelbegriff fir alle Virusspezies
verwendet, die durch Arthropoden ubertragen werden. Da fur einige Flaviviren kein Vektor bekannt ist

(von diesen sind vier humanpathogen), kdnnen Flaviviren nicht generell als Arboviren bezeichnet
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werden.? Die natirliche Zirkulation vektortibertragener Flaviviren zwischen Reservoirwirten und

Arthropoden wird als sylvatischer oder enzootischer Zyklus bezeichnet (Abb. 1.1).

Der Mensch ist fiir die meisten Flaviviren ein Fehlwirt. Das heif3t, dass diese Flaviviren nicht von einem
infizierten Menschen auf arthropodische Vektoren (bertragen werden. Diejenigen Vektoren, die
Flaviviren von einem Reservoirwirt auf den Menschen oder andere Fehlwirte tibertragen, werden als
Briickenvektoren bezeichnet (vgl. Tab. 1.1, S.1). Obwohl der Mensch fiir die meisten Flaviviren ein
Fehlwirt ist, kann er dennoch als Folge einer Infektion Krankheitserscheinungen bis hin zum Tode
entwickeln.

Das Dengue-, das Gelbfieber- und das Zika-Virus nehmen in der Gattung Flavivirus epidemiologische
Sonderrollen ein: Diese drei Spezies kdnnen durch die Gelbfiebermiicke (Aedes aegypti) und die
asiatische Tigermucke (Aedes albopictus) vektoriell von Mensch zu Mensch Ubertragen werden; der
Mensch ist fiir diese drei Spezies folglich kein Fehlwirt. Die vektorielle Transmission von Mensch zu
Mensch wird in Abgrenzung zum sylvatischen Zyklus als urbaner oder humaner Zyklus bezeichnet.?*?’
Neben der horizontalen Transmission zwischen Arthropoden und Vertebraten spielt die transovariale
Transmission (TOT), also die Ubertragung von einer Arthropodengeneration auf die folgende, eine
Rolle bei der Weiterverbreitung von Flaviviren.?®2 Fir das Dengue- und das Zika-Virus ist des
Weiteren die vertikale Ubertragung von trachtigen Vertebraten auf den Fotus beschrieben,®*-3! fiir das

Zika-Virus auRerdem auch die sexuelle Transmission.?

Reservoirwirte

= TLYFV, ZIKV
= ) .. DENV
- Sylvatischer oder Urbaner oder
ﬁ%‘} /a& enzootischer Zyklus 7 humaner Zyklus ‘ \
o - % SR
Aedes spp. - Jot ‘ Briicken- - TOT ™ Aedes aegypti
Sabethes spp. \ vektoren N~ / Aedes albopictus
Haemagogus spp. /.
Culex spp. o
Ixodes spp. ot /
\..\‘ ") «
/

=4

Abbildung 1.1 Ubertragungszyklen von Flaviviren. Flaviviren zirkulieren im sylvatischen (enzootischen) Zyklus zwischen
vertebratischen Reservoirwirten und arthropodischen Vektoren. Diejenigen Arthropoden, die Flaviviren von Reservoirwirten
auf den Menschen Ubertragen, werden als Briickenvektoren bezeichnet. Fiir die Mehrzahl der Flaviviren ist der Mensch ein
Fehlwirt. Das Dengue-, das Gelbfieber- und das Zika-Virus sind jedoch vektoriell durch Ae. aegypti oder Ae. albopictus von
Mensch zu Mensch iibertragbar. Diese Art der Ubertragung wird als urbaner oder humaner Zyklus bezeichnet. Zur Flavivirus-
Verbreitung tragt auch die transovariale Transmission (TOT), also die Ubertragung von einer Arthropodengeneration auf die
folgende, wesentlich bei. Teile der Abbildung entstammen der Open Clip Art Library und ChemDraw.



1.1.2 Der Aufbau flaviviraler Virionen

Die Mehrzahl der Flavivirusinfektionen verlauft beim Menschen mit milden Symptomen oder ganzlich
symptomfrei. Die Zahl dieser milden Verlaufe wird bei WNV-Infektionen® und ZIKV-Infektionen*
auf je 80 %, bei DENV-Infektionen®*® auf 30-80 % und bei YFV-Infektionen®® auf 55 % geschatzt.
Menschen mit TBEV-Infektion entwickeln in 20-30 % der Falle ZNS-Symptome,®” solche mit
WNV-%83° oder JEV-Infektion® in je 1 % der Félle. Fur das FSME-Virus werden die Sterberaten nach
Entwicklung von ZNS-Symptomen wie folgt angegeben: 1 % fiir den europdischen, 2-3 % fiur den
sibirischen und 20-40 % flr den fernostlichen Subtyp.** Bildet sich nach einer JEV-* oder WNV-
Infektion® eine klinische Manifestation mit ZNS-Symptomen aus, so liegt die Sterblichkeit bei 20-30 %
bzw. 5-10 %.

Schwere Verlaufe einer DENV- oder YFV-Infektion manifestieren sich anders als ZIKV-, WNV-, JEV-
und TBEV-Infektionen eher in vaskuldren oder systemischen als in neurologischen Symptomen. Die
Sterblichkeit nach schweren Dengue-Fieber- oder Gelbfieber-Verlaufen liegt bei 4-20 %.184345 Als
Risikofaktor fiir einen schweren Dengue-Fieber-Verlauf gilt genau eine vorangegangene Infektion mit
dem Dengue- oder mit dem Zika-Virus. Dieses Phanomen wird auf infektionsverstarkende
kreuzreaktive Antikorper zuriickgefiihrt (antibody dependent enhancement). Die Kreuzreaktivitat ist
besonders vor dem Hintergrund tberlappender Endemiegebiete epidemiologisch relevant.*

Schwere Verlaufe oder Todesfélle treten als Folge einer ZIKV-Infektion verhéltnismaRig selten auf.4’
Dass das Zika-Virus dennoch als Bedrohung fiir das 6ffentliche Gesundheitswesen angesehen wird, liegt
vornehmlich an dessen Eigenschaft, transplazental von einer infizierten Schwangeren auf ihren Fétus
Ubertragen zu werden.®® Neben Fehl- und Frilhgeburten, wie sie auch in Folge einer DENV-Infektion
der Schwangeren auftreten, kann dies zu Fehlbildungen des Fétus, dem Congenital Zika Syndrome
(CZS) flihren. Das CZS schlieRt mit der Mikrozephalie eine schwere Fehlbildung des Gehirns ein.*8-4°

1.1.2 Der Aufbau flaviviraler Virionen

Flaviviren sind behllte (+)-ss-RNA-Viren; ihr Erbgut liegt also auf einem RNA-Einzelstrang positiver
Leserichtung vor. Das flavivirale Genom codiert einen einzelnen, offenen Leserahmen (open reading
frame, ORF), der von untranslatierten Regionen (UTR) flankiert wird. Flaviviren besitzen, wie auch die
librigen Spezies der Flaviviridae, keinen Poly-A-Schwanz am 3'-Ende ihres Genoms. Typisch fir die
Gattung Flavivirus ist die Cap-Struktur vom Typ | (m’GpppAmp) am 5'-Ende; diese Typ-1-Cap-Struktur
ist das Kriterium zur taxonomischen Abgrenzung von anderen Gattungen der Flaviviridae.?250-%

Die Viruspartikel sind von spharischer Gestalt mit einem Durchmesser von ca. 50 nm und enthalten die
genomische RNA, die in einem Nucleocapsid verpackt ist. Das Nucleocapsid ist aus Capsidproteinen
(,,C*) aufgebaut und in die Virushulle eingebettet (Abb. 1.2A, S.4). Die C-Proteine besitzen eine
hydrophobe Doméne zur Verankerung in der viralen Lipidhllle und eine zweite, an basischen

Aminosaureresten reiche Domaéne, die an die virale RNA bindet.5%%2 Die Virushille besteht aus einer
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Lipidmembran, die sich von Membranen der Wirtszelle ableitet, und den darin verankerten Membran-
bzw. pra-Membran- (,,M*/,,prM*), Hull- (,,E* fiir envelope) und C-Proteinen. Ein Teil der Lipide und
Proteine der Virushille liegt glykosyliert vor, wobei das Glykosylierungsmuster von der Art der
Wirtszelle abhéngt. Die Anordnung der M/prM- und E-Proteine reifer Virionen unterscheidet sich von
der unreifer, nicht-infektioser Viruspartikel. Auf der Oberflache unreifer Virionen liegen 60
ikosaedrisch angeordnete (prM-E)-Trimere vor, die mit prM als exponierter Spitze ausgerichtet sind. Im
Zuge der Virusreifung wird die pr-Doméne von prM proteolytisch abgespalten, sodass im reifen Virion
nach einer Reorganisation der Oberflache 90 (M-E)-Dimere in spharischer Anordnung vorliegen.5+5°
Das glykosylierte E-Protein (,,E-Glykoprotein®) ist ein virales Klasse-11-Fusionsprotein und im Rahmen
des viralen Zelleintritts maRgeblich an der Anlagerung an die Wirtszelle und der Fusion mit der
Wirtsmembran beteiligt (Abb. 1.2B).5%-6

DI

E-Stammregion E-TM M-TM Virale Membran

Capsid aus
¥ C-Proteinen

© DI-Doméne (E)

@ (prM-E)-Trimer @ & brotein < DII-Domane (E)

o prM/M-Protein @ Dlll-Doméne (E)

(M-E)-Dimer 0 TM-Doménen &
Stammregion (E)

Abbildung 1.2 Aufbau flaviviraler Virionen (A) und des flaviviralen (M-E)-Dimers (B). C: Capsidprotein; DI: Domane | / Zentrale
Domane; DIl: Domane Il / Dimerisierungsdomane; DIll: Domane Ill / Immunglobulinartige Domane; E: Hillprotein (envelope);
M: Membranprotein; prM: Pramembranprotein; TM: Transmembrandomane. Adaptiert und libersetzt mit Genehmigung
durch Springer Nature Customer Service Centre GmbH / Adapted and translated by permission from Springer Nature Customer
Service Centre GmbH: Nature, Nature Microbiology: The continued threat of emerging flaviviruses, T. C. Pierson, M.S.
Diamond, Copyright © 2020, Springer Nature Limited.®2 Lizenznummer / License Number: 5297260990754.



1.1.3 Der flavivirale Replikationszyklus

1.1.3  Der flavivirale Replikationszyklus

Die flavivirale Replikation (Abb. 1.3) beginnt mit der Anlagerung an eine Wirtszelle.®® Als
Anlagerungsfaktoren sind Glykosaminglykane (GAG) wie Heparansulfat,®* calciumanhangige Lektine
(DC-SIGN®, Mannose-Rezeptor®®), Phosphatidylserinrezeptoren (TIM- und TAM-Rezeptoren®’), der
EGF-Rezeptor® und weitere membrangebundene Wirtsproteine identifiziert.3%°0 Die Anlagerungs-
faktoren binden entweder an das virale E-Glykoprotein oder an die virale Lipidhulle. Die wirtseigenen

Oberflachenproteine und -proteoglykane sind teilweise spezifisch fur die Oberflaiche bestimmter
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Abbildung 1.3 Flaviviraler Replikationszyklus. Adaptiert und ibersetzt mit Genehmigung durch Springer Nature Customer
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Zelltypen. Die groRe Bandbreite mdglicher Anlagerungs- bzw. Eintrittsfaktoren fuhrt zu einer
entsprechend grofRen Zahl von Zelltypen, die von Flaviviren befallen werden kénnen. Bisher sind der
genaue Mechanismus des Viruseintritts und die genaue Rolle der Anlagerungsfaktoren nicht ganzlich
verstanden. Bekannt ist, dass Flaviviren mittels Clathrin-vermittelter Endozytose in die Zelle
gelangen.”"2 Die Absenkung des pH-Werts in den Endosomen durch vakuolére ATPasen induziert eine
Reihe von Konformationsanderung des E-Proteins, die in einer Fusion der viralen mit der endosomalen
Membran resultieren.”’* Infolgedessen wird das freigesetzte Nukleocapsid ubiquitinyliert, woran
anschlieBend die virale RNA ins Cytoplasma entlassen wird (uncoating).” "¢ Diese nimmt zunachst die
Rolle einer mRNA ein und wird am rauen ER in ein Polyprotein translatiert, das alle strukturellen und
nicht-strukturellen Proteine enthdlt (Abb.1.4) Die Prozessierung des Polyproteins durch
Signalpeptidasen im ER-Lumen und durch Flavivirin im Cytosol fiihrt zur Freisetzung der drei
strukturellen Proteine (C, E und prM) und der sieben nicht-strukturellen Proteine (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, NS5).”" Die virale Protease ist auf dem N-terminalen Drittel von NS3 lokalisiert
und benétigt NS2B als Cofaktor. Der proteolytisch aktive Komplex aus NS2B und NS3 wird als
Flavivirin bezeichnet.”

A
M' ; noen Y v v 2K y Cytoplasma
= ST NS3 |4 Ns4B | NS5
* ' ' f NSI4A1‘ ER-Lumen
. Helikase RNA-Polymerase

Protease Methyltransferase NS5

Cytoplasma

-
ER-Lumen

| Y Furin (TGN) ¥ Flavivirin 4 Signalpeptidase 4 Unbekannte Protease

Abbildung 1.4 Das flavivirale Polyprotein. (A) Ubersicht mit Protease-Schnittstellen. (B) Detaillierte Ansicht mit
Transmembrandomadnen und funktionellen Doméanen mit Protease-Schnittstellen. Die Abspaltung der pr- von der M-Domane
durch Furin erfolgt im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN). Adaptiert und (ibersetzt mit Genehmigung durch Springer Nature
Customer Service Centre GmbH / Adapted and translated by permission from Springer Nature Customer Service Centre GmbH:
Nature, Nature Microbiology: The continued threat of emerging flaviviruses, T. C. Pierson, M.S. Diamond, Copyright © 2020,
Springer Nature Limited.%? Lizenznummer / License Number: 5297260990754.

Durch die Wechselwirkung zwischen den prozessierten viralen Proteinen und der viralen RNA kommt
es zur Ausbildung der Vesikelpakete (\VP, ,,vesicle packets®), in denen die Replikation der viralen RNA
an sogenannten Replikationskomplexen stattfindet.”%2 Die Vesikelpakete sind organellahnliche

Membrankompartimente, die einerseits die RNA-Replikation von wirtseigenen Ribonukleasen und
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Immunsensoren abschirmen und andererseits die zur Replikation nétigen Metaboliten konzentrieren.
Die Vesikelpakete sind Uber eine tunnelartige Pore mit einem Durchmesser von etwa 10 nm mit dem
Cytoplasma verbunden.®®* Durch die Pore bleibt die Bewegung replizierter RNA zu den Ribosomen
des rauen ER, und damit die Synthese weiterer viraler Proteine, mdglich. Des Weiteren gelangen durch
die Pore die Metaboliten, u.a. Nukleotide, vom Cytosol zum Replikationskomplex. Der Replikations-
komplex selbst besteht aus allen nicht-strukturellen viralen Proteinen und der viralen RNA. Wéhrend
NS1 und die Transmembranproteine NS2A, NS2B, NS4A und NS4B strukturelle Aufgaben tibernehmen
und den Komplex in der Membran des Vesikelpakets verankern, werden die funktionellen Aufgaben
von der auf NS3 lokalisierten Helikasedoméne sowie der RNA-Methyltransferase und der RNA-
abhangigen RNA-Polymerase, die am N- bzw. C-Terminus von NS5 lokalisiert sind, ibernommen.85-#
Der anfanglich vorhandene (+)-RNA-Einzelstrang wird von der Polymerase zu einem RNA-
Doppelstrang vervollstandigt, der anschlielend von der Helikase entwunden wird. Die NS5-
Methyltransferase ist am Aufbau der typischen 5'-Cap-Struktur beteiligt. Der neu synthetisierte
(-)-RNA-Einzelstrang dient als VVorlage fiir die weitere Transkription. Der (+)-Strang wird entweder an
den Ribosomen in neue virale Proteine translatiert oder gemeinsam mit den strukturellen Proteinen C,
E und prM zu unreifen Virionen assembliert.® Zur Bildung der Vesikelpakete ist eine Modifizierung
des Wirtsmetabolismus nétig: Insbesondere werden in Folge einer Flavivirusinfektion die Anderung des
zentralen Kohlenhydratstoffwechsels und des Lipidstoffwechsels beobachtet.2% Mehr zur Rolle
wirtseigener Maschinerien in der Virusreplikation ist in entsprechender Literatur zu finden.”%% Die
viralen Assemblierungsbereiche befinden sich nahe den Vesikelpaketen im ER. Die Knospung
(budding) erfolgt nach der Assemblierung ins ER-Lumen hinein, von wo aus die unreifen Virionen auf
dem sekretorischen Weg durch den Golgi-Apparat ins Trans-Golgi-Netzwerk transportiert werden. Die
dortige saure Umgebung (pH 6,0) bewirkt eine Konformationsdnderung der Proteine an der
Virionenoberflache, wodurch die prM-Spaltstelle fur die Proproteinkonvertase Furin zuganglich wird.
Die Abspaltung der pr-Domdane von der M-Doméne durch Furin induziert eine Reorganisation der
Virionenoberflache im Zuge derer sich die (prM-E)-Trimere zu (M-E)-Dimeren umlagern. Die
abgespaltenen pr-Doménen verbleiben in der sauren Umgebung des sekretorischen Weges bis zur
viralen Exozytose mit dem Virion assoziiert und dissoziieren erst bei hoheren pH-Werten im
extrazellularen Milieu.>>*"92 Die Kaskade aus pH-induzierter Konformationsanderung, prM-Spaltung
und der pr-Dissoziierung wird als Virusreifung bezeichnet. Nur reife Virionen kdénnen Uber ihr
E-Glykoprotein an Oberflachenstrukturen von Wirtsmembranen binden. Das E-Glykoprotein unreifer
Virionen ist durch das exponierte prM-Protein abgeschirmt. Dadurch werden unproduktive

Interaktionen mit Membranen wéhrend des Transports vom ER ins Trans-Golgi-Netzwerk verhindert.
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1.1.4  Pravention und Therapie

Gegen das Japanische-Enzephalitis-, das FSME- und das Gelbfieber-Virus existieren vertragliche,
effektive Impfstoffe, die fur die Anwendung am Menschen zugelassen sind.**-°* Zur Immunisierung
gegen das West-Nil-Virus sind Impfstoffe bisher nur fir anfallige Tierarten zugelassen.® Inzwischen
existiert auch ein DENV-Impfstoff, allerdings nur zur eingeschréankten Nutzung: Werden mit diesem
DENV-naive Menschen geimpft, erhéht sich fiir diese das Risiko, durch eine folgende DENV-Infektion
schwer zu erkranken. Dabei tritt eine vergleichbare antikdrperabhdngige Infektionsverstarkung wie nach
einer einmaligen DENV- oder ZIKV-Infektion auf. Daher werden mit dem DENV-Vakzin nur
Individuen immunisiert, die nachweislich mindestens eine DENV-Infektion durchgemacht haben.*® Zur
Immunisierung gegen das Zika-Virus ist noch kein Impfstoff zugelassen, einige Kandidaten befinden
sich allerdings in klinischen Studien, einer davon in Phase 11 (2020).%

Zur spezifischen antiflaviviralen Therapie existieren keine zugelassenen Wirkstoffe. Patienten werden
entsprechend ausschlielich symptombezogen behandelt. Die Geféhrlichkeit einer Infektion
ungeimpfter Individuen mit dem Dengue-, Japanische-Enzephalitis-, FSME- oder Gelbfieber-Virus, die
begrenzte Einsatzmdglichkeit des DENV-Impfstoffs und das Fehlen zugelassener WNV- und ZIKV-
Vakzine sind Grinde, die Entwicklung antiflaviviraler Wirkstoffe voranzutreiben. Dies gilt besonders
vor dem Hintergrund wachsender Habitate der Vektoren Ae. aegypti und Ae. albopictus und einer
wachsenden Bevdlkerung in endemischen Gebieten.?® Targets zur Entwicklung von Virostatika sind
neben den viralen Proteinen und auch wirtseigene Proteine, die an der viralen Replikation und
Pathogenese beteiligt sind.”® Unter den viralen Proteinen gelten Flavivirin und die NS5-Polymerase als
mogliche Zielstrukturen.®®*1% Dies liegt zum einen an der Verfuigbarkeit struktureller Daten aus Cryo-
EM- und Rontgen-Kristallstrukturen, zum anderen daran, dass zur Hemmung verwandter Proteine
anderer RNA-Viren zugelassene Wirkstoffe existieren: Inhibitoren der Protease des Humanen
Immundefizienz-Virus (HIV) werden in der antiretroviralen Kombinationstherapie eingesetzt. Die HIV-
Protease Ubernimmt im viralen Replikationszyklus eine ahnliche Funktion wie Flavivirin, bedient sich
aber als Aspartylprotease eines anderen Katalysemechanismus.'® Therapiert werden kann auch die
durch das Hepatitis-C-Virus (HCV) ausgeltste Hepatitis-C-Erkrankung. Das Hepatitis-C-Virus ist eine
Spezies der Gattung Hepacivirus, die wie die Gattung Flavivirus zur Familie der Flaviviridae zahlt.
Zwei Targets, die in der HCV-Kombinationstherapie adressiert werden, sind die NS3-NS4A-Protease
und die NS5B-Polymerase, die in Struktur und Funktion ihren flaviviralen Analoga (Flavivirin,
NS5-Polymerase) entsprechen.'®® Kiirzlich wurde das flavivirale NS4B als Target identifiziert: Durch
die Bindung niedermolekularer Verbindungen an NS4B wird die korrekte Anlagerung an NS3
unterbunden. Dadurch wird die NS3-Helikase-Aktivitat verringert, was in cellulo und in vivo zu einer
drastischen Hemmung der Virusvermehrung fiihrt.2%* Wegen der groBen Zahl an Wirtsfaktoren, die fir
die Flavivirusvermehrung essentiell sind, ist die Zahl potentieller wirtseigener Targets entsprechend

groR; Beispiele fur solche Targets sind Furin und die Enzyme des Lipidmetabolismus. 090105108
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1.2 Die flavivirale Protease (Flavivirin)

1.2.1  Die Struktur des Flavivirins

Die flavivirale Protease (Flavivirin) ist auf dem N-terminalen Drittel des nicht-strukturellen Proteins 3
(NS3) lokalisiert. Zur Ausbildung ihrer katalytischen Aktivitat ist eine hydrophile Doméne des nicht-
strukturellen Proteins 2B (NS2B) als Cofaktor notwendig. Daher wird Flavivirin haufig als NS2B-NS3-
Protease bezeichnet. Flavivirin ist eine Serinprotease mit einer konservierten katalytischen Triade aus
den NS3-Resten S135, H51 und D75 (bzw. S138, H53 und D77 bei der YFV-Protease'®) und schneidet
bevorzugt hinter di- oder tribasischen Aminosauresequenzen; eine Ubersicht (iber die Konservierung

der Primérstruktur des Flavivirins gibt Abbildung 1.5.11°
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Abbildung 1.5 Konservierung der Primarstruktur des Flavivirins. (A) Bandermodell der ZIKV-Protease in der geschlossenen
Konformation. Die Seitenketten der Reste der katalytischen Triade (S135, H51, D75; YFV: S138, H53, D77) und weiterer Reste
sind als Stabchenmodell mit Kohlenstoff je nach Konservierungsgrad, Stickstoff in Blau und Sauerstoff in Rot dargestellt.
Zusatzlich sind einige im Text diskutierte Sekundarstrukturelemente gekennzeichnet. C: C-Terminus der NS3-Kette;
C*: C-Terminus der NS2B-Kette; N: N-Terminus der NS3-Kette; N*: N-Terminus der NS2B-Kette. PDB: 6Y3B. (B) Die ZIKV-
Protease in der geschlossenen Konformation, dargestellt als Conolly-Oberflache; die Oberflache ist nach Konservierungsgrad
der unterliegenden Aminosaurereste eingefarbt. PDB: 6Y3B. (C) Aminosduresequenz-Alignment konservierter Bereiche der
NS3-Protease. Konservierte Reste auf einer entsprechenden Position sind farbig unterlegt; abweichende Aminosduren mit
einer Grantham Difference''! < 30 sind schraffiert unterlegt. Die Reste der katalytischen Triade sind mit #, die Reste D129,
N152 und V155 (YFV-Protease: D132, N155, L158) mit + markiert.
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Die Substratspezifitat wird durch eine Vielzahl von Wasserstoffbriickendonoren und -akzeptoren, unter
welchen sich mehrere bei physiologischem pH negativ geladene Gruppen befinden, festgelegt.
Abbildung 1.6 gibt am Beispiel der ZIKV-Protease im Komplex mit dem substratanalogen Liganden 1

eine Ubersicht (iber elektrostatisches Potential und Wechselwirkungen im aktiven Zentrum.**?
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Abbildung 1.6 Struktur der ZIKV-Protease im Komplex mit dem Liganden 1. (A) ZIKV-Protease eingefdarbt nach
elektrostatischem Potential (negativ in Rot, positiv in Blau). PDB: 7DOC. (B) Interaktionen des Liganden 1 im aktiven Zentrum
der ZIKV-Protease. NS2B und NS3 sind in Rosa bzw. Grau dargestellt. Die interagierenden Reste sowie einige weitere, das
aktive Zentrum definierende Reste der Protease sind als konturierte Stabchenmodelle gezeigt. PDB: 7DOC. (C) Struktur des
Liganden 1 mit schematischer Positionierung der Reste in den Bindetaschen der ZIKV-Protease.

Die folgenden Erlauterungen beziehen sich vielfach auf Inhalte der Abbildungen 1.5 (S.9) und 1.6, ohne
dass explizit darauf hingewiesen wird. Es sei aulerdem angemerkt, dass die Nummerierung der NS3-
Reste der YFV-Protease von der der Ubrigen Proteasen abweicht (Abb. 1.5C). Bezuglich der Tertiar-
struktur des Flavivirins sei an dieser Stelle schon auf Abbildung 1.7 (S.12-13) verwiesen.

Die Primérstruktur des Flavivirins ist im Bereich des aktiven Zentrums hochkonserviert und steigt mit

der Nahe zur katalytischen Triade. Besonders hervorzuheben unter den konservierten Resten ist aulRer
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der katalytischen Triade G133, das mit S135 das Oxyanionloch bildet. Zu 100 % konserviert sind
aullerdem D129 am Boden der S1- und N152 in der S2-Bindetasche, sowie die GLYGNG-Sequenz am
Boden des aktiven Zentrums (NS3-Reste 148-153). Diese Reste sind maRgeblich an der
Substraterkennung und -bindung beteiligt. Das Riickgrat der GLYGNG-Sequenz bindet dabei tber eine
Struktur, die einem antiparallelen p-Faltblatt gleicht, an das Rickgrat eines Substratmolekiils. Die
Seitenkette des D129 am Boden der S1-Bindetasche sorgt fiir die Praferenz des Flavivirins fur Arginin
oder Lysin als P1-Rest. Des Weiteren sind in der S1-Tasche polare Wechselwirkungen zwischen
Substrat und dem Riickgrat der nicht-konservierten Reste 130 und 131 mdglich. Begrenzt wird die
S1-Tasche durch die Seitenketten des konservierten Y150 aus der GLYGNG-Sequenz und des Y161
(YFV-Protease: F164). Wegen der hydrophoben Begrenzung der S1-Tasche zeigt Flavivirin auch eine
Affinitat zu peptidischen Inhibitoren mit hydrophober bzw. aromatischer P1-Seitenkette.

Die S2-Bindetasche ist im Vergleich zur S1-Tasche deutlich enger und wird im Wesentlichen durch
Wasserstoffbrickenakzeptoren und -donoren definiert (NS2B-Reste 83*-85*, H51 und D75 aus der
katalytischen Triade und N152 aus der GLYGNG-Sequenz). Bedingt durch diese Charakteristika besitzt
die S2-Tasche eine hohe Affinitat zu Lysin- und Arginin-Seitenketten. Die S3- und die S4-Tasche sind
weder strukturell noch beziiglich ihrer Spezifitat klar definiert, sodass vom S3/4-Bereich gesprochen
werden sollte. Bei kanonischem Bindungsmodus, das heifit mit alternierend ausgerichteten Seitenketten
des Liganden (wie bei Verbindung 1), ragt die Seitenkette des P3-Rests oberhalb der S1-Tasche und der
157-Schleife ins Ldsungsmittel. Wegen dieser wenig ausgepragten S3-Bindetasche ist Flavivirin
P3-Resten gegenlber undiskriminierend; dennoch existiert eine Praferenz fir basische Reste, die jedoch
weniger ausgepragt ist als in der P2- und der P1-Position. Der P4-Rest ist in der Regel im Bereich der
157-Schleife in der Nahe der hydrophoben Reste 154 und 155 (i.d.R. V, | oder L) positioniert. Daher
gibt es hier eine Praferenz fiir hydrophobe Aminoséuren, allerdings werden auch andere Reste, darunter
solche mit sauren und basischen Seitenketten, toleriert.113-114

Anders als die Primarstruktur der NS3-Kette ist die Primérstruktur der NS2B-Kette nur wenig
konserviert. Bemerkenswert ist die Position 83* (entspricht 84* bei der WNV-Protease!™®): Im Falle der
vier DENV-Serotypen befindet sich hier entweder ein Serin oder Threonin, bei der YFV-Protease ein
Glutamin, bei der WNV- und der TBEV-Protease ein Asparagin und bei der JEV- und der ZIKV-
Protease ein Aspartat. Obwohl all diese Reste prinzipiell iber eine polare Interaktion an die P2-
Seitenkette des Substrats binden kdnnen, handelt es sich bei einer solchen Interaktion nur bei der JEV-
und der ZIKV-Protease um eine Salzbriicke. Die Salzbriicke in der S2-Tasche flhrt zur vergleichsweise
hohen Aktivitat der ZIKV-Protease (,,Hyperaktivitit).!®

11
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A ZIKV-Protease B ZIKV-Protease
geschlossene Konformation offene Konformation
PDB: 6Y3B PDB: 5GXJ

C WNV-Protease D WNV-Protease (H51A-Mutante)
geschlossene Konformation offene Konformation
PDB: 2YOL PDB: 2GGV

E DENV3-Protease F DENV2-Protease
geschlossene Konformation offene Konformation
PDB: 3U1I PDB: 2FOM
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G YFV-Protease H JEV-Protease
geschlossene Konformation offene Konformation
PDB: 6URV PDB: 4R8T

| Uberlagerung: J Uberlagerung:
Geschlossene Konformation Offene Konformation

Abbildung 1.7 Tertidrstruktur des Flavivirins. Bei den geschlossenen Konformationen sind vorhandene Liganden nicht gezeigt.
Die NS3-Kette und die NS2B-Kette sind jeweils als Bandermodell dargestellt; die Reste der katalytischen Triade S135 (Tafel D:
A135), H51 und D75, die NS3-Reste D129, N152 und 155 (Tafel G: S138, H53, D77; NS3-Reste D132, N155, L158) sowie der
NS2B-Rest 83* (Tafeln C, D: 84*) sind als konturierte Stabchenmodelle gezeigt. Farben der NS3- bzw. NS2B-Kette: (A) und (B):
NS3 in Hellgriin, NS2B in Gelb; (C) und (D): NS3 in Cyan, NS2B in Rosa; (E) und (F): NS3 in Dunkelblau, NS2B in Rot; (G): NS3 in
Dunkelgriin, NS2B in Orange; (H): NS3 in Hellviolettblau, NS2B in Braun; (1) und (J): Je nach Protease in den unter (A) bis (H)
angegebenen Farben.

Da bereits der Komplex aus der NS3-Proteasedomane und der hydrophilen NS2B-Doméne proteolytisch
aktiv ist, werden zur biochemischen Forschung in der Regel verkirzte Flavivirinkonstrukte ohne die
hydrophoben NS2B-Transmembrandoménen und die NS3-Helikasedomane verwendet. Die exakten
Langen der NS3- und NS2B-Doménen variieren von Konstrukt zu Konstrukt und liegen entweder nicht-
kovalent assoziiert oder Uiber eine G4SGs-Linkersequenz (G4SGs-linked) kovalent verkn(ipft vor, 109116119
Bei den nicht-kovalent assoziierten Konstrukten wird nach der Art der rekombinanten Herstellung

zwischen zwei Varianten unterschieden: Bei den bindren Konstrukten (binary) werden die NS2B- und
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die NS3-Kette durch Koexpression entsprechender Gene als getrennte Ketten hergestellt.!2122 Bei den
autokatalytisch gespaltenen Konstrukten (auto-cleaved oder enzyme-cleaved) wird ein Gen exprimiert,
das flr ein Proprotein codiert, in dem die gekiirzten NS2B- und NS3-Ketten (iber eine NS3-Spaltstelle
miteinander verknipft sind. Wahrend der rekombinanten Proteinherstellung oder der anschlieRenden
Reinigung kommt es an dieser Spaltstelle zur Autoaktivierung.'?>124 Die folgenden Erlauterungen zur
Tertidrstruktur der Flavivirins beziehen sich auf rekombinant hergestellte, verkirzte Konstrukte. Da sich
die Konformation dieser gekiirzten Komplexe nicht wesentlich von der des Volllangen-Flavivirins
unterscheidet, gelten diese Erlauterungen auch fiir das Wildtyp-Flavivirin, 125126

Es sind zwei unterschiedliche Konformationen des Flavivirins bekannt: Erstens die katalytisch aktive,
,geschlossene” Form und zweitens die inaktive bzw. wenig aktive, ,,offene“ Form (Abb. 1.7,
S.12-13).22" In beiden Formen ist die katalytische Triade zwischen zwei B-Féssern, die jeweils aus sechs
B-Stréangen bestehen, lokalisiert. In der geschlossenen Konformation liegt ostlich der katalytischen
Triade der N-Terminus der NS2B-Kette mit der N-terminalen 30-Schleife der NS3-Kette als
antiparalleles B-Faltblatt verkniipft vor. Die (ibrige NS2B-Kette umschmiegt NS3 im Stiden und Westen
bevor sich ihre C-terminale 80*-Schleife von Nordwesten her auf das aktive Zentrum legt und dieses
aus dieser Richtung ,,schlief3t. Die Tertidrstruktur der geschlossenen Konformation ist hochkonserviert.
Dies gilt insbesondere fir die katalytische Triade, die GLYGNG-Sequenz (NS3-Reste 148-153) mit
N152 und flr die B-Strdnge bzw. B-Fésser, die das aktive Zentrum einrahmen. Konserviert ist auch die
Konformation der 157-Schleife, der 80*-Schleife und die Position des D129 am Boden der S1-Tasche.
Die Ausrichtung der GLYGNG-Sequenz und der 157-Schleife ist fur die proteolytische Aktivitat
essentiell.*?®

Die offene Konformation unterscheidet sich von der geschlossenen vor allem durch die Positionierung
der NS2B-Kette. Zwar liegt im Osten die pB-Faltblattstruktur zwischen den N-Termini von NS2B und
NS3 auch hier vor, es fehlt jedoch die westliche Umschmiegung inklusive der nordwestlichen,
schlieBenden 80*-Schleife. Im Siden bildet NS2B eine anderthalb Windungen lange, in der
geschlossenen Konformation nicht vorhandene a-Helix. Der C-Terminus der NS2B-Kette bildet auch
in der offenen Konformation der WNV-Protease die 80*-Schleife (Abb. 1.7D); in den Kristallstrukturen
der Ubrigen Proteasen sind die entsprechenden Reste nicht aufgeldst, sodass Uber die exakte Lage des
C-terminalen NS2B-Segments keine Aussage getroffen werden kann (Abb. 1.7B, F und H). Der
Substraterkennungsbereich der NS3-Kette ist in der offenen Konformation anders positioniert als in der
geschlossenen Konformation; die genaue Position und Ausrichtung der GLYGNG-Sequenz, der 157-
Schleife und des D129 sind dabei wenig konserviert und unterscheiden sich von Struktur zu Struktur.
Besonders die im Vergleich zur geschlossen Konformation unterschiedliche Positionierung der
GLYGNG-Sequenz und der 157-Schleife wird als Ursache fiir die fehlende bzw. niedrige Aktivitat der
offenen Konformation angesehen.'?® G,SG.-verkniipfte Konstrukte neigen starker dazu, in der offenen

Konformation zu kristallisieren, als bindre Konstrukte. Die Anwesenheit substratanaloger Liganden
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1.2.2 Inhibitoren des Flavivirins

flhrt dagegen zu einer Bevorzugung der geschlossenen Konformation. In NMR-Studien mit der
DENV-, der WNV- und der ZIKV-Protease wurde gezeigt, dass in Lésung vorwiegend die geschlossene
Konformation vorliegt,120-121,123-124,129-131

Der hohe Konservierungsgrad der Primér-, der Sekundar- und Tertidrstruktur macht Flavivirin zu einem

potentiellen Target flr die Entwicklung pan-antiflaviviraler Wirkstoffe.

1.2.2 Inhibitoren des Flavivirins

1.2.2.1 Kompetitive Inhibitoren: Peptide und Peptidderivate

Bei der Mehrzahl der im Folgenden beschriebenen Verbindungen handelt es sich um Inhibitoren der
DENV-, WNV- oder ZIKV-Protease. Fir Inhibitoren der JEV-, der YFV- und der TBEV-Protease sind
nur einige wenige Beispiele bekannt. Dies ist sicherlich auch mit der Verfugbarkeit von effektiven und
sicheren Impfstoffen gegen das Japanische-Enzephalitis-, das Gelbfieber- und das FSME-Virus zu

begriinden.

Der erste Ansatz zur Entwicklung von Flavivirininhibitoren war die Adressierung des aktiven Zentrums.
Da Flavivirin Substrate bevorzugt hinter multibasischen Sequenzen spaltet, ist es nicht verwunderlich,
dass die ersten beschriebenen Flavivirininhibitoren Peptide bzw. Peptidderivate mit einer di- oder
tribasischen P3-P1-Sequenz sind. Im Allgemeinen bringt der Einsatz von Peptiden als Wirkstoff
verglichen mit kleinen, organischen Molekiilen mehrere Vor- und Nachteile mit sich. Nachteilig sind
die geringe Membranpermeabilitét, die der hohen molaren Masse und dem hydrophilen Charakter von
Peptiden geschuldet ist, und der schnelle enzymatische Abbau sowie die rasche Eliminierung in vivo.
Daraus resultieren in der Regel eine niedrige orale Verfugbarkeit bzw. eine niedrige Absorptionsrate
und eine kurze Halbwertszeit. Des Weiteren erschwert die geringe Membranpermeabilitat die
Adressierung intrazelluldrer Targets wie Flavivirin, weshalb die Mehrheit der fur den klinischen
Gebrauch zugelassenen peptidischen Wirkstoffe extrazellulare oder an der Zelloberflache lokalisierte
Targets adressiert. Ansatze zur Umgehung oder Aufhebung dieser Nachteile sind die Cyclisierung, der
Einbau D-konfigurierter oder nicht-naturlicher Aminoséuren und die synthetische Modifizierung des
Peptidriickgrats oder der Peptidseitenketten.’*? Tabelle 1.2 fasst auf den folgenden zwei Seiten die
wichtigsten Peptide und Peptidderivate mit kompetitiver Hemmwirkung auf das Flavivirin zusammen

(eine herausnehmbare Kopie dieser Tabelle befindet sich innen im hinteren Einband).
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Tabelle 1.2 Peptide und Peptidderivate mit kompetitiver Hemmwirkung auf Flavivirin. Eine herausnehmbare Kopie dieser
Tabelle befindet sich innen im hinteren Einband.

Proteasehemmung Hemmung der Virus-

Nr. Spezies o ] Struktur Referenz
in vitro? vermehrung in cellulo?

DENV2 Ki=16 - s.Abb. 1.8, 5.19 117
DENV2 Ki=12,1 - s.Abb. 1.8, 5.19 133

4a DENV2 Ki > 500 - s. Abb. 1.8, 5.19 134-135

ab DENV2 Ki=128 - s. Abb. 1.8, 5.19 134-135
WNV Ki=4,10 -

4c DENV2 Ki=5,8 - s.Abb. 1.8, 5.19 114,134-136
YFV Ki=0,40 -
WNV Ki=0,30 -

ad DENV2 Ki=0,70 - s.Abb. 1.8, 5.19 114,134-136
YFV Ki=0,38 -
WNV Ki=0,03 -

4e DENV2 Ki=0,043 - s. Abb. 1.8, 5.19 114,134-136
YFV Ki=0,05 -

5 Zkv ICso=0,21 B s. Abb. 1.8,5.19 137-138
WNV 1C50=0,17 -
ZIKV Ki=0,040 -

6 WNV Ki=0,82 - s. Abb. 1.8, 5.19 139
DENV2 K =0,051 -

7 WNV Ki=0,4 - s. Abb. 1.8, 5.19 140

8a WNV Ki=0,009 I1Cso = 1,6 (Plaque) s. Abb. 1.9, 5.20 141

8b WNV Ki = 0,006 - s. Abb. 1.9, 5.20 141

8c WNV Ki=4,7 - s. Abb. 1.9, S.20 142

8d WNV Ki=2,6 - s. Abb. 1.9, S.20 143

8e WNV Ki=0,13 - s. Abb. 1.9, S.20 144
ZIKV - 72 % (12,5 uM 8f)

8f WNV - 100 % (12,5 uM 8f) s. Abb. 1.9, 5.20 145
DENV2 - 78 % (12,5 UM 8f)

9a ZIKV ICs0=3,6 - s. Abb. 1.9, 5.20 146

9b ZIKV 1Cs0=3,9 - s. Abb. 1.9, 5.20 146

9c ZIKV 1Cs0=0,45 - s. Abb. 1.9, 5.20 146
ZIKV ICs0=1,1 -

10 WNV Ki=0,82 - s. Abb. 1.9, S.20 147-148

DENV2 K =1,22 -
DENV1 K =0,4 -
DENV2 K =0,3 -

11a s. Abb. 1.10, 5.21 149
DENV3 k=05 -
DENV4  K=2,2 -
DENVI K =9,0 -
DENV2  K;=18,0 -

11b s. Abb. 1.10, .21 149
DENV3 K =75,1 -
DENV4 K =55,9 -

aAlle Werte in [uM], sofern nicht anders angegeben.
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Tabelle 1.2 (Fortsetzung)

. Proteasehemmung Hemmung der Virus-
Nr. Spezies o . Struktur Referenz
in vitro? vermehrung in cellulo?
12a DENV2  K=49 ECso=38,7; CCso> 100 5. Abb. 1.10, 5.21 150
12b  DENV2 - ECso = 39,4; CCso> 100 5. Abb. 1.10, 5.21 151
WNV 8% (50 uM 13a -
13a 6 (50 ) s. Abb. 1.11, 5.23 152
DENV2 K =156 -
WNV 52% (50 uM 13b) -
13b 6 (501 ) s. Abb. 1.11, 5.23 153
DENV2  K=1,8/K'=7,9 -
WNV 98 % (50 uM 13¢) -
13c s. Abb. 1.11, 5.23 154
DENV2 K =0,14 -
WNV 70% (50 uM 13d) -
13d 6 (50 ) s. Abb. 1.11, 5.23 155
DENV2 K =0,4 -
ZIKV ICso = 0,25 -
WNV ICso = 0,56 ECso = 15,6
13e >0 >0 s. Abb. 1.11, 5.23 156
DENV2  ICs=0,176 ECso = 3,28
TBEV ICso = 0,97 -
WNV Ki=0,012 -
13f s. Abb. 1.11, 5.23 156
DENV2 K =0,039 -
WNV 61% (50 uM 13g) -
13g s. Abb. 1.11, 5.23 157
DENV2  ICso=2,5 ECso=4,1
WNV ICso = 13 -
13h >0 s. Abb. 1.11, 5.23 158
DENV2  ICso=11 ECso = 0,9; CCso > 50
13i DENV2 - ECso = 0,24; CCso > 100 s. Abb. 1.11, 5.23 159
WNV Ki=0,16 / 0,09 -
DENV1 K =0,045 - -
Aprotinin
14  DENV2  K;=0,026/0,04 - 160-161
s. Abb. 1.12, 5.25
DENV3 K =0,025 -
DENV4 K =0,021 -
Protegrin-1
15  DENV2  ICso=11,7 Hemmung® 162
s. Abb. 1.12, 5.25
16a DENV2  K=22 - s. Abb. 1.12, 5.25 163
16b DENV2  Kki=42,0 - s. Abb. 1.12, 5.25 163
17  DENV3Z  K=2,9 - s. Abb. 1.12, 5.25 164
18 ZIkV Ki=0,64 - s.Abb. 1.12, 5.25 112
19a DENV2  ICso=0,95 - s. Abb. 1.12, 5.25 165
19b  DENV2  ICs=2,0 ECso = 2,0; CCso = 24 s. Abb. 1.12, 5.25 165
ZIKV ICso = 15,0 -
20 >0 s. Abb. 1.13, 5.26 166-167
WNV Ki=12,0 -
ZIKV ICso< 1 -
21 >0 s. Abb. 1.13, 5.26 168
WNV |C50 <1 -

ajlle Werte in [uM], sofern nicht anders angegeben; bein Zahlenwert wurde nicht angegeben.
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Die multibasischen Flavivirininhibitoren kdnnen nur in unzureichendem MaRe durch Membranen
diffundierenden, wodurch in der Regel eine geringe intrazelluldare Wirksamkeit dieser Verbindungen
resultiert. Dem gegeniber steht, dass mit peptidischen Strukturen bei initialen Studien héufig hohere
Affinitaten zum Target und damit einhergehend starkere Selektivitaten erreicht werden als mit kleinen
Molekdilen. Peptidische Wirkstoffe kénnen auch zur Hemmung von Protein-Protein-Interaktionen (PPI)
und zur Bindung an schwer adressierbare Targets genutzt werden. Vor diesem Hintergrund lasst sich
die grof3e Zahl peptidischer Inhibitoren mit hoher Affinitat zum Flavivirin (K; < 1 pM) verstehen. Trotz
der hohen Hemmwirkung ist die antivirale Wirksamkeit dieser Peptide in zellbasierten Assays wegen
der oben angesprochenen Ursachen gering.16%173

Der Hexapeptidaldehyd 2 und das Hexapeptidamid 3, die zu den ersten beschriebenen
Flavivirininhibitoren gehdren, hemmen die DENV2-Protease mit Ki-Werten von 16 bzw. 12 uM
(Abb. 1.8).171% \on Novartis wurde 2006 eine Reihe von Derivaten des Tetrapeptids
Bz—Nle—Lys—Arg—Arg—OH (4a), das selbst keine nennenswerte Hemmwirkung besitzt, beschrieben:
Durch Einbau eines C-terminalen Argininamids (4b) oder kovalent bindender Gruppen wie einem
Aldehyd (4c), einem Trifluormethylketon (4d) oder einer Boronsdure (4e) konnte die Wirksamkeit
deutlich gesteigert werden. Die hdchsten Affinitaten mit Ki-Werten im zweistelligen nanomolaren
Bereich fiir die DENV2-, die WNV- und die YFV-Protease wurden fur das Boroarginin-Derivat 4e
bestimmt, 134174

Die Novartis-Gruppe zeigte in Studien mit der DENV2-'* und der YFV-Protease'*® mit vom Arginal-
Derivat 4c abgeleiteten Inhibitoren auRerdem, dass die Substitution des P2-Arginins oder P1-Arginals
durch Alanin bzw. Alaninaldehyd zu einem Affinitatsverlust im Bereich mehrerer Gréenordnungen
flihrt, wéhrend eine Substitution durch Lysin bzw. Lysinaldehyd die Affinitat nur um einen Faktor < 10
senkt. Die P2-Substitutionen fiihren dabei zu einem deutlich hoheren Affinitatsverlust als die
P1-Substitutionen. Hinsichtlich der Substitution des P2- oder P1-Rests durch Phenylalanin bzw. den
entsprechenden Aldehyd unterscheiden sich die DENV2- und YFV-Protease: Bei der DENV2-Protease
wurden &hnliche Ergebnisse wie bei Substitutionen mit Lysin erzielt, wahrend die Affinitat zur YFV-
Protease durch den Einbau des Phenylalanins absinkt. Grundsétzlich gelten fir die WNV-Protease
ahnliche Tendenzen wie fiir die DENV2- und die YFV-Protease.'* Abweichend fiihrt der Austausch
des P2-Arginins gegen ein Lysin bei der WNV-Protease zu einer Affinitatserh6hung. Die Autoren geben
ebenfalls an, dass der Austausch des P1-Arginals gegen Alaninaldehyd nahezu keinen Einfluss auf die
Affinitat habe, was mit Hinblick auf die Ergebnisse der Arbeiten zur DENV2- und zur YFV-Protease
und der allgemeinen Substratspezifitat des Flavivirins eine erstaunliche Erkenntnis ist, bisher aber nicht
Uberprift oder widerlegt wurde. Fir die DENV2-, die WNV- und die YFV-Protease gilt gleichermalien,

dass Substitutionen in P3- oder P4-Position deutlich besser toleriert werden als in P1- oder P2-Position.
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Abbildung 1.8 Erste peptidische Inhibitoren des Flavivirins (2 und 3) und peptidische Inhibitoren mit kovalentem war-head
(4a bis 4e, 5 bis 7). Die zugehoérigen Hemmwerte sind Tabelle 1.2 (S.16) zu entnehmen.

Dass auch Dipeptide potente Inhibitoren der WNV- und der ZIKV-Protease sein kdnnen, zeigen die
Verbindungen 5 und 6, die dhnlich hohe Hemmwirkungen wie die tribasischen Verbindungen 4c-e
besitzen.¥1*° Die Verbindungen 4c-e, 5 und 6 binden reversibel kovalent an das S135 der katalytischen
Triade. Einige Phosphonatinhibitoren, die irreversibel-kovalent an das S135 binden, wurden von
OLEKSYSZYN et al. beschrieben.*® Die Hemmkonstanten dieser Verbindungen, auch der wirksamsten
Verbindung dieser Serie (7), liegen deutlich hoher als die der reversibel-kovalenten Inhibitoren.
Ausgehend von Arginal synthetisierte die Gruppe um STOERMER die Verbindungen 8a und 8b, die die
WNV-Protease mit Ki-Werten <10 nM hemmen (Abb. 1.9, S.20).}#! Die Autoren demonstrierten
auBerdem die Préaferenz der WNV-Protease fiir Lysin als P3- und P2-Rest und fiir Phenylessig-
séurederivate als N-terminalen Acylrest. Die niedrige Hemmwirkung der Verbindung 8a in Zellkultur
flhrten die Autoren auf die geringe Membranpermeabilitat zurtick.

Auf Basis der Verbindungen 8a und 8b entwickelte die Gruppe um BRIAN CHIA Inhibitoren mit Agmatin
(decarboxyliertes Arginin) in P1-Position (8c-d).1#>1%® Die Affinitat dieser Verbindungen zur WNV-
Protease ist zwei bis drei GroRenordnungen geringer als die ihrer Arginal-Analoga. Aufbauend auf diese

Agmatinderivate gelang STEINMETZER et al. die Entwicklung von Inhibitoren mit Hemmkonstanten
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Abbildung 1.9 Peptidische Inhibitoren der WNV- und ZIKV-Protease mit Lys-Lys-Arg als P3-P1-Segment und davon

abgeleitete Strukturen sowie der chimarische Furin- und Flavivirininhibitor 10. Die zugehdrigen Hemmwerte sind Tabelle 1.2
(5.16) zu entnehmen.

im niedrigen dreistelligen nanomolaren Bereich. Bei diesen Inhibitoren wurde das Agmatin-Analogon
trans-(4-Guanidino)cyclohexylmethylamid (GCMA) als P1-Rest verwendet.!** Trotz starker Affinitat
in vitro konnte fir die Verbindung 8e keine Wirksamkeit in Zellkultur festgestellt werden.'#
RADEMANN et al. entwickelten Nanopartikel-Strukturen wie die Verbindung 8f, die die Vermehrung
des Dengue-2-, des West-Nil- und des Zika-Virus in Zellkultur hemmen.'* Die Autoren nutzten dabei
Dextran als Grundgerlst und verknipften dieses kovalent mit einer vom Inhibitor 8e abgeleiteten
Struktur, mit einer zellpenetrierenden Aminoséuresequenz aus dem TAT-Protein und einem Fluorophor

(zur Untersuchung der Zellpermeabilitat). Besonders das Dengue-2-Virus wurde in cellulo mit einer
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ECs <0,1 uM erfolgreich gehemmt. Im Rahmen einer SAR-Studie zu peptidischen ZIKV-
Proteaseinhibitoren nutzten ONTORIA et al. das Phac—Lys—Lys—Arg-Motiv der Verbindungen 8a und
8b als Basis fur die Entwicklung der Inhibitoren 9a-c.1*® Bemerkenswert ist die Erkenntnis, dass
innerhalb dieser Serie der Einbau von L-2,4-Diaminobuttersdure als P2-Rest (9¢) zu einer etwa 8-fach
hoheren Affinitat zur ZIKV-Protease fiihrt als der Einbau von Ornithin (9b) oder Lysin (9a). Ein
weiterer, in der Gruppe STEINMETZER entwickelter Inhibitor ist die Verbindung 10.147%8 Dieser
entstammt einer Serie von Verbindungen, die sowohl Flavivirin als auch Furin (Ki = 4,48x107° uM)
hemmen. Fir diese Inhibitor-Chiméren wurde ein antiviraler Effekt in Zellkultur beobachtet, welcher
den Autoren zufolge jedoch im Wesentlichen auf die Hemmung des Furins zuriickzufuihren ist.

Inhibitoren wie das Peptid 11a, die Teil einer Serie von Oktapeptiden mit einer Args-Sequenz als P4-P1-
Segment sind, zeigen Hemmwirkungen mit Ki-Werten im einstellig mikromolaren oder
submikromolaren Bereich auf die Proteasen aller vier DENV-Serotypen (Abb. 1.10). Besonderes
Augenmerk legten die Autoren auf die C-terminal der Schnittstelle gelegene S1'-S4'-Region. Durch
sukzessive Optimierung wurde mit dem Tetrapeptid 11b eine nicht-basische Verbindung mit moderater
Hemmwirkung identifiziert. Die Autoren postulieren allerdings, dass die Verbindung 11b anders als 11a
nicht an die S1'-S4'-Region bindet, sondern im aktiven Zentrum mit der katalytischen Triade
interagiert.}*® Das hydrophobe Dipeptid 12a und der von diesem abgeleitete, nicht-peptidische Bicyclus
12b binden Docking-Ergebnissen zufolge ebenfalls ins aktive Zentrum. Sowohl 12a als auch 12b zeigen

eine hemmende Wirkung auf das Dengue-2-Virus in Zellkultur. 1015

7 Y Ei v R Eﬁ |

1a

, NO, O,N NO,
;—5%* N~
NH N
H,N © O ( 7“ 0

12a 12b
Abbildung 1.10 Peptidomimetische Inhibitoren der DENV-Protease. Die Verbindungen 11a, 12a und 12b adressieren die

S1‘-S4‘-Region; 11b wurde vom Peptid 11a abgeleitet, bindet Docking-Ergebnissen zufolge aber an die katalytische Triade.
Die zugehorigen Hemmwerte sind Tabelle 1.2 (S.16-17) zu entnehmen.
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Durch ,,Umdrehen® der gewohnlichen Substratsequenz entwickelten KLEIN et al. das Peptid 13a, ein
sogenanntes Retropeptid, das als Ausgangspunkt fur die in Abbildung 1.11 gezeigte Optimierungsserie
diente.’®? Die Verbindung 13a hemmt die DENV2-Protease mit einem Kj von 15.6 UM und besitzt auch
eine, wenn auch schwachere, Hemmwirkung auf die WNV-Protease. In Zellkultur zeigt die Verbindung
wegen ihrer niedrigen Membranpermeabilitat keinen Effekt auf die Virusvermehrung.’®* Durch
Einflhrung von Thiazolidindion-Derivaten in die N-terminale Acylgruppe (Inhibitor 13b) konnte
einerseits die Affinitdt zum Flavivirin in vitro, andererseits auch die Hemmung der Virusvermehrung in
Zellkultur gesteigert werden.*>® Docking-Experimenten mit dem Inhibitor 13b und der DENV2-Protease
zufolge bindet das Lysin in die S1- und das Arginin in die S2-Tasche. Die N-terminale Arylidengruppe
besetzt den hydrophoben Teil des S3/4-Bereichs um die Reste V154 und V155; das C-terminale
Norleucinamid liegt in der S1'-Tasche. Der Austausch des P1'-Norleucinamids gegen ein Phenylglycin-
amid (Inhibitor 13c) fiihrte zu submikromolaren Hemmkonstanten.*** Die Autoren postulieren fir diese
Verbindung eine Anderung des Bindungsmodus: Anders als beim Inhibitor 13b sollen hier Lysin und
Arginin die S2-Tasche bzw. den S3/4-Bereich besetzen, wahrend das Phenylglycin-Amid die S1-Tasche
adressiert. Eine gewisse Affinitdt zu nicht-basischen, aromatischen P1-Resten wurde bereits von
KELLER et al. beschrieben.™® Im Zuge der Untersuchung von Phenylglycin- und Phenylalanin-Derivaten
als Arginin-Mimetika wurde der Inhibitor 13d synthetisiert, der die DENV2-Protease in vitro im
submikromolaren Bereich hemmt, aber fast keine antivirale Wirksamkeit in cellulo besitzt.®® Eine
deutlich erhdhte Aktivitat in Zellkultur wurde durch Austausch des P1-Phenylglycinamids gegen ein
substituiertes Benzyloxyphenylglycinamid erzielt (Inhibitor 13e).2%® Wie beim Inhibitor 13c bindet die
Seitenkette des Phenylglycin-Derivats in die S1-Tasche; die Benzyloxygruppe ist dabei in Richtung der
hydrophoben Seitenkette des V155 (bzw. 1155 bei der WNV-Protease) orientiert und sorgt Uber
n-o-Wechselwirkung fur die im Vergleich zu 13c erhdhte Affinitat. Die Verbindung 13f zeigt in vitro
zur DENV2- (K; = 12 nM) und zur WNV-Protease (Ki = 39 nM) eine etwa zehnfach hdhere Affinitat als
13e, womit 13f der potenteste Flavivirininhibitor der Optimierungsserie ist. Allerdings zeigt 13f wegen
seiner niedrigen Membranpermeabilitat keine Hemmwirkung in Zellkultur. Eine Aktivitét in cellulo im
mikromolaren Bereich zeigt dagegen der von DRAZIC et al. entwickelte Inhibitor 13g mit einem
C-terminalen B-Lactam.'® Durch ldentifizierung enzymatischer Spaltprodukte konnten die Autoren
zeigen, dass das S135 aus der katalytischen Triade nicht nur am p-Lactam, sondern auch C-terminal am
Lysin angreift, was zur Spaltung des Inhibitors fuhrt. Entsprechend postulierten sie zwei verschiedene
Bindungsmodi fur die Verbindung 13g. Eine Steigerung der Aktivitét in Zellkultur zu submikromolaren
ECso-Werten wurde durch Verringerung des peptidischen Charakters, wie bei den Phenylglycin-
Derivaten 13h und 13i, erzielt.?*®1%° Docking-Experimente mit 13h legen anders als bei 13c und 13d
das Benzyloxyphenylglycin in die S2-Tasche, wéhrend die C-terminale Guanidinogruppe mit der
Seitenkette des D129 in der S1-Tasche interagiert und die N-terminale Alkylkette Giber V154 und V155

im S3/4-Bereich liegt. Bemerkenswert ist die hohe Hemmwirkung des nicht-basischen Inhibitors 13i in
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cellulo. Da der Bindungsmodus von 13i ungeklart ist und keine signifikante Hemmwirkung mit der
isolierten Protease in enzymkinetischen Messungen festgestellt wurde, ist es allerdings fraglich, ob

Flavivirin tatsachlich das Target dieses Inhibitors ist.
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Abbildung 1.11 Optimierungsserie von DENV2-Inhibitoren nach KLEIN et al. Ansatzpunkt der Optimierungsserie war das
Retropeptid 13a, das in Zellkultur inaktiv gegen DENV?2 ist. Durch sukzessive Optimierung wurde der in Zellkultur potente,
nicht-basische Inhibitor 13i entwickelt. Die zugehorigen Hemmwerte sind Tabelle 1.2 (S.17) zu entnehmen.
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Es sind nur wenige cyclische Peptide oder Peptidderivate mit hemmender Wirkung auf das Flavivirin
beschrieben (Abb. 1.12). Ein wirksamer Inhibitor ist der bovine pankreatische Trypsininhibitor
(BPTI, 14), der auch unter dem Namen Aprotinin bekannt ist.11"16-161 Aprotinin ist ein natiirliches
Polypeptid mit drei verbrickenden Disulfidbindungen. Aprotinin hemmt die WNV-Protease und die
Protease aller DENV-Serotypen im submikromolaren Bereich. Aprotinin ist eine der ersten
Verbindungen Uberhaupt, fur die eine Hemmwirkung auf Flavivirin beschrieben wurde. Ebenfalls
natlrlichen Ursprungs ist das Protegrin-1 (15), das aus porcinen Leukozyten isoliert wurde. Es ist wie
Aprotinin reich an Argininresten und Uber Disulfidbriicken verknupft. Es hemmt sowohl die DENV2-
Protease in vitro als auch die DENV2-Vermehrung in cellulo.?

Die Gruppe um WANG leitete von im Gift des Marmorkegels (Conus marmoreus) vorhandenen Peptiden
das cyclische Peptid 16a mit Lys—Arg—Lys als mutmaBlichem P3-P1-Segement ab.'%® Dieses Peptid
hemmt die DENV2-Protease im mikromolaren Bereich und ist dabei etwa 20-fach wirksamer als sein
lineares Analogon 16b. Bei diesem Vergleich durfen allerdings die N-terminale Amino- und die
C-terminale Carbonséuregruppe, die im Makrocyclus 16a nicht vorhanden sind, nicht auBer Acht
gelassen werden. Daher ist es fraglich, ob der Faktor 20 allein auf die Konformationsstabilisierung
zurlickzufiihren ist oder nicht die beiden geladenen Endgruppen der linearen Verbindung 16b die
Interaktion mit der Protease stdren. Als Folge seiner niedrigen Membranpermeabilitat zeigt der
Makrocyclus 16a keine antivirale Aktivitat in Zellkultur.64

Ausgehend von der Aminoséauresequenz des Aprotinins wurde der cyclische Inhibitor 17 entwickelt.1
Dabei wurden die zwei Abschnitte des Aprotinins, die ins aktive Zentrum binden, einerseits tber eine
Peptidbindung und andererseits ber eine Disulfidbriicke zwischen den zwei Cysteinresten (wie sie im
WT-Aprotinin ebenfalls vorhanden ist) verknlpft. Durch Optimieren der so erhaltenen Sequenz wurde
der Inhibitor 17 mit einer Hemmkonstanten von 2,9 uM entwickelt. Unter Nutzung des identischen
P3-P1-Segments (Lys—Arg—Lys) wie im Inhibitor 16a entwickelten NITSCHE et al. die Verbindung 18
als Inhibitor der ZIKV-Protease und YOSHIDA et al. die Verbindung 19a als Inhibitor der DENV2-
Protease.’*21% Da der Makrocyclus 19a trotz dem niedrigen Ki-Wert die DENV2-Vermehrung in
Zellkultur nicht hemmt, (bertrugen die Autoren den von PEI beschrieben Aufbau cyclischer
zellpenetrierender Peptide!™®*"" auf ihre Inhibitoren. Die zellpenetrierenden Peptide nach PEI bestehen
aus einem Oligo-Arginin-Segment (i.d.R. Args oder Args), das mit einem Segment aus hydrophoben
Aminosduren verknipft ist. Der durch Adaption dieses Aufbaus erhaltene Inhibitor 19b hemmt die
DENV2-Protease in vitro und in cellulo im einstellig mikromolaren Bereich. Problematisch ist bei

diesem zellpenetrierenden Peptid die vergleichsweise hohe Cytotoxizitat.
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Abbildung 1.12 Cyclische Peptide mit kompetitiver Hemmwirkung auf Flavivirin. 16b ist das lineare Analogon des cyclischen

Peptids 16a. Die zugehdrigen Hemmuwerte sind Tabelle 1.2 (S.17) zu entnehmen.
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Kupfer(1)-Peptid-Komplexe wie 20 (Abb. 1.13), die von der Gruppe COwAN entwickelt wurden,
hemmen die WNV- und die ZIKV-Protease kompetitiv iber eine Lys—Arg—D-Phg-Sequenz, die bereits
von der Gruppe KLEIN eingesetzt wurde (vgl. Abb. 1.11, S.23).1%¢-167 Gleichzeitig oxidieren jene
Komplexe mehrere Reste im aktiven Zentrum, was zur irreversiblen Deaktivierung der proteolytischen
Aktivitat des Flavivirins fiihrt. Ein weiterer Peptid-Metall-Komplex wurde von NITSCHE et al.
beschrieben.’® Dabei setzten die Autoren das aus cyclischen Flavivirininhibitoren bekannte
Lys—Arg—Lys-Segment gleich zweimal ein. Uber die Thiolgruppen dreier Cysteine wird ein
Bismut(l11)-Atom komplexiert. Die so erhaltenen, bicyclischen Komplexe wie 21 sind stabil und zeigen

verglichen mit bismutfreien Peptiden verbesserte Eigenschaften im Sinne der Flavivirinhemmung.
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Abbildung 1.13 Peptid-Metall-Komplexe als Inhibitoren des Flavivirins. Die zugehérigen Hemmwerte sind Tabelle 1.2 (S.17)
zu entnehmen.

Von einigen der in diesem Kapitel vorgestellten Inhibitoren sind Kristallstrukturen im Komplex mit
Flavivirin bekannt. In Abbildung 1.14 sind die Kristallstrukturen des Arginal-Derivats 4c
(Bz—Nle—Lys—Arg—Arg—H) einmal im Komplex mit der DENV3-Protease und einmal im Komplex mit
der WNV-Protease, des Inhibitors 8e im Komplex mit der WNV-Protease sowie des Inhibitors 10 und
des Liganden 1, der das enzymatische Spaltprodukt des cyclischen Inhibitors 18 ist, jeweils im Komplex
mit der ZIKV-Protease gezeigt.112144178-179 Dje Inhibitoren 4c, 8e und 10 positionieren sich mit einer
hufeisenformigen Ruckgratkonformation in das aktive Zentrum, wobei ihre P2- und P3-Seitenketten,
und im Falle von 4c auch die P4-Seitenkette, jeweils in die gleiche Richtung zeigen. Diese
ungewohnliche, nicht-kanonische Ausrichtung macht die Ausbildung einer ausgedehnten antiparallelen
B-Faltblattstruktur zwischen Inhibitorriickgrat und den Resten aus der GLYGNG-Sequenz (NS3-Reste
148 bis 153) unmaglich, da die amidische NH-Gruppe des P3-Rests vom Enzym weg ins Lésungsmittel
ragt. Wechselwirkungen mit G151 und G153 sind dennoch vorhanden (in Abb. 1.14 zur Wahrung der
Ubersichtlichkeit nicht dargestellt).

Der Ligand 1 ist kanonisch, also mit alternierend ausgerichteten Seitenketten, positioniert. Der
hufeisenférmige Bindungsmodus unterscheidet sich vom kanonischen im Bereich der S1- und der S2-
Tasche kaum. Die Ausrichtung des P3-Rests ist dagegen verschieden: Wahrend die P3-Seitenkette im

kanonischen Bindungsmodus nach unten ins Lésungsmittel ausgerichtet ist, zeigt sie im hufeisen-
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Abbildung 1.14 Kristallstrukturen peptidischer Inhibitoren
im Komplex mit Flavivirin (es sind jeweils nicht alle
Wechselwirkungen zwischen Ligand und Enzym gezeigt).
(A) Inhibitor 4c im Komplex mit der G4SGg-verlinkten
DENV3-Protease. (B) Inhibitor 4c im Komplex mit der G4SG4-
verlinkten WNV-Protease; (C) Inhibitor 8e im Komplex mit
der G4SGy-verlinkten WNV-Protease. (D) Inhibitor 10 im
Komplex mit der bindren ZIKV-Protease. (E) Spaltprodukt 1
des Inhibitors 18 im Komplex mit der bindren ZIKV-Protease.
Auflosungen: (A) 2,3 A; (B) 1,7 A; (C) 3,2 A; (D) 2,04,
(E)1,9 A.
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formigen Bindungsmodus in Richtung der 80*-Schleife und bildet eine Wasserstoffbriicke zum
Carbonylsauerstoff des Rests 84* (WNV: F85*). Auler bei den hier gezeigten Komplexen findet sich
die hufeisenférmige Ausrichtung bei drei weiteren Strukturen peptidischer Inhibitoren im Komplex mit
Flavivirin (PDB: 3E90, 5ZMS, 5ZMQ).}4817%-180 Alle Inhibitoren, die in den Komplexstrukturen
hufeisenférmig ausgerichtet sind, besitzen eine P1-Seitenkette mit terminaler Guanidinogruppe und
einen N-terminalen aromatischen Acylrest. Auf Basis dieser gemeinsamen Eigenschaften lasst sich der
nicht-kanonische Bindungsmodus erklaren: Dieser wird in allen oben beschriebenen Fallen durch eine
intramolekulare Wasserstoffbriicke vom P1-Guanidin zum P4-Carbonylsauerstoffen stabilisiert. Des
Weiteren ermdglicht der aromatische Charakter der N-terminalen Acylgruppe eine Kation-n-
Wechselwirkung mit dem P1-Guanidin und hydrophobe Wechselwirkungen mit den Resten 154 und
155 (i.d.R. V, l oder L). Uber diese Wechselwirkungen wird die Konformation des Inhibitors stabilisiert.
Die Unterscheidung zwischen hufeisenformigem und kanonischem Bindungsmodus ist auf Dipeptide
nicht anwendbar. VVon Peptiden mit mehr als funf Resten sind mit Ausnahme des Aprotinins (PDB:
21JO)'** bisher keine Kristallstrukturen im Komplex mit Flavivirin bestimmt worden. Wegen des
P3-Prolins und der Disulfidbriicke am P2-Cystein ist die Struktur des gebundenen Aprotinins nur
bedingt mit den gebundenen Strukturen der oben beschriebenen Inhibitoren vergleichbar.

Es sei an dieser Stelle noch kurz auf die Unterschiede zwischen den aktiven Zentren der DENV-, der
WNV- und der ZIKV-Protease eingeangen. Wie oben beschrieben, wird das D83* der ZIKV-Protease
fir dessen vergleichsweise hohe Aktivitat verantwortlich gemacht; bei den Protasen der vier
DENV-Serotypen befindet sich an der Position 83* entweder ein Threonin oder Serin, bei der WNV-
Protease ein Asparagin (an der entsprechenden Position 84*). Ein weiterer Unterschied betrifft die
GroRe des aktiven Zentrums: Die Region, die durch die Seitenkette des P1-Rests und durch den
N-terminalen Acylrest bei hufeisenformigem Bindungsmodus bzw. durch die P3-Seitenkette bei
kanonischem Bindungsmodus besetzt wird, wird durch die Reste 132 und 155 flankiert. An Position 132
besitzt die DENV-Protease ein Prolin, die WNV-Protease ein Threonin und die ZIKV-Protease ein
Alanin; an Position 155 befindet sich bei der DENV- und der ZIKV-Protease ein Valin und bei der
WNV-Protease ein Isoleucin. Daher ist diese Bindungsregion bei der WNV-Protease etwas enger als
bei der DENV- und ZIKV-Protease. In den Strukturen der Inhibitoren 4c und 8e im Komplex mit der
WNV-Protease (Abb. 1.14B und C) positioniert sich als Folge dieser Verengung der N-terminale
Aromat n&her am Rest 132 als in den Komplexstrukturen der DENV3- bzw. ZIKV-Protease
(Abb. 1.14A und D).
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1.2.2.2 Niedermolekulare kompetitive Inhibitoren

Die meisten der im vorigen Abschnitt vorgestellten peptidischen Inhibitoren kénnen als Substratanaloga
aufgefasst werden. Bei der Entwicklung niedermolekularer kompetitiver Flavivirininhibitoren ist zwar
wegen der bekannten Substratspezifitdt und der bekannten Komplexkristallstrukturen peptidischer
Inhibitoren ebenfalls ein rationales Wirkstoffdesign mdglich, die Mehrzahl niedermolekularer
Inhibitoren wurde jedoch in Hochdurchsatzscreenings (high throughput screenings, HTS), virtuellen
Screenings und Docking-Experimenten oder durch Testung von Inhibitoren anderer Targets
identifiziert. Da sich diese Arbeit mit peptidischen Inhibitoren beschaftigt, sei hier nur eine kleine
Auswahl niedermolekularer Flavivirininhibitoren vorgestellt (Tab. 1.3; Abb. 1.15, S.30).

Tabelle 1.3 Niedermolekulare kompetitive Flavivirininhibitoren.

. Proteasehemmung Hemmung der Virus-
Nr. Spezies o . Struktur Referenz
in vitro? vermehrung in cellulo?
ECso = 42,6; Novobiocin
22 ZIKV ICso = 14,2 oo 181
in vivo wirksam s. Abb. 1.15, S.30
23 7KV ICso=2,6 ECso=0,4 Simeprevir 182
0m e 0= s. Abb. 1.15, 5.30
WNV 1Cs0=10,70 -
DENV1 1Cs0=1,15 -
Tolcapon
24 DENV2 1C50=10,98 ECsp = 2,0; CCsp > 29,2 183
s. Abb. 1.15, 5.30
DENV3 ICs0=10,91 -
DENV4 ICs0=10,64 -
25 ZIKV 1Cs0=10,52 ECs0=1,25 s. Abb. 1.15, 5.30 184
WNV 39,5% (50 uM 26) -
26 s. Abb. 1.15, 5.30 185
DENV2 40,6 % (50 uM 26) -
WNV Ki=44,6 -
27 s. Abb. 1.15, 5.30 186
DENV2 Ki=35,7 -
28 DENV2 1Cs0=2,24 - s. Abb. 1.15, S.30 187
WNV Ki=3,4 ECs0=1.4; CCso =104
29 %0 %0 s. Abb. 1.15, 5.30 188
DENV2 Ki=30,2 -
30 WNV ICs0=10,44 ECs0=17,0 s. Abb. 1.15, S.30 189
ZIKV ICs0=1,5 -
31 WNV 1Cs0=0,105 - s. Abb. 1.15, 5.30 131,190-191
DENV2 ICs0=8,5 -

aAlle Werte in [uM], sofern nicht anders angegeben.

Bei den Verbindungen 22 bis 24 handelt es sich um zugelassene Wirkstoffe. Das Antibiotikum
Novobiocin (22) und der HCV-Proteaseinhibitor Simeprevir (23) hemmen die ZIKV-Vermehrung in
cellulo. Die Uberlebensrate immunsupprimierter Mause war nach einer ZIKV-Infektion bei Behandlung
mit Novobiocin signifikant héher als bei nicht behandelten Tieren. Beim Tolcapon (24), das in der
Parkinson-Therapie eingesetzt wird, wurde in cellulo eine Hemmung der DENV2- und WNV-
Vermehrung beobachtet.18-1831%2 Mit rationalem Wirkstoffdesign wurden das Carbazolderivat 25, das
ein Mimetikum typischer Flavivirinsubstrate ist, sowie die Zimtsdurederivate 26 und 27, die den

Autoren nach reversibel kovalent an das Serin im aktiven Zentrum binden sollen, entwickelt.18+186 Ejn
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Beispiel fur einen Inhibitor, der auf Basis eines HTS-Hits optimiert wurde, ist die Verbindung 28.28” Im
Vergleich zur rational entwickelten Verbindung 27, die mit einem Cyanoacrylamid das gleiche zentrale
Pharmakophor besitzt, wurde fur den Inhibitor 28 eine mehr als zehnfach starkere Affinitat zur DENV2-
Protease festgestellt. Ein direkter HTS-Hit ist die Verbindung 29, die ein in Zellkultur wirksamer
Inhibitor der WNV-Protease ist.!® Die Verbindung 30 wurde in einem virtuellen Screening
identifiziert.'®® Der kompetitive Hemmmodus wurde fir die Verbindungen 22-30 anhand ihrer
Eigenschaften in enzymkinetischen Assays oder (iber Dockingexperimente ermittelt. Strukturell belegt
werden konnte der kompetitive Hemmmodus fir die Verbindung 31. Diese reagiert in einer
Umesterungsreaktion mit dem S135 des aktiven Zentrums, wodurch eben dieses S135 benzoyliert

Wl rd 131,190-191
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Abbildung 1.15 Niedermolekulare kompetitive Flavivirininhibitoren. Die zugehdrigen Hemmwerte sind Tabelle 1.3 (S.29) zu
entnehmen.
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1.2.2.3 Allosterische Inhibitoren

Da sich diese Arbeit im Wesentlichen mit peptidischen Inhibitoren des aktiven Zentrums befasst, wird
hier nur eine Auswahl allosterischer Inhibitoren vorgestellt. Da bisher noch keine Kristallstrukturen von
Flavivirin im Komplex mit allosterischen Inhibitoren verfiigbar sind, gibt es keine experimentellen
Beweise bezlglich der exakten Bindungsstellen und es ist nicht hinreichend geklart, ob die Inhibitoren
an die offene, die geschlossene oder eine intermedidre Konformation des Enzyms binden (Abb. 1.16).

A Bindungsstelle
von Temoporfin

Allosterische

DENV2-Pro.
(offen)
PDB: 2FOM

Abbildung 1.16 Postulierte allosterische Bindungsstellen des Flavivirins. Einige wichtige Reste des aktiven Zentrums bzw. der
allosterischen Tasche sind als konturierte Stabchenmodelle gezeigt. (A) Aktives Zentrum der DENV2-Protease in der offenen
Konformation; die postulierte allosterische Tasche und die postulierte N-terminale Bindungsstelle sind durch Pfeile markiert.
(B) Postulierte allosterische Tasche. Beschriftungen von Resten aus der GLYGNG-Sequenz sind fett gedruckt, die Oberfldche
der Protease ist nach elektrostatischem Potential eingefarbt. Negatives Potential ist in Rot, positives in Blau gezeigt.

In mehreren Arbeiten wurde die Adressierung einer allosterischen Tasche beschrieben, die sich vom
aktiven Zentrum aus gesehen hinter bzw. unter der konservierten GLYGNG-Sequenz (NS3-Reste 148
bis 153) auf der anderen Seite des Enzyms befindet. AuRRer von der GLYGNG-Sequenz, die den Boden
der allosterischen Tasche bildet, wird diese von den Resten der 73-Schleife, den Resten 83-88 und den
Resten 164-167 begrenzt.'* Bei Besetzung dieser Tasche bindet ein Inhibitor unter anderem an die Reste
der GLYGNG-Sequenz, wodurch eine Faltung in die geschlossene Konformation erschwert bzw.
verhindert wird. Daher gehen inzwischen mehrere Gruppen davon aus, dass zumindest einige der
allosterischen Inhibitoren an die offene Konformation des Flavivirins binden.*3% Eine Sonderrolle
wird der Seitenkette des N152 zugeschrieben, die mehreren Dockingergebnissen nach (ber eine
Wasserstoffbriickenbindung an die allosterischen Inhibitoren dieser Bindungstasche gebunden ist und
damit keine Wechselwirkung mehr mit dem P2-Rest eines Substratmolekdils eingehen kann. Beispiele

fur Inhibitoren, die mutmaRlich in die allosterische Tasche binden, sind die Benzothiazolderivate 32a
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und 32b nach SCHIRMEISTER und die Verbindungen 33a und 33b nach SONG (Tab. 1.4, Abb. 1.17).194-1%
Alle vier Verbindungen sind in Zellkultur gegen das Dengue-2- bzw. Zika-Virus wirksam. Interessant
beziiglich ihrer Aktivitat in Zellkultur ist die Verbindung 32b. In vitro ist diese deutlich affiner zur
ZIKV-Protease als zur DENV2-Protease, in cellulo dagegen konnte nur ein Effekt gegen die DENV2-
Vermehrung, nicht aber gegen ZIKV-Vermehrung festgestellt werden. Die Autoren spekulierten, dass
diese Beobachtung auf Unterschiede in der strukturellen intrazellularen Organisation zurtickzufihren
seien.* Die Verbindungen 34 bis 36 binden mutmaRlich an den 30-Loop der NS3-Kette und
konkurrieren mit dem N-Terminus der NS2B-Kette um diese Bindungsstelle; ist diese Bindungsstelle
von einer jener Verbindungen besetzt, wird entsprechend ein korrektes Anlagern von NS2B an NS3 und
damit die Ausbildung der katalytisch wirksamen, geschlossen Konformation des Flavivirins

verhindert.199-201

Tabelle 1.4 Allosterische Inhibitoren des Flavivirins.

Proteasehemmung Hemmung der Virus-

Nr. Spezies o . Struktur Referenz
in vitro? vermehrung in cellulo?

32a DENV2 1Cs0 = 26 ECs0=0,1 s.Abb. 1.17 195
ZIKV ICso = 0,32 -

32b 0 s. Abb. 1.17 194
DENV2 ICs0=10,0 Hemmung®
ZIKV 1Cs0=0,20 ECes: 0,3 bis 0,6
WNV ICso = 0,78 -

33a 0 s. Abb. 1.17 196-197

DENV2 ICs0=0,59 -
DENV3 ICs0=10,52 -

ZIKV 1C50=0,32 ECes = 1,0; CCs0 > 10
33b WNV ICs0=5,7 - s.Abb. 1.17 198
DENV2 ICs0=1,6 -
DENV1 - ECso =0,97; CCso = 67,3
3q DENVZ - ECs0=0,98 s. Abb. 1.17 199
DENV3 - ECs0=2,43
DENV4 - ECso = 0,74
ZIKV - ECqo=0,12; CCs0 = 40,7
in vivo wirksam¢
WNV - EC90=0,030 Temoporfin
35 200
DENV2 ICs0=1,1 ECy0=0,11 s.Abb. 1.17
YFV - EC90=0,015
JEV - ECq = 0,025
ZIKV 1Cs0=1,7 ECsp = 0,62; CCsp > 150
WNV - ECso = 0,66 .
36 DENV2 ICso=1,1 ECsp=1,2; CCs0 > 150 Erythrosin B 201
YEV _ ECsy = 0,57 s.Abb. 1.17
JEV - ECs0=0,35
ZIKV ICso = 0,624 -
37 ICso = 0,25¢ - s. Abb. 1.17 202
WNV 1Cs0=3,9 -

aAlle Werte in [uM], sofern nicht anders angegeben; bein Zahlenwert wurde nicht angegeben; cwirksam in vivo gegen ZIKV
(83 % Uberlebensrate, 1 mg/kg téglich, 5 Tage); 9ICso gegen die G4SGs-verlinkte ZIKV-Protease; ©ICso gegen die bindre ZIKV-
Protease.

32



1.2.2 Inhibitoren des Flavivirins

Die Verbindung 34 wurde in einem virtuellen Screening identifiziert, Erythrosin B (35) ist ein
zugelassener Lebensmittelfarbstoff und Temoporfin (36) ein durch die EMA zugelassener
Photosensibilisator zur Behandlung von Plattenepithelkarzinomen. Temoporfin ist mit ECgo-Werten (1)
im zweistelligen bis niedrigen dreistelligen nanomolaren Bereich gegen die Vermehrung des Zika-, des
West-Nil, des Dengue-2-, des Japanische-Enzephalitis- und des Gelbfiebervirus der Flavivirininhibitor
mit der starksten Wirksamkeit in Zellkultur; in einem Mausmodell Uberlebten 83 % der Tiere eine
todliche Dosis an Zika-Viren bei einer funftadgigen Behandlung mit Temoporfin. Eine nicht-kompetitive
Hemmung der ZIKV-Protease wurde in enzymkinetischen Assays flr das makrocyclische Peptid 37
gefunden, wobei der genaue Hemmmechanismus unklar ist.2%?

Die strukturelle Diskussion beruht bis dato allein auf Docking-Ergebnissen und mechanistischen
Uberlegungen, da noch keine Kristallstruktur des Flavivirins im Komplex mit einem allosterischen
Inhibitor bestimmt wurde. Die von SONG et al. verdffentlichte, vermeintliche Kristallstruktur eines
allosterischen Inhibitors im Komplex mit der DENV2-Protease ist Gegenstand aktueller Diskussion und

vermutlich nicht korrekt bestimmt,196:203-204
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Abbildung 1.17 Eine Auswahl allosterischer Inhibitoren des Flavivirins. Die zugehorigen Hemmwerte sind Tabelle 1.4 zu
entnehmen.
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2 Ausgangsbedingungen und Zielsetzung

2.1 Hinweise zur Nomenklatur und zur Darstellung cyclischer Inhibitoren

In den folgenden Kapiteln werden hauptséchlich cyclische Inhibitoren vorgestellt, deren P3-Rest durch
ein Segment aus Aminosauren mit dem P1-Rest verknlipft ist. Das verknipfende Segment wird als
Linker oder Linkersegment bezeichnet. Derjenige Rest, der direkt mit dem C-Terminus des P1-Rests
verkn(pft ist, wird unabhédngig von der Zahl der Linkerreste als Pw-Rest bezeichnet. Die brigen
Aminosduren des Linkers werden abhéngig von ihrer Position als P6-, P5- oder P4-Rest bezeichnet.
Fallt der Pw-Rest mit dem P4-Rest zusammen, so wird vom Pw-Rest oder schlicht vom Linker
gesprochen. Zur Hervorhebung einzelner Reste wird in der Darstellung chemischer Strukturen das in
Abbildung 2.1 gezeigte Farbschema benutzt: Der P1-Rest ist in Schwarz gezeigt, der P2-Rest in Blau,
der P3-Rest in Orange, der P4-Rest in Griin und der Pw-Rest in Rot. Sind weitere Reste vorhanden, so
ist der P5-Rest in Violett und der P6-Rest in Braun dargestellt. Haufig sind nur die fir die Diskussion
an der jeweiligen Textstelle relevanten Reste farbig hervorgehoben.

P4 in Griin

Linkersegment
(Pw-P4) P5 in Violett
/0
0 ,—{
P6 in Braun NH
N
O NH (0]
Pw in Rot T HN P2 in Blau

NH OW\/\NHE
NH
OM\/

HN.__NH,

P1 in Schwarz \[r
NH . /

Ausrichtung der Inhibitorformel:
Der P1-Rest liegt waagerecht unten,
die P2-Seitenkette zeigt waagerecht nach rechts

Abbildung 2.1 In dieser Arbeit benutzte Ausrichtung und Nomenklatur von Aminosaureresten mit zugehorigem Farbschema
beispielhaft gezeigt am Inhibitor C-25.

Alle Inhibitoren, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden, werden wie folgt nummeriert: Der
Nummer cyclischer Inhibitoren wird ein ,,C-“ vorangestellt, der Nummer von Inhibitoren mit
C-terminaler Boronsaurefunktionalitit ein ,,B-* und der Nummer linearer Inhibitoren ohne Boronsaure-

funktionalitét ein ,,L-“. Entsprechend ergeben sich Nummern wie ,,C-25°, ,,.B-8“ oder ,,L-1°.

Eine herausnehmbare Ubersichtstabelle aller cyclischen Flavivirininhibitoren, die in den folgenden

Kapiteln vorgestellt werden, befindet sich innen im hinteren Einband.
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Ausgangsbedingungen und Zielsetzung

2.2 Ausgangsbedingungen

Die in diesem Kapitel vorgestellten Inhibitoren wurden bereits vor Beginn der vorliegenden Arbeit in
der AG STEINMETZER hergestellt. Ihre Synthese war demzufolge nicht Teil der vorliegenden Arbeit.
Die vollstandige enzymkinetische Charakterisierung dieser Verbindungen war hingegen Teil dieser
Arbeit: Samtliche in diesem Abschnitt vorgestellten K;-Werte wurden im Rahmen dieser Arbeit
bestimmt, soweit nicht anders angegeben. Die in diesem Abschnitt gezeigten Komplexkristallstrukturen

waren zu Beginn der Arbeit bekannt.

Die Inspiration zur Entwicklung erster makrocyclischer Inhibitoren lieferte die von M.Z. HAMMAMY
(AG STEINMETZER) synthetisierte Verbindung 8e (Abb. 2.2).1* Die hufeisenformige Konformation, die
dieser Inhibitor im Komplex mit der WNV-Protease einnimmt, fiihrt zu einem Abstand von ca. 4-5 A
zwischen dem Phenylring der P4-Acylgruppe und dem Cyclohexylring des P1-Rests. Diese Néhe des
P4- und des P1-Rests zueinander wurde zur Entwicklung makrocyclischer Flavivirininhibitoren

ausgenutzt.

" [
A | B
8e/WNV-Pro. 8e/WNV-Pro.
PDB: 2YOL | PDB: 2YOL

Ty 4

a5A L

o —_—
v '. o

Cyclisierung durch [JS$Z
Verknlipfung von
P4- und P1-Positio

J

Der P4-Aromat
liegt direkt tiber
dem P1-Rest

| |

Abbildung 2.2 Kristallstruktur des Inhibitors 8e
P4 im Komplex mit der WNV-Protease als
Ausgangspunkt fir die Entwicklung cyclischer
Flavivirininhibitoren. Der P4-Phenylring ist

Cyclisierung durch 4
Verkniipfung von '
P4- und P1-Position :
mit einem geeigneten i

Linkersegment s

H,N N

direkt Gber dem P1-Rest positioniert (A). Der
Abstand von 4-5A zwischen diesen beiden
Resten (B) wurde zum Anlass genommen, die
P4-Position Uber ein geeignetes Linkersegment
zu verknipfen (C).
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2.2 Ausgangsbedingungen

Um eine Cyclisierung vom P4- zum P1-Rest mdglich zu machen, wurde ein No-guanyliertes Lysin als
P1-Rest ausgewdhlt. Dieses Lysin-Derivat wurde Uber seine Seitenkette mit dem C-Terminus des
P2-Rests verknlpft. In P4-Position wurde 4-Aminomethylphenylessigsdure (4-Amphac) eingebaut. Die
Aminogruppe des 4-Amphac und die Carbonylgruppe des guanylierten P1-Lysins wurden schlieRlich
durch eine Aminosdure verknlpft: Durch Einbau von y-Aminobutterséure (y-Abu) als Po-Rest wurde
mit der Verbindung 38 durch J. WENZEL (geb. KOURETOVA; AG STEINMETZER) einer der ersten
makrocyclischen, substratanalogen Flavivirininhibitoren hergestellt. Verglichen mit der linearen
Verbindung 8e hemmt der Inhibitor 38 zwar sowohl die ZIKV- als auch die WNV-Protease weniger
effektiv, dennoch lieferte er den Beleg dafiir, dass durch die Verknipfung des P4-Rests mit dem P1-Rest
grundsatzlich potente cyclische Inhibitoren hergestellt werden kdnnen. Ausgehend von 38 wurde nach
der in Abbildung 2.3 gezeigten Optimierung der Inhibitor 42 erhalten, der als Basis und Leitstruktur fiir
die meisten in dieser Arbeit entwickelten Verbindungen diente (39 bis 42 wurden von D. ROGGE,
AG STEINMETZER, synthetisiert). Die zugehorigen Kristallstrukturen im Komplex mit der ZIKV-
Protease sind in Abbildung 2.4 (S.38) gezeigt.

o 4-Amphac

cl o als P4-Rest
D/Y o HV©/Y o)
cl
HN HN
W\A OMNHZ = NH OY\/\ANH

H )ﬁ(‘s) ‘w OWNH
HZNTNN\/ NH Verkniipfung (ber H /N NH
]TI/ 2 die Lys-Seitenkette \n/ 2
NH 8e y-Abu als Pw-Rest | NH 38 Inversion am NH 39
WNV-Pro.: K; = 0,13 uM WNV-Pro.: K; = 6,30 uM P1-Rest WNV-Pro.: K; = 4,97 uM
ZIKV-Pro.: K;= 13,7 nM Nq-guanyliertes Lys ZIKV-Pro.: K; = 91,8 nM ZIKV-Pro.: K;=70,1 nM

als P1-Rest

3-Amphac

als P4-Rest
o Bou! AL

OTNH 0 g <:I :ﬂ\ YW\ « YK/\A
OJ\LR)(\/\/NH J\(\/\/N 2\(\/\/

/ HN\n/NHz HN\n/NHZ
Glyals Ny 42 B-Ala als NH 41 NH 40
Puw-Rest WNV-Pro.: K; = 0,149 uM Pw-Rest WNV-Pro.: K; = 0,374 pM WNV-Pro.: K; = 0,702 pM
ZIKV-Pro.: K; = 1,68 nM ZIKV-Pro.: K; = 3,88 nM ZIKV-Pro.: K; = 4,33 nM

Abbildung 2.3 Optimierung substratanaloger, makrocyclischer Flavivirininhibitoren in der AG STEINMETZER.

Im Komplex mit der ZIKV-Protease zeigen die Inhibitoren 38 bis 42 (Abb. 2.4B-F) &hnliche
Bindungsmodi wie die lineare Verbindung 8e (Abb. 2.4A). Die Ausrichtung des Inhibitorriickgrats, der
P3- und der P2-Seitenkette sowie deren Wechselwirkungen mit dem Enzym gleichen einander. In allen

Komplexen sind die intramolekulare Wasserstoffbriicke zwischen dem P4-Carbonylsauerstoff und dem
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8e/WNV-Pro.
PDB: 2YOL

Abbildung 2.4 Beschreibung siehe S.39.
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2.2 Ausgangsbedingungen

Abbildung 2.4 (S.38) Kristallstruktur der WNV-Protease im Komplex mit 8e (A) sowie Kristallstrukturen der ZIKV-Protease im
Komplex mit 38 (B), 39 (C), 40 (D), 41 (E) und 42 (F). Der Ubersicht halber sind nur solche Wassermolekiile gezeigt, die eine
Wechselwirkung zwischen dem Inhibitor und dem Enzym oder eine intramolekulare Wechselwirkung am Inhibitor vermitteln.
Wechselwirkungen des Enzyms mit dem Inhibitorriickgrat, mit der P3-Seitenkette und mit der P2-Seitenkette dhneln einander
in allen sechs Strukturen stark und sind nicht gezeigt. In Abbildung 2.5 (S.40) sind diese Wechselwirkung am Beispiel des
wirksamsten Inhibitors (42) im Detail gezeigt. Auflésungen: (A) 3,2 A; (B) 2,02 A; (C) 2,05 A; (D) 2,62 A; (E) 1,74 A; (F) 1,59 A.

P1-Guanidin und die ladungsunterstiitze Wasserstoffbriicke zwischen dem P1-Guanidin und D129
vorhanden. Der Vergleich der Komplexstrukturen der Inhibitoren 38 und 39 erklért die leichte Préferenz
fir einen D-konfigurierten P1-Rest: Die Guanidinogruppe des L-konfigurierten P1-Rests des
Inhibitors 38 bildet nur von einem Stickstoffatom ausgehend Wechselwirkungen mit D129 aus; beim
D-Analogon 39 interagieren zwei Stickstoffe mit D129.

Am Beispiel der Verbindung 42 sei nun im Detail auf die Wechselwirkungen zwischen der Protease und
dem Inhibitor eingegangen (Abb. 2.5, S.40): Grundsétzlich ahnelt der Bindungsmodus des Inhibitors 42
jenen der Ubrigen in den Abbildungen 2.4 und 1.14 (S.27) gezeigten Inhibitoren: Die P1-Guanidino-
gruppe interagiert mit D129 am Boden der S1-Tasche, die Seitenketten des P2- und P3-Rests sind
parallel in Richtung der 80*-Schleife der NS2B-Kette ausgerichtet und der Phenylring des P4-Rests
liegt Uber dem P1-Guanidin und V155. Das Rickgrat des P4-P1-Segements nimmt im Komplex mit der
ZIKV-Protease eine Konformation ein, die der hufeisenférmigen Konformation linearer Inhibitoren
gleicht (z.B. des Inhibitors 8e, Abb. 2.4A). Fir eine Stabilisierung dieser Konformation sorgen die
kovalente Verknipfung des P4-Rests mit dem P1-Rest (ber das Pw-Glycin und auBerdem die
intramolekulare  Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem P4-Carbonylsauerstoff und dem
P1-Guanidin sowie die Kation-z-Wechselwirkung zwischen dem P1-Guanidin und dem dariber
positionierten P4-Aromaten. Des Weiteren bildet die P1-Guanidinogruppe eine doppelte Salzbriicke zur
Carboxylgruppe des D129 und eine polare Wechselwirkung zum Carbonylsauerstoff des G159 sowie
eine zweite, wasservermittelte Wechselwirkung zum G159 aus. Weitere wasservermittelte Wechsel-
wirkungen bestehen zwischen der Seitenkette des D129 und den Amid-Gruppen des Pw- und des
P4-Rests (Abb. 2.5B-C). Die Seitenkette des P2-Rests liegt in der S2-Bindetasche zwischen
katalytischer Triade und 80*-Schleife und interagiert Uber Wasserstoffbriicken mit der Seitenkette des
N152, dem Carbonylsauerstoff des G82* und der Seitenkette des D83*. Bei der Interaktion mit letzterer
liegt eine Salzbriicke vor (Abb. 2.5D). Die Seitenkette des P3-Rests kann ebenfalls eine Salzbriicke zur
Carboxylgruppe des D83* ausbilden, da D83* in dieser Kristallstruktur in zwei Konformationen vorliegt
(Besetzung der P2-Tasche zu 53 % und der P3-Tasche zu 47 %). Weitere polare Wechselwirkungen des
P3-Amins liegen mit dem Carbonylsauerstoff von F84* und der Hydroxygruppe von S85* vor. Die
Seitenkette des S85* liegt in zwei Konformationen vor, wobei die zum P3-Amin hin orientierte Kon-
formation zu 37 % besetzt ist (Abb. 2.5E).
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Abbildung 2.5 Beschreibung siehe S.41.
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2.3 Zielsetzung

Abbildung 2.5 (S5.40) Inhibitor 42 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (A) Chemische Struktur des Inhibitors 42 mit
Hemmbkonstanten. (B) Ubersichtsdarstellung des Komplexes aus 42 und der ZIKV-Protease mit allen Wechselwirkungen.
(C) Wechselwirkungen des P1- und des Pw-Rests. (D) Wechselwirkungen des P2-Rests. (E) Wechselwirkungen des P3-Rests.
(F) Wechselwirkungen des Inhibitorrickgrats. Auflésung: 1,59 A.

Die Wechselwirkungen im Bereich des P3- und P2-Rlckgrats zu G151, G153 und Y161 entsprechen
den schon zuvor bei anderen Inhibitoren beobachteten. Der Abstand vom P4-Phenylring zur V155-
Seitenkette (kiirzester Abstand 3,9 A) liegt im Bereich fiir Van-der-Waals-Kontakte. Zusétzlich
existieren wasservermittelte Kontakte zwischen den Carbonylsauerstoffen des P1- und des P2-Rests und
dem amidischen NH des P2-Rests, die auch in den Komplexstrukturen der Inhibitoren 39 und 41

vorhanden sind und die Inhibitorkonformation weiter stabilisieren (Abb. 2.5F).

2.3 Zielsetzung

Als erste Teilaufgabe der vorliegenden Arbeit sollte die vollstandige enzymkinetische Charakterisierung
der ersten Serie cyclischer Inhibitoren erfolgen: Dazu sollten die Hemmwirkungen der in der
AG STEINMETZER hergestellten Inhibitoren auf die ZIKV- und die WNV-Protease untersucht und die
zugehdrigen Hemmkonstanten bestimmt werden. Auf Basis dieser Hemmkonstanten und der in
Abbildung 2.4 (S.38) gezeigten Komplexkristallstrukturen sollten im néchsten Schritt Derivate des
Inhibitors 42 hergestellt werden. Die Verbindung 42 ist in vitro ein sehr affiner Inhibitor des Flavivirins.
In Zellkultur-Experimenten der AG BARTENSCHLAGER (Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg)
konnte jedoch keine Wirkung gegen ZIKYV festgestellt werden. Wegen des peptidischen Charakters und
der drei positiv geladenen Gruppen (bei physiologischem pH-Wert) in P3-, P2- und P1-Position ist die
schwache antivirale Wirksamkeit in Zellkultur hdchstwahrscheinlich eine Folge einer niedrigen
Zellpermeabilitat dieses Inhibitortyps.14:1°6164 Daher sollte das primére Ziel bei der Herstellung von
Derivaten des Inhibitors 42 sein, Modifizierungsmoglichkeiten auszumachen. Diese Modifizierungs-
maoglichkeiten sollten anschlieBend zur Optimierung der Zellgéngigkeit ausgenutzt werden.

Bei allen Derivaten sollte die Grundstruktur des Inhibitors 42 erhalten bleiben: a-Aminoséuren als
P3- und P2-Rest, das Uber seine Seitenkette verkniipfte D-Lysin als P1-Rest und die Verbindung des
P3-Rests mit dem P1-Rest tiber einen Aminoséurelinker. Zunéchst sollte pro Derivat nur eine einzelne
Aminosdure bzw. eine einzelne funktionelle Gruppe veréndert werden, um den Effekt jeder
Veranderung auf die Hemmwirkung und auf den Bindungsmodus studieren zu kénnen (Abb. 2.6, S.42).
In der Pw- und der P4-Position sollte vor allem der Einbau hydrophober Reste und Substituenten
untersucht werden. In der Po-Position sollte dies durch den Einbau von Aminosduren mit hydrophoben
Seitenketten geschehen; in der P4-Position sollte zuerst untersucht werden, durch welche leicht
modifizierbaren Reste das 3-Amphac ersetzt werden kénne, um anschlieBend ebenfalls méglichst

hydrophobe Gruppen einzubauen. In P3- und P2-Position sollte vor allem der basische Charakter
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reduziert werden; dazu sollten verschiedene a-Aminosauren als Lysin-Mimetika getestet werden. Das
Uber seine Seitenkette verkniipfte D-Lysin in P1-Position sollte als zentrales Strukturelement erhalten
bleiben; es sollte lediglich untersucht werden, welche funktionellen Gruppen als Ersatz fir das
P1-Guanidin in Frage kommen. Die als zielfuhrend ausgemachten Einzelmodifikationen sollten
schliellich kombiniert werden, um so Inhibitoren mit einer méglichst geringen Zahl basischer Gruppen
und einer maoglichst hohen Lipophilie zu erhalten. Einer zweiten Strategie folgend, sollte die Leit-
struktur 42 zu einem zellpenetrierenden Peptid hin modifiziert werden. Eine solche Strategie wurde von
YOSHIDA et al. erfolgreich bei der Entwicklung des DENV2-Proteaseinhibitors 19b eingesetzt (vgl.
Kapitel 1.2.2.1, S.25).2% Dafir sollte geprift werden, in welche Positionen Arginin eingebaut werden
konne und inwieweit Arginin-Sequenzen die Hemmwirkung beeinflussen.

Die Struktur-Wirkungs-Beziehung aller synthetisierten Derivate sollte in enzymkinetischen Messungen
mit der ZIKV- und der WNV-Protease untersucht werden. Eine Auswahl an Derivaten sollte aul3erdem
durch die AG Luo (Nanyang Technical University, Singapur) mit der DENV4-Protease getestet werden.

e ,‘L‘,L_L.v;._‘___,;.;..___f

Identifizierung leicht N

modifizierbarer P4-Reste CR i
/l Enzymkinetische Charakterisierung

Einbau von Substituenten

und Seitenketten \
Identifizierung
O, alternativer [::} ~
\ T P2 P2-undP3- \
WV\NHZ Seitenketten
Suche nach Alternativen

zum Guanidin \—/
Synthese von Derivaten

des Inhibitors 42

Cokristallisation mit der ZIKV-Protease
(SiMON HUBER und AG Luo)

Untersuchung der antiviralen Wirkung in cellulo
(DANIELA BENDER und ROBIN MURRA)

1. Untersuchung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen
Ziele: 2. Identifizierung von Modifizierungsméglichkeiten
3. Optimierung der Zellgdngigkeit

Abbildung 2.6 Ziel dieser Arbeit: Synthese und enzymkinetische Charakterisierung von Derivaten des Inhibitors 42. Durch
Untersuchung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen (SAR, structure activity relationship) sollten Modifizierungsmaglichkeiten
des Inhibitors 42 ausgemacht werden. Darauf aufbauend sollte eine Optimierung der Hemmstoffe erfolgen, um Inhibitoren
mit antiviraler Wirksamkeit in cellulo zu erhalten.
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Ebenfalls von einer Auswahl an Verbindungen sollten durch S. HUBER (AG STEINMETZER) bzw. durch
die AG Luo Kristallstrukturen im Komplex mit der ZIKV-Protease bestimmt werden. Die aus den
enzymkinetischen Messungen und den Komplexkristallstrukturen gewonnenen Erkenntnisse sollten
wiederum in die Entwicklung und Optimierung neuer Inhibitoren einflieBen. Fir einige Verbindungen
sollte auBerdem durch D. BENDER und R.O. MURRA (AG HILDT, Paul-Ehrlich-Institut, Langen) die

Hemmwirkung auf die ZIKV-Vermehrung in Zellkultur untersucht werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Identifizierung und Charakterisierung der Leitstruktur

3.1.1 Charakterisierung vorhandener Verbindungen und erster neuer Inhibitoren

Wie im vorigen Abschnitt beschrieben, wurden die ersten cyclischen Flavivirininhibitoren des in dieser
Arbeit behandelten Verbindungstyps (38 und 39) mit y-Aminobuttersdure als Pw-Rest und 4-Amphac
als P4-Rest entwickelt. Eine vollstandige Ubersicht tiber die Ki-Werte gegen die ZIKV-, WNV- und
DENV4-Protease der Inhibitoren 38 und 39 und einiger analoger Verbindungen gibt Tabelle 3.1.

Tabelle 3.1 Cyclische Inhibitoren des Flavivirins mit 4-Amphac in P4-Position. Die Messungen mit der DENV4-Protease
wurden von Mitarbeitern der AG Luo durchgefiihrt.

o
H
N\/©/:N?I\/\/NH2

0.
?f HN (6]
H—{*—MNHz
(o]

Ki [uM]
Nr. na@ P1
ZIKV-Protease WNV-Protease DENV4-Protease
(o]
38 26 Sy N 0,0918 * 0,006 6,30 £ 0,49 11,0 £ 1,0
HN__NH,
NH
(]
39 26 MH 0,0701 + 0,0092 4,97 0,50 4,73+0,50
HN_ _NH,
NH
(o]
SN
43 25 © N 0,846+ 0,111 27,8+ 4,4 117+5
HN__NH,
il
NH
(o]
®) N
44 25 o, 3,61+1,33 22,0+ 4,0 60,5+5,7
NH
(o]
45 26 » N 24,7+7,2 68,1+5,0 94,5+ 11,6
) 2 H
NH,
(@]
46 25 S N 132+1,7 31,7436 30,6 +3,9
H
NH,

an: Anzahl der Atome im Makrocyclus.

Aus dieser Serie sind einige Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu entnehmen: Erstens zeigt sich im
Vergleich der Inhibitoren 38 und 39 mit den je um eine Methylengruppe verkirzten Homologen 43
und 44 eine Préferenz des Flavivirins flr Lysinderivate als P1-Rest. Zweitens wird im Vergleich
zwischen dem Inhibitor 38 mit L-konfiguriertem und 39 mit D-konfiguriertem P1-Lysin eine leichte

Praferenz fur die D-Konfiguration ersichtlich. Dagegen besitzt der von L-Ornithin abgeleitete

45



Ergebnisse und Diskussion

Inhibitor 43 eine etwas hdhere Affinitat zu allen drei Proteasen als sein D-Analogon 44. Drittens fihrt
der Austausch der P1-Guanidinogruppe gegen eine Aminofunktion, wie bei den Verbindungen 45 und
46, zu einem drastischen Affinitatsverlust. Viertens gelten die drei zuvor beschriebenen Tendenzen flr
alle drei Proteasen, wenn auch mit unterschiedlich starker Ausprdgung. Besonders deutlich ist der
Affinitatsunterschied zwischen den guanylierten Verbindungen (39, 44) und ihren Amin-Analoga
(45, 46) mit einem Faktor > 100 bei der ZIKV-Protease, wéhrend der Unterschied bei der WNV- und
der DENV4-Protease geringer ausfallt. Allerdings liegen die Hemmkonstanten gegen die WNV- und
DENV4-Protease im mikromolaren Bereich, wohingegen die ZIKV-Protease durch die potentesten
Verbindungen 38 und 39 im zweistellig nanomolaren Bereich gehemmt wird. Die wesentliche
Erkenntnis aus dieser Serie ist, dass durch eine Verknlpfung des urspriinglichen P4-Acylrests mit dem
P1-Rest wirksame Inhibitoren erhalten werden konnen. Dabei wurde mit dem guanylierten D-Lysin-
Derivat als P1-Baustein (Inhibitor 39) die hochste Affinitat zum Flavivirin erzielt.

Durch Einbau von 3-Aminomethylphenylessigsdure (3-Amphac) anstelle von 4-Amphac als P4-Rest
und die Verkiirzung des Pw-Rests von y-Aminobuttersdure iiber B-Alanin zu Glycin wurde die
Hemmwirkung der cyclischen Inhibitoren deutlich erhéht (Verbindungen 40-42; vgl. Abb. 2.4, S.38).
In Tabelle 3.2 sind die Ki-Werte der Verbindungen 40-42 sowie einiger Analoga zusammengefasst. Wie
bei den Inhibitoren mit 4-Amphac als P4-Rest gelten die beobachteten Tendenzen gleichermaRen fir
alle drei Proteasen, wobei die ZIKV-Protease effektiver als die WNV- und die DENV4-Protease
gehemmt wird. Aus dieser Serie ist die Verbindung 42 der wirksamste Inhibitor aller drei Proteasen. Die
Hemmwirkung auf die DENV2-Protease wurde nur fur den Inhibitor 42 bestimmt und ist mit einem
Ki-Wert von etwa 5 uM deutlich niedriger als auf die ibrigen Proteasen.

Eine weitere Verkiirzung des Linkersegments (Inhibitor 47) fuhrte zu einer reduzierten Hemmwirkung.
Die Verbindungen C-1, C-2 und 48, die in P4-Position die um eine Methylengruppe verkiirzte
3-Aminophenylessigsaure (3-Aphac) enthalten, sind weniger effektive Flavivirininhibitoren als ihre
3-Amphac-Analoga 40-42. Eine Anderung der Reihenfolge der Linkerreste fiihrte ebenfalls zu einer
stark verringerten Affinitat (Inhibitoren 49 und 50). Bemerkenswert ist, dass sowohl unter den
Inhibitoren mit 3-Amphac in P4-Position als auch unter ihren 3-Aphac-Analoga jeweils der Macro-
cyclus mit 23 Ringatomen der effektivste Inhibitor ist (Inhibitoren 42 und C-2). Formal unterscheiden
sich diese Derivate nur in der Position der Peptidbindung zwischen dem P4- und dem Pw-Rest. Dies
gestattet die Vermutung, dass diese Positionierung einen Einfluss auf die Hemmwirkung hat. Diese
Beobachtung ist insofern (berraschend, als dass die Peptidbindung zwischen Pw- und P4-Rest in den
Komplexstrukturen mit der ZIKV-Protease zum Lgdsungsmittel hin orientiert ist und weder
intramolekulare Interaktionen noch Wechselwirkungen mit dem Enzym eingeht (vgl. Abb. 2.4, S.38;

Abb. 2.5, S.40; von den 3-Aphac-Derivaten wurden keine Komplexkristallstrukturen bestimmt).
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Tabelle 3.2 Hemmung des Flavivirins durch cyclische Inhibitoren mit 3-Amphac in P4-Position (40 bis 42) und durch einige
Analoga. Die Messungen mit der DENV4-Protease wurden von Mitarbeitern der AG Luo durchgefiihrt. Die Inhibitoren 49
und 50 wurden von L.C. ScCHMACKE synthetisiert und enzymkinetisch charakterisiert.

Pw-P4

o NH
HN\n/NHZ
NH
Ki [uM]

Nr. n? Pw P4

ZIKV-Protease WNV-Protease DENV4-Protease
40 25 y-Abu 3-Amphac 0,00433 £ 0,00035 0,702 £ 0,083 0,286 + 0,009
41 24 B-Ala 3-Amphac 0,00388 + 0,00081 0,374 £ 0,044 0,182 + 0,005
42> 23 Gly 3-Amphac 0,00168 + 0,00036 0,149 £ 0,050 0,142 £ 0,010
47 20 3-Amphac - 0,0373 £ 0,0047 15,3 + 0,8 (14,5205) 1,28 £ 0,05
C-1 24 y-Abu 3-Aphac 0,106 £ 0,029 16,5+4,6 5,80+0,36
c-2 23 B-Ala 3-Aphac 0,0802 £ 0,0097 4,28 +0,31 7,96 £ 0,55
48 22 Gly 3-Aphac 1,42 £ 0,27 47,6 £2,5 60,6 £5,3
49206 23 3-Amphac Gly 0,0412 £ 0,0096 1,76 £ 0,31 n.b.
50206 24 3-Amphac B-Ala 0,0814 £ 0,0221 56,5%2,3 n.b.

an: Anzahl der Atome im Makrocyclus; P DENV2-Pro.: Ki = 5,28 uM + 1,09 pM.

Die Verbindungen 38 bis 50, C-1 und C-2 sind allesamt reversibel-kompetitive Inhibitoren der drei
untersuchten Proteasen, was sich aus ihrem Verhalten in enzymkinetischen Assays und, bei den
Verbindungen 38 bis 42, aus den Komplexkristallstrukturen mit der ZIKV-Protease ergibt (vgl.
Abb. 2.4, S.38). Auf das enzymkinetische Verhalten des wirksamsten Inhibitors (42) wird im folgenden

Kapitel im Detail eingegangen.

Einige Inhibitoren (38, 39, 41 und 42) wurden durch die Gruppe Luo auf ihre Stabilitat gegeniiber
proteolytischer Spaltung durch die ZIKV-Protease untersucht (Abb. 3.1, S.48).> Dazu wurden die
Inhibitoren jeweils vier Stunden bei 37 °C mit der ZIKV-Protease inkubiert (Konzentrationsverhaltnis
Inhibitor/Protease 10:1) und anschlieBend massenspektrometrisch untersucht. Der Vergleich mit
Negativkontrollen ohne ZIKV-Protease zeigt, dass die untersuchten makrocyclischen Verbindungen
nicht von der ZIKV-Protease gespalten werden. In friheren, analogen Studien der Gruppen
STEINMETZER und LUO mit linearen peptidischen Inhibitoren war hingegen eine Spaltung beobachtet

worden.*8
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Abbildung 3.1 MS-Spektren einiger Inhibitoren nach Inkubation mit und ohne die ZIKV-Protease. Die Messungen wurden von
Mitarbeitern der AG Luo (NTU, Singapur) durchgefiihrt. Oben mit blauen Signalen jeweils das Spektrum nach 4 h Inkubation
mit der ZIKV-Protease, unten mit roten Signalen jeweils das Spektrum nach 4 h Inkubation ohne ZIKV-Protease.

3.1.2 Enzymkinetische Charakterisierung der Leitstruktur

In diesem Abschnitt soll genauer auf das Verhalten der Leitstruktur 42 in enzymkinetischen Assays
eingegangen werden. Fur enzymkinetische Messungen mit der ZIKV-Protease wurde in dieser Arbeit
ein binares Konstrukt nach Luo verwendet, das von S. HUBER hergestellt wurde.!?122 Die ZIKV-
Protease zeichnet sich durch eine vergleichsweise hohe Aktivitit aus.!*® Dies gilt besonders fir das
nicht-kovalente, bindre Konstrukt, das einen hoheren Substratumsatz als GiSGs-verlinkte oder
autokatalytisch geschnittene Konstrukte zeigt.’>* Ein weiteres Charakteristikum der binaren ZIKV-
Protease ist ihre Anfalligkeit fur eine Substratiberschusshemmung. Mit dem AMC-Substrat 51
(Bz—Nle—Lys—Arg—Arg—AMC), das von vielen Gruppen flir Messungen mit Flavivirin eingesetzt wird,
tritt diese Substratiiberschusshemmung schon bei Substratkonzentrationen < 10 uM auf.?4297 Fir
ZIKV-Protease Arbeit  daher Substrat 52
(Phac—Leu—Lys—Lys—Arg—AMC) eingesetzt, das urspriinglich fiir Messungen mit der WNV-Protease

entwickelt worden war (Abb. 3.2).144

Messungen mit der wurde in dieser das

ZIKV-Protease bei verschiedenen Substratkonzentrationen sind in

Abbildung 3.4A (S.51) gezeigt. Bei niedrigen Konzentrationen tritt nach einem initialen linearen

Die Umsatzkurven der

Verlauf eine Krimmung der Umsatzkurven als Folge von Substratmangel auf. Ab ca. 20 uM tritt eine

leichte Substratiiberschusshemmung auf (Abb. 3.4B). Bei 10 uM tritt wahrend einer Messdauer von
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Abbildung 3.2 AMC-Substrate fiir enzymkinetische Messungen mit der ZIKV- und der WNV-Protease.

600 s weder eine Substratiberschusshemmung noch eine Krimmung bzw. ein Abflachen der
Umsatzkurven auf, weshalb diese Substratkonzentration flr die Bestimmung von Hemmkonstanten
gewahlt wurde. Werden nur die initialen, linearen Abschnitte der Umsatzkurven herangezogen, so ist
auch ein Anpassen an die Michaelis-Menten-Gleichung (1) und somit die Bestimmung des Ku-Werts
moglich (Abb. 3.4B). In Abbildung 3.4C-D sind die Dosis-Wirkungs-Kurven aus Messungen der
Leitstruktur 42 mit der ZIKV-Protease gezeigt. In Abbildung 3.4C sind diese Messwerte an die
Gleichung fir reversibel kompetitive Hemmung (2) zur Bestimmung des Ki-Werts und in
Abbildung 3.4D an die logistische Gleichung (3) zur Bestimmung des 1Cso-Werts angepasst. Die
Anpassungen lassen sich fiir die Leitstruktur und die tbrigen in Kapitel 3.1.1 beschriebenen Inhibitoren
mit hohem Bestimmtheitsmal® durchfiihren. Dies bestétigt den kompetitiven Hemmmodus, den die
Substratanalogie der Inhibitoren und die Komplexkristallstrukturen mit der ZIKV-Protease nahegelegt
hatten. Im Mittel betragt der Hill-Koeffizient p bei ICso-Bestimmungen mit der Leitstruktur 42 unter den
oben genannten Bedingungen 1,01, was einen Hemmmodus ohne Kooperativitdt anzeigt und die

Berechnung des Ki-Werts mit Gleichung (2) rechtfertigt.

_ VmaxX[S] _ VinaxX[S] — Vo
07 Km+[S] @ v= Kux(1+D) +[s] 2) M 1+(%)p 3)

K: Hemmkonstante; Au: Michaelis-Menten-Konstante; [I]: Inhibitorkonzentration; ICso: Mittlere inhibitorische
Konzentration; p: Hill-Koeffizient; [S]: Substratkonzentration; vo: Umsatzgeschwindigkeit der ungehemmten Reaktion;

Vmax: Maximale Umsatzgeschwindigkeit; v: Von [I] abhadngige Geschwindigkeit der gchemmten Reaktion.

Der kompetitive Hemmmodus wurde auRerdem durch einen Dixon-Plot?® mit drei verschiedenen
Substratkonzentrationen bestatigt (Abb. 3.4E). Ublicherweise werden, so auch in dieser Arbeit,
enzymkinetische Messungen mit Flavivirin bei pH 8,5 durchgefiihrt. Um das kinetische Verhalten des
Flavivirins bei physiologischem pH einschatzen zu kénnen, wurden die enzymkinetischen Paramater
Kwm, Keat, Kea Km Und der Ki-Wert der Leitstruktur 42 zuséatzlich bei pH 8,0, pH 7,5 und pH 7,0 bestimmt
(Abb. 3.4F; Tab. 3.3, S.50). Bei pH 8,5 sind die Affinitdt zum Substrat, was sich im niedrigen Ku-Wert
widerspiegelt, und die Wechselzahl k.. am grofiten, wobei die kea-Werte bei pH 8,5 und pH 8,0 identisch
sind. Bei Erniedrigung des pH-Wertes (8,5 — 8,0 » 7,5 — 7,0) wird der Ku-Wert stufenweise deutlich

groRer, wahrend der kea-Wert ab pH 7,5 abnimmt. Entsprechend ist das Verhaltnis kea/Kwm, das einer
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Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung der Reaktion des freien Enzyms mit dem freien Substrat bis zum
Erreichen des Ubergangszustands entspricht und als MafR fiir die Eignung eines Substrats (performance
constant) angesehen werden kann, bei pH 8,5 am gréRten. Ein ahnlicher Einfluss des pH-Werts auf die
proteolytische Aktivitat wurde von LEUNG fiir die DENV2-Protease beschrieben.'!’ Bei pH 4,5, der fir
Kristallisationsexperimente genutzt wird, verliert die Protease ihre Aktivitat zur Génze, weshalb eine
sinnvolle Bestimmung der enzymkinetischen Parameter bei diesem pH-Wert nicht mdglich ist. Mit
sinkendem pH-Wert sinkt auch die Affinitat des Inhibitors 42 zur ZIKV-Protease.

Tabelle 3.3 pH-Abhangigkeit der enzymkinetischen Parameter des Substrats 52 (Phac-Leu-Lys-Lys-Arg-AMC) und des

Ki-Werts des Inhibitors 42 bei Messungen mit der ZIKV-Protease. Beim zur Kristallisation verwendeten pH von 4,5 ist keine
Aktivitat der ZIKV-Protease messbar.

pH Keat [s71] Knv [UM] keat/Km [M~1s71]  K; [uM] des Inhibitors 42
8,5 1,06 £ 0,06 1,80+0,16 5,89x10°+0,17x10° 0,00168 + 0,00036
8,0 1,06 + 0,05 4,17 £0,19 2,55x10° + 0,08x10° 0,0107 £ 0,0025
7,5 0,896 + 0,038 9,86+0,20 9,09x10%+ 0,20x10* 0,0258 + 0,0076
7,0 0,350 + 0,078 37,6+7,2 9,32x103+0,30x103 0,149 + 0,018
4,5 - - - -

Fir Messungen mit der WNV-Protease wurde ein G4SGa-verlinktes Konstrukt nach HILGENFELD,
ebenfalls mit dem Substrat 52, verwendet (Abb. 3.5, S.52).1% Anders als mit der ZIKV-Protease sind
mit der WNV-Protease sinnvolle Messungen in einem deutlich gréReren Substratkonzentrationsbereich
mdoglich; im untersuchten Bereich zwischen 6,25 uM und 200 uM wurden weder eine
Substrattiberschusshemmung noch eine Krimmung der Umsatzkurven durch Substratmangel
beobachtet (Abb. 3.5A). Die Anpassungen an die Gleichungen (1), (2) und (3) zur Bestimmung von Ky,
Ki und ICso waren jeweils mit hohem BestimmtheitsmalR mdéglich (Abb. 3.5B-D). Der kompetitive
Hemmmodus der Leitstruktur 42 wurde zusétzlich mit einem Dixon-Plot bestatigt (Abb. 3.5E).

Die Leitstruktur 42 wurde aulRerdem mit der G4SGs-verlinkten DENV2-Protease nach SCHIRMEISTER
charakterisiert; als Substrat wurde Phac—Lys—Arg—Arg—AMC!*® (53) eingesetzt (Abb. 3.3; Abb. 3.6,
S.53). Die Hemmwirkung des Inhibitors 42 ist auf die DENV2-Protease deutlich niedriger als auf die
ZIKV- und die WNV-Protease.

Abbildung 3.3 AMC-Substrat 53 fiir enzymkinetische Messungen mit der DENV2-Protease.

50



3.1 Identifizierung und Charakterisierung der Leitstruktur

180 cSubslra! 52 [IJM]
] e 200 0,25 4
1604 @® 10,0
{1 e 500
1404 e 250 0,20 -
{1 e 125
1204 e 0,63
. ] @ 0,15 -
5 100 2
1 [T
X 80 o
E > 0,10
60
40 4
| 0,05 -
20
0 T L T z T X T ¥ T v T 0,00 T T v T T
0 100 200 300 400 500 600 0 5 10 15 20
c t [S] D CSubsual 52 [UM]
0254 @ 0,25
0,20 | 0,20 |
__ 015+ __ 0,15+
Y Y
= 35
L K =1,68 nM u ICSO= 14,7 nM
&, 0,10 i &, 0,10
> (N =43) > (N =32)
0,05 | 0,05 |
0,00 | 0,00 |
T v T i T y T ¥ T L T y T X 1 T — T — T Iy EET I ISv ey CELIUT)
0,0 0,1 02 0,3 04 05 06 07 10 10° 10? 10" 10° 10’ 10°
clnmbllnr 42 [IJM] clnhlbi(or 42 [UM]
100 o
1 Coubstrat 52 [uM] 0,10
904 e 100 pH 8,5 B
{ o 5,00 Ui == —
80-{ A 250 P
4 .- <
(N=23) (N=23) ST
1 ol pH 8,0
— L)
Z @ 0,05 /
% 0,05
x 5 .
2, w /
= & ] = pH 7,5
- £ =
T T T T T
2 4 6 8 10
C [nM] Coupstratsz [HM]

Inhibitor 42

Abbildung 3.4 Enzymkinetische Charakterisierung der ZIKV-Protease und des Inhibitors 42. Die genauen Messbedingungen
sind Kapitel 5.2 (S.157f.) zu entnehmen; N: Anzahl Umsatzkurven des Substrats 52
(Phac-Leu-Lys-Lys-Arg-AMC). (B) Michaelis-Menten-Auftragung der Umsatzgeschwindigkeiten des Substrats 52 und
Anpassung an die Michaelis-Menten-Gleichung (1). (C) Dosis-Wirkungs-Kurve des Inhibitors 42 und Anpassung an die
Gleichung fir kompetitive Hemmung (2) bei einer Substratkonzentration von 10 uM. (D) Logarithmische Auftragung der
Dosis-Wirkungs-Kurve bei einer Substratkonzentration von 10 uM und Anpassung an die logistische Gleichung (3). (E)
Auftragung der Dosis-Wirkungs-Kurven nach DixoN bei drei verschiedenen Substratkonzentrationen; der 1/v-Wert der
gestrichelten Linie entspricht 1/Vmax. (F) Michaelis-Menten-Auftragung nach der Messung mit dem Substrat 52 bei

der Messungen. (A)

verschiedenen pH-Werten.
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Abbildung 3.5 Enzymkinetische Charakterisierung der WNV-Protease und des Inhibitors 42. Die genauen Messbedingungen
sind Kapitel 5.2 (S.158) zu entnehmen; N: Anzahl der Messungen. (A) Umsatzkurven des Substrats 52
(Phac-Leu-Lys-Lys—Arg-AMC). (B) Auftragung der Umsatzgeschwindigkeiten des Substrats 52 und Anpassung an die
Michaelis-Menten-Gleichung (1). (C) Dosis-Wirkungs-Kurve des Inhibitors 42 bei einer Substratkonzentration von 100 uM und
Anpassung an die Gleichung fir kompetitive Hemmung (2). (D) Logarithmische Auftragung der Dosis-Wirkungs-Kurve bei
einer Substratkonzentration von 100 uM und Anpassung an die logistische Gleichung (3). (E) Auftragung der Dosis-Wirkungs-
Kurven nach DixoN bei drei verschiedenen Substratkonzentrationen; der 1/v-Wert der gestrichelten Linie entspricht 1/Vmax.
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Abbildung 3.6 Enzymkinetische Charakterisierung der DENV2-Protease und des Inhibitors 42. Die genauen Messbedingungen
sind Kapitel 5.2 (S.159) zu entnehmen; N: Anzahl der Messungen. (A) Umsatzkurven des Substrats 53
(Phac-Lys-Arg-Arg-AMC). (B) Michaelis-Menten-Auftragung der Umsatzgeschwindigkeiten des Substrats 53 und Anpassung
an die Michaelis-Menten-Gleichung (1). (C) Dosis-Wirkungs-Kurve des Inhibitors 42 bei einer Substratkonzentration von
125 uM und Anpassung an die Gleichung fiir kompetitive Hemmung (2). (D) Logarithmische Auftragung der Dosis-Wirkungs-
Kurve bei einer Substratkonzentration von 125 pM und Anpassung an die logistische Gleichung (3).
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3.1.3 Lineare Referenzverbindungen

Die cyclische Leitstruktur 42 hat eine hohere Affinitdt zur ZIKV-Protease als die lineare
Ausgangsverbindung 8e. Die Affinitat beider Verbindungen zur WNV-Protease ist gleich, sofern der
publizierte Ki-Wert (0,13 uM) von 8e herangezogen wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir 8e unter
den gleichen Messbedingungen wie bei den brigen Inhibitoren ein K;-Wert von 0,531 uM bestimmt.
Da sich die Verbindungen 8e und 42 jedoch nicht nur in ihrem cyclischen bzw. linearen Charakter
unterscheiden, sondern zusatzlich der P1- und der P4-Rest verschieden sind, lasst der Vergleich der
beiden Verbindungen keine aussagekraftigen Schlisse auf den Effekt der Cyclisierung zu. Um den
Effekt der Cyclisierung zu studieren, wurden die vier linearen Referenzverbindungen 54 und L-1 bis
L-3 synthetisiert und ihre jeweilige Affinitat zur ZIKV-, WNV- und DENV4-Protease bestimmt
(Tab. 3.4). Von den Verbindungen 54, L-2 und L-3 wurden auBerdem Kristallstrukturen im Komplex
mit der ZIKV-Protease bestimmt (Abb. 3.7).

Tabelle 3.4 Lineare Analoga der Leitstruktur 42. Die Verbindung 54 wurde von D. RoGGE (AG STEINMETZER) synthetisiert. Die
Messungen mit der DENV4-Protease wurden von Mitarbeitern der AG Luo durchgefiihrt.

NH, NH,

Soal

N\n/NHZ

Cl
X
HN
A

NH, NH, NH,  L-1bisL-3 H
NH NH

Nr. R X ftuml

ZIKV-Protease WNV-Protease DENV4-Protease
8e - - 0,0137 £ 0,0014 0,531 + 0,055 (0,13144) n.b.
54 H-Gly COxH 2,04 £ 0,60 51,6 0,7 75,0+3,4
L-1 H-Gly CONH; 0,0136 + 0,0026 1,55+0,38 0,775 + 0,047
L-2 Ac CONH; 0,00948 + 0,00061 1,48 £0,10 1,21 £ 0,09
L-3 Ac H 0,0882 + 0,0038 4,94 +0,53 18,1+1,2

Das P4-P2-Segment (3-Amphac—Lys—Lys) dieser linearen Inhibitoren entspricht dem der
Leitstruktur 42. Im Falle der Verbindung 54 mit einem N-terminalen Glycin und einem guanylierten,
Uber die Seitenkette verknlpften D-Lysin am C-Terminus wurde ein deutlicher Affinitatsverlust
(Faktor > 1000) zu allen drei Proteasen festgestellt. Die Verbindung 54 besitzt im Vergleich zur
Leitstruktur zwei zusatzliche geladene Gruppen: Die Carboxylgruppe am C- und die Aminogruppe am
N-Terminus. Mdglicherweise fuhrt die negative Ladung (bei physiologischem pH) des C-Terminus zu
AbstoRungseffekten mit dem negativ geladenen D129 am Boden der S1-Tasche. Um eine bessere

Vergleichbarkeit zur Referenzverbindung 42, die wegen der amidischen Verknupfung des P1-Rests mit
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B V
. L-2/ZIKV-Pro.

B: 7ZLD

[~L-3/ZIKV-Pro.
PDB: 7ZLC

~Uberlagerung
42,54,L-2,L-3

Abbildung 3.7 Kristallstrukturen der linearen Referenzverbindungen 54 (A), L-2 (B) und L-3 (C) im Komplex mit der ZIKV-
Protease. Die Elektronendichte der N-terminalen Segmente fehlt, weshalb diese nicht gezeigt sind. Interaktionen des P3- und
des P2-Rests und des Inhibitorriickgrats mit dem Enzym sind zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt.
Wasservermittelte Wechselwirkungen am Inhibitorriickgrat und am Boden der S1-Tasche (wie sie z.B. bei der
Referenzverbindung 42 gefunden wurden) wurden in keiner der Strukturen beobachtet. (D) Uberlagerung der
Komplexstrukturen von 54, L-2 und L-3 (Farbung der Kohlenstoffatome wie in den Tafeln A-C) mit der der Leitstruktur 42. Die
Enzymoberfliche in Tafel D ist dem L-3/ZIKV-Protease-Komplex entnommen. Auflésungen: (A) 2,15 A; (B) 1,63 A; (C) 1,75 A.
Die Rontgenstrukturanalyse wurde von S. Huser (AG STEINMETZER) durchgefiihrt.

dem Pw-Glycin keine negative Ladung besitzt, zu erméglichen, wurde die Verbindung L-1 mit einem
guanylierten D-Lysinamid am C-Terminus hergestellt. Im Vergleich zu 54 wurde eine
Affinitatssteigerung um den Faktor 50-100 bestimmt, was den storenden Einfluss der
Carboxylatfunktion des Inhibitors 54 auf die Affinitat belegt. Fur die Verbindung L-2, die anstelle von
Glycin eine N-terminale Acetylgruppe enthdlt, wurden sehr &hnliche Hemmwerte wie fiir das ansonsten
analoge Amid L-1 ermittelt. Folglich ist davon auszugehen, dass die Aminogruppe des Glycins in den
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Verbindungen 54 und L-1 weder in groRem Mal3e zur Affinitét beitragt noch einen stérenden Effekt hat.
SchlieBlich wurde die Verbindung L-3 mit einem C-terminalen Homoagmatin synthetisiert. Im
Vergleich zu den Inhibitoren L-1 und L-2 mit C-terminalem Amid ist L-3 weniger affin, im Vergleich
zur Verbindung 54 mit Carbonséaurefunktion jedoch deutlich affiner.

Im Komplex mit der ZIKV-Protease liegen die Verbindungen 54, L-2 und L-3 in der hufeisenférmigen
Konformation vor, die fir Verbindungen mit einer P1-Guanidinogruppe und einem Phenylessigsaure-
derivat in P4-Position typisch ist (Abb. 3.7A-C). Die Ausrichtung des P3-P1-Segments der drei linearen
Verbindungen und des Referenzinhibitors 42 gleichen einander (Uberlagerung in Abb. 3.7D). Beziiglich
der Ausrichtung des P4-Phenylrings unterscheiden sich die Inhibitoren 54 und L-2 leicht voneinander
(im Falle von L-3 fehlt die Elektronendichte des Phenylrings). Ab der P4-Position fehlt die
Elektronendichte der linearen Verbindungen, was ein Indiz fur die Flexibilitdt des N-Terminus ist.
Anhand der Positionierung der P4-Gruppe ist eine Ausrichtung des N-Terminus der linearen
Verbindungen ins L@sungsmittel ohne spezifische Kontakte zum Enzym wahrscheinlich. Diese
Vermutung wirde auch den vernachlassigbaren Effekt, den der Austausch des Glycins gegen eine
Acetylgruppe auf die Hemmwirkung hat, erklaren. Die Carboxylgruppe der Verbindung 54 und die
priméare Amidgruppe der Verbindung L-2 sind nahezu identisch wie die Peptidbindung zwischen dem
Pwo- und dem P1-Rest der Leitstruktur 42 positioniert. Dadurch liegt die Carboxylfunktion der
Verbindung 54 nahe an der Seitenkette des D129 (kiirzester Abstand 4,1 A). Die daraus resultierende
elektrostatische AbstoRung kénnte ein Grund fur die vergleichsweise niedrige Affinitat von 54 sein. Das
primdre Amid von L-2 bildet dhnliche wasservermittelte Wechselwirkungen wie die entsprechende
Peptidbindung des Referenzinhibitors 42. Die primare Amidgruppe der Verbindung L-2 ist im Vergleich
zur Pw-P1-Amidbindung der Leitstruktur um 180° gedreht, d.h. bei Verbindung L-2 zeigt der Stickstoff

von der Enzymoberflache weg.

Mit Bezug auf die urspriingliche Fragestellung nach dem Einfluss der Cyclisierung auf die Affinitat ist
festzustellen, dass wegen ihrer ungeladenen Endgruppen und der vergleichbaren Konformation im
Komplex mit der ZIKV-Protease die Verbindung L-2 am besten flr einen Vergleich mit der
Leitstruktur 42 geeignet ist. Demnach flhrt die Cyclisierung je nach Protease zu einer

Affinitatssteigerung um den Faktor 6-10.
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3.2 Einzelmodifikationen der Leitstruktur

3.2.1 Pw-Modifikationen

Wie im Kapitel 1.2.2.1 (S.15 ff.) beschrieben, fuhrt der hydrophile Charakter mehrfach geladener
peptidischer Inhibitoren zu einer geringen Membranpermeabilitdt und somit in der Regel zu einer
geringen Wirkung in zellbasierten Assays.132142143.1%6.164 Der hydrophile Charakter der ersten cyclischen
Flavivirininhibitoren (vgl. Kapitel 3.1.1, S.45 ff)) ist durch die basischen Reste in P1-, P2- und
P3-Position stark ausgepragt. Deshalb wurden in einer Serie Po-modifizierter Derivate des Inhibitors 42
die Mdglichkeiten zur Erhohung der Lipophilie untersucht. Die hergestellten Derivate und deren
Hemmkonstanten sind in Tabelle 3.5 zusammengefasst. Um die Lipophilie der Inhibitoren qualitativ
abschatzen zu kénnen, ist aulerdem die HPLC-Retentionszeit (in % B, vgl. Kap. 5.1, S.154) angegeben.

Tabelle 3.5 Pw-modifizierte Derivate der Leitstruktur 42. Die Verbindungen 55 und 56 wurden von D. ROGGE (AG STEINMETZER)
synthetisiert. Die Messungen mit der DENV4-Protease wurden von Mitarbeitern der AG Luo durchgefiihrt.

NH,
0
N
O _NH HHN o
Pw { i o
RYONH NH,
o NH
HN.__NH,
i
NH
Ki [uM]

Nr. Pw HPLC [%B]

ZIKV-Protease WNV-Protease = DENVA4-Protease
42 Gly 0,00168 + 0,00036 0,149 + 0,050 0,142 + 0,010 17,0
55 Ala 0,0182 + 0,0051 1,39+0,32 3,60+0,38 18,6
56 p-Ala 0,00352 +0,00109 0,237 £0,021 0,125 + 0,004 18,0
C-3 Val 0,0428 + 0,0022 6,71+0,32 2,81+0,18 22,0
C-4 p-Val 0,00774 £ 0,00066 0,439+ 0,028 0,486 + 0,027 21,6
C-5 p-Pro 0,0177 £ 0,0005 0,850 + 0,068 4,08 £0,26 20,5
C-6 D-Leu 0,00953 +0,00038 0,276 £ 0,03 n.b. 24,9
Cc-7 p-Cha 0,00359 + 0,00034 0,395+ 0,032 n.b. 30,1
C-8 p-hCha 0,00233 +0,00009 0,219+ 0,016 n.b. 34,1
Cc-9 D-Phe 0,00534 +0,00039 0,693 + 0,043 n.b. 25,9
C-10 p-hPhe 0,00602 £ 0,00015 0,331 + 0,005 n.b. 29,3

Als erste Derivate wurden die Verbindungen 55 und 56 sowie C-3 und C-4 synthetisiert, die Alanin
bzw. Valin jeweils in L- bzw. D-Konfiguration enthalten. Anhand dieser Diastereomerenpaare wurde
eine Préferenz fur D-konfigurierte Reste festgestellt: Die Affinitat der Inhibitoren mit b-konfiguriertem
Pw-Rest ist je nach Protease 10- bis 20-fach hoher als die Affinitat des zugehdrigen L-Analogons. Die

Ki-Werte liegen im Falle der Verbindung C-4 (D-Val) um einen Faktor 4 Giber dem der Leitstruktur 42.
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Die Affinitat von 56 (D-Ala) zur ZIKV- und zur WNV-Protease ist dagegen kaum niedriger als die der
Leitstruktur 42 (Faktor 2 bzw. 1,5); die Affinitat zur DENV4-Protease ist sogar etwas héher. Da der
Affinitatsverlust durch Einbau D-konfigurierter Aminoséauren also gering ausfallt, wurden einige weitere
Inhibitoren mit hydrophoben D-Aminosauren in Pw-Position synthetisiert (C-5 bis C-10). Unter diesen
zeigte das D-Homocyclohexylalanin-Derivat C-8 die hdchste Affinitat zur ZIKV-Protease, die hichste
Affinitat zur WNV-Protease und die hochste Lipophilie.

Von sechs der Po-modifizierten Verbindungen (55, 56, C-4, C-6, C-7, C-8) wurden Kristallstrukturen
im Komplex mit der ZIKV-Protease bestimmt, anhand derer die aus Tabelle 3.5 hervorgehenden
Tendenzen der Hemmwirkung verstanden werden kénnen (Abb. 3.8, S.60-61). Grundsétzlich &hnelt der
Bindungsmodus aller sechs Verbindungen dem der Leitstruktur 42 (vgl. Abb. 2.4, S.38; Abb. 2.5, S.40).
Dies gilt besonders fur das Ruckgrat und die Seitenketten des P3-P1-Segments, weshalb die
Wechselwirkungen zwischen diesen und dem Enzym der Ubersichtlichkeit halber in Abbildung 3.8
nicht gezeigt sind. Durch den Vergleich der Komplexstrukturen der Inhibitoren 55 (Ala) und 56 (D-Ala)
wird der Grund fur die héhere Affinitat der Derivate mit D-konfiguriertem Pw-Rest deutlich (Abb. 3.8A
und B): Im Falle des L-Derivats 55 zeigt die Seitenkette des Pw-Alanins in Richtung A132. Um einen
sterischen ZusammenstoR zwischen den Seitenketten des Pw-Alanins und des A132 zu vermeiden, ist
das Pw-Alanin des Inhibitors 55 im Vergleich zum Pw-Glycin der Leitstruktur 42 signifikant nach
Westen verschoben. Der Abstand zwischen dem Pw-C, und dem A132-Cp betrdgt im Falle des
Inhibitors 55 5,6 A, im Falle der Leitstruktur 42 5,1 A. Diese Verschiebung des Pw-Rests bewirkt auch
eine veranderte Positionierung des P4-Rests, wie die Uberlagerung in Abb. 3.81 zeigt. Die verschobene
Konformation des Inhibitors 55 scheint weniger effektiv an das Enzym zu binden, woraus sich die
vergleichsweise geringe Affinitat erklart. Analog kann auch die im Vergleich zu 55 geringere Affinitat
des Inhibitors C-3 (Val) verstanden werden: Die sterisch anspruchsvollere Seitenkette des Pw-Valins
zwingt den Inhibitor C-3 in eine stérker verschobene Konformation, um einen sterischen ZusammenstoR
mit A132 zu vermeiden. Dies resultiert offensichtlich in einer weniger effektiven Bindung. Die
Abwesenheit wasservermittelter Wechselwirkung zu den Resten D129 und G159 in der
Komplexstruktur des Inhibitors 55 ist moglicherweise der vergleichsweise niedrigen Aufldsung
geschuldet (42: 1,59 A; 55: 2,03 A).

Beim Inhibitor 56 zeigt die Seitenkette des Pm-D-Alanins in Richtung des Losungsmittels und belegt
den Freiraum nahe den Resten Y130 und P131. Der Abstand zwischen dem Pw-C, und dem A132-C;
betragt hier 4,9 A. Die Konformation des Inhibitors 56 unterscheidet sich auch im Pw-P4-Segment nicht
wesentlich von der Leitstruktur 42 (Abb. 3.81 und J). Die wasservermittelte intramolekulare Wechsel-
wirkung sowie die wasservermittelten intermolekularen Wechselwirkungen zu den Resten D129 und
G159, die bei der Leitstruktur 42 beobachtet wurden, finden sich in der Komplexstruktur des
Inhibitors 56 ebenfalls. Trotz der weitgehenden Ubereinstimmung der Bindungsmodi ist die Affinitét

von 56 zur ZIKV- und zur WNV-Protease etwas niedriger als die der Leitstruktur 42. Eine plausible
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Ursache flr diesen leichten Affinitatsverlust ist die thermodynamisch unginstige Verdrdngung von
Wassermolekiilen durch die Pw-Seitenkette bei der Bindung an die Protease.

Die jeweilige Konformation der Inhibitoren C-4, C-6, C-7 und C-8 im Komplex mit der ZIKV-Protease
gleicht im Wesentlichen der des D-Alanin-Derivats 56 (Abb. 3.8C-F). Einige Unterschiede, die mit den
unterschiedlichen Ki-Werten dieser Verbindungen korrelieren, sind jedoch festzustellen und sollen im
Folgenden néher beschrieben werden. Erstens unterscheidet sich die intramolekulare wasservermittelte
Wechselwirkung von Verbindung zu Verbindung leicht. Die Seitenkette des Pw-Rests besetzt zweitens
in allen Fallen den Freiraum im Bereich der Reste D129, Y130 und P131; der sterische Anspruch der
Pw-Seitenketten flihrt zu einer leichten Verschiebung des Pw-Rests hin zum D129, sodass eine direkte,
wenn auch schwache, polare Interaktion zwischen D129 und der Po-NH-Gruppe auftritt. Der Abstand
zwischen dem Pw-NH und dem Carboxylatsauerstoff ist allerdings mit 3,5-3,7 A recht groR. Im Falle
des D-Alanin-Derivats 56 (Abb. 3.8B) und der Leitstruktur 42 wird die Wechselwirkung zwischen der
D129-Seitenkette und der Po-NH-Gruppe tber ein Wassermolekul vermittelt. An der entsprechenden
Stelle findet sich in keiner der Komplexstrukturen mit C-4, C-6, C-7 bzw. C-8 ein Wassermolekiil, da
dort der entsprechende Raum jeweils durch die hydrophobe Pw-Seitenkette belegt wird. Die Kippung
des Pw-Rests der Inhibitoren C-4, C-6, C-7 und C-8 (in Abb. 3.8 mit griinen bzw. blauen Kohlenstoff-
atomen gezeigt) hin zur D129-Seitenkette ist in der Uberlagerung in Abbildung 3.8J zu erkennen. Eine
Besonderheit des Inhibitors C-8 (D-hCha) ist die Ausbildung eines Netzwerks aus drei
Wassermolekiilen, das die Enzymreste D129 und G159 mit dem P1-Guanidin und der P4-NH-Gruppe
verbindet (Abb. 3.8G). Ein solches Netzwerk wurde fiir die verwandten Verbindungen C-4, C-6 und
C-7 nicht gefunden, obwohl die Auflésungen der Komplexstrukturen der Inhibitoren C-6 (1.50 A) und
C-7 (1.45 A) etwas hoher als die der Komplexstruktur von C-8 (1.55 A) sind. Es ist also nicht davon
auszugehen, dass die unterschiedlichen Auflésungen die Ursache dafir sind, dass das beschriebene
Wassernetzwerk nur in der Komplexstruktur des Inhibitors C-8 beobachtet wurde.

Werden die Inhibitoren unter der oben flr das D-Alanin-Derivat 56 aufgestellten Préamisse der
thermodynamisch unglinstigen Wasserverdrangung betrachtet, so ist ein mit dem sterischen Anspruch
der Po-Seitenkette steigender Ki-Wert zu erwarten. Zwar wird diese Erwartung fur das D-Valin-Derivat
C-4 und das D-Leucin-Derivat C-6 noch erfillt, das b-Homocyclohexylalanin-Derivat C-8 ist aber
wider diese Erwartung deutlich affiner als C-4 und kaum weniger wirksam als die Leitstruktur 42.
Ursache fiir den Affinitatsgewinn des Inhibitors C-8 ist vermutlich die Ausbildung mehrerer VVan-der-
Waals-Kontakte zu den Resten D129, Y130 und P131 (Abb.3.8H), die den durch die
Wasserverdrangung hervorgerufenen Affinitatsverlust ausgleichen. Bei den Verbindungen C-6 und C-7
bestehen offensichtlich proteasespezifische Unterschiede, da C-7 (D-Cha) die ZIKV-Protease effektiver

hemmt als C-6 (D-Leu), wahrend es bei der Hemmung der WNV-Protease genau umgekehrt ist.
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G | H
C-8/ZIKV-Pro;- l . C-8/ZIKV-Pro.
1-Detailansicht Pw-Detailansicht

|

Inhibitor
42

Uberlagerung Uberlagerung
42,55,56,C-4 42,55,56,C-4
C-6,C-7,C-8 C-6,C-7,C-8

\ ) !
Inhibitor
42 D129 D129

Abbildung 3.8 Kristallstrukturen Pw-modifizierter Derivate im Komplex mit der ZIKV-Protease. Interaktionen der P3- und der
P2-Seitenkette und des Inhibitorriickgrats mit dem Enzym sind nicht gezeigt. (A) Inhibitor 55 im Komplex mit der ZIKV-
Protease. (B) Inhibitor 56 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (C) Inhibitor C-4 im Komplex mit der ZIKV-Protease.
(D) Inhibitor C-6 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (E) Inhibitor C-7 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (F) Inhibitor C-8 im
Komplex mit der ZIKV-Protease. (G) P1-Detailansicht aus der Komplexstruktur des Inhibitors C-8. (H) Pw-Detailansicht aus der
Komplexstruktur des Inhibitors C-8. (1) und (J) Uberlagerung der Inhibitoren aus den Tafeln A bis F mit der Leitstruktur 42. In
den Tafeln | und J ist die Leitstruktur 42 mit Kohlenstoffatomen in Gelb dargestellt, die Farben der librigen Inhibitoren
entsprechen denen der Tafeln A bis F; in den Uberlagerungen sind die Pw-Reste zur Wahrung der Ubersichtlichkeit ab dem C,
nicht gezeigt. Auflosungen: (A) 2,03 A; (B) 1,74 A; (C) 1,77 A; (D) 1,50 A; (E) 1,45 A; (F) 1,55 A. Die Rontgenstrukturanalyse
wurde von Mitarbeitern der AG Luo (Tafeln A-C) bzw. S. HUBER (AG STEINMETZER, Tafeln D-F) durchgefiihrt.
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3.2.2  P4-Modifikationen

3.2.2.1 Derivate des Inhibitors 42 mit linearem Linkersegment

Ausgehend von der Leitstruktur 42 wurde eine Serie von Derivaten mit variiertem P4-Rest hergestellt
und die Hemmwirkung jeder Verbindung auf die ZIKV-, WNV- und DENV4-Protease bestimmt
(Tab. 3.6). Das Ziel war dabei die Identifizierung von Alternativen zur 3-Amphac-Gruppe, die ein
einfaches Testen verschiedener Funktionalitdten und Substitutionsmuster in der P4-Position erlauben.
3-Amphac ist ein nur aufwendig zugénglicher und daher Kkostspieliger Baustein; Derivate dieser
Aminosdure sind auBerdem nur mit einem hohen synthetischen Aufwand zuganglich.

Tabelle 3.6 Derivate des Inhibitors 42 mit linearem Linkersegment. Die Messungen mit der DENV4-Protease wurden von
Mitarbeitern der AG Luo durchgefihrt.

Pw-P5-P4 H
* —NI\/\/NHZ
O~ 'NH
O,
W\/\NHZ

o NH
HN_ _NH,
NH
Nr. n?  Pw P5 P4 kol HPLC
ZIKV-Pro. WNV-Pro. DENV4-Pro.  [%Bl
42 23 Gly - 3-Amphac  0,00168 + 0,00036 0,149 + 0,050 0,142+0,010 17,0
c-11 23 Gly - e-Aca 0,0154 + 0,0026 0,973 +0,173 1,99+0,09 14,5
c12 22 Gly - 5-Ava 0,0167 + 0,0034 1,22 +0,02 1,12+0,05 13,2
c-13 21 Gly - y-Abu 0,124 + 0,008 6,70 £ 0,52 6,09+0,47 12,5
c-14° 23 Gly Gly B-Ala 0,00172 +0,00003  0,0686 +0,0131 0,160 0,005 11,9
c-15 23 Gly B-Ala  Gly 0,00735 +0,00039 0,468 + 0,003 0,815+0,079 12,6
c-16 22 Gly Gly Gly 0,00374 + 0,00020 0,129 + 0,007 0,378 +0,027 12,0
c-17 23 B-Ala Gly Gly 0,0128 + 0,0005 0,974+ 0,134 2,72+0,19 11,8

an: Anzahl der Atome im Makrocyclus; PDENV2-Pro.: K; = 3,82 uM + 0,03 puM.

Die Derivate C-11 bis C-13 wurden synthetisiert, um zu untersuchen, ob sich lineare Aminoséuren als
3-Amphac-Ersatz eignen. Die Affinitat der Derivate C-11 (P4-e-Aca) und C-12 (P4-5-Ava) zu allen drei
Proteasen liegt ungefahr eine GréRenordnung niedriger als die der Leitstruktur 42; der Affinitatsverlust
fallt beim kirzeren Derivat C-13 (P4-y-Abu) noch héher aus. Es zeigt sich erneut, dass die Zahl von
23 Ringatomen im Makrocyclus glnstig fur die Hemmung der ZIKV- und der WNV-Protease ist (vgl.
Tab. 3.2, S.47). Die DENV4-Protease wird abweichend durch C-12 (22 Ringatome) etwas effektiver
gehemmt als durch C-11 (23 Ringatome). Die im Vergleich zur Leitstruktur 42 geringere Hemmwirkung
der Verbindungen C-11, C-12 und C-13 liegt vermutlich in der erhdhten Flexibilitat des P4-Segments
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begriindet, was bei der Bindung an die Protease in einem erhohten Entropieverlust resultiert. Des
Weiteren ist die Ausbildung einer Kation-t-Wechselwirkung mit dem P1-Guanidin, wie sie bei
Inhibitoren mit aromatischem P4-Rest auftritt, bei den Derivaten C-11, C-12 und C-13 nicht mdglich.
Die Inhibitoren C-14 bis C-16 wurden mit einem weniger flexiblem Linkersegment synthetisiert.
Strukturell unterscheiden sich diese von C-11 bzw. C-12 lediglich durch die Anwesenheit einer
stabilisierenden Peptidbindung im Linker (diese Inhibitoren besitzen also einen P5-Rest). Fur die
Inhibitoren C-14 bis C-16 wurden niedrigere K;-Werte als fir die Verbindungen C-11 und C-12
bestimmt. Besonders hervorzuheben ist der Inhibitor C-14 (P5-Gly, P4- B-Ala): Die ZIKV- und die
DENV4-Protease werden durch diesen genauso effektiv gehemmt wie durch die Leitstruktur 42; die
WNV-Protease wird sogar um einen Faktor 2 effektiver gghemmt. Am Derivat C-17 zeigt sich, dass die
Kombination aus einem 23-gliedrigen Ring und B-Alanin als Po-Rest unglnstig ist, was bereits am
Inhibitor C-2 demonstriert wurde (vgl. Tab. 3.2, S.47).

Von den Inhibitoren C-14 bis C-16 wurden Kristallstrukturen im Komplex mit der ZIKV-Protease
bestimmt (Abb. 3.9, S.64). In allen drei Féllen unterscheidet sich die Konformation des P3-P1-Segments
nicht wesentlich von dem der Leitstruktur 42 (vgl. Abb.2.5, S.40). Aus dem Vergleich der
Komplexstrukturen der Verbindungen C-14 und C-15, welche sich nur bezuglich der Position der
Peptidbindung zwischen dem P5- und P4-Rest unterscheiden, erschlieft sich der Grund fur die
unterschiedlich starke Hemmwirkung dieser beiden Inhibitoren. In der gebundenen Form des Inhibitors
C-14 sind die drei Carbonylgruppen (Pw, P5, P4) des Linkersegments klauenartig um die
P1-Guanidinogruppe positioniert und sind tber intramolekulare Wasserstoffbriicken an diese gebunden
(Abb. 3.9A). Beim Inhibitor C-15 erlaubt die Anordnung der Carbonylgruppen des Linkersegments nur
die Ausbildung einer intramolekularen Wasserstoffbriicke zwischen dem P4-Carbonylsauerstoff und
dem P1-Guanidin (Abb. 3.9B). Die Stabilisierung der gebundenen Konformation des Inhibitors C-14 ist
vermutlich die Ursache fiir dessen effektivere Hemmwirkung. Bemerkenswerterweise ist die Distanz
zwischen dem P1-Guanidin und G159 (3,6 A bzw. 3,5 A) bei beiden Derivaten deutlich langer als bei
der Leitstruktur 42 (3,0 A), weshalb allenfalls von einer schwachen polaren Interaktion ausgegangen
werden kann. Es ist auferdem bemerkenswert, dass zwischen dem P4-Carbonylsauerstoff und dem
P1-Guanidin des sehr wirksamen Inhibitors C-16 (Gly—Gly—Gly als Pw-P5-P4-Segment) keine
intramolekulare Interaktion vorliegt (Abb. 3.9C). Eine solche intramolekulare Wechselwirkung wurde
bei allen anderen in dieser Arbeit vorgestellten Komplexstrukturen beobachtet. In der Literatur ist eine
solche Wechselwirkung ebenfalls ausnahmslos fiir alle Liganden beschrieben, die an der Seitenkette des
P1-Rests ein terminales Guanidin besitzen und einen P4-Rest enthalten. Umso bemerkenswerter ist, dass
der Inhibitor C-16 dennoch eine sehr starke Hemmwirkung zeigt. Das Fehlen wasservermittelter
Wechselwirkungen in den Komplexstrukturen der Verbindungen C-14 und C-16 ist mdglicherweise

eine Folge der vergleichsweise niedrigen Auflosung.
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Die Verbindungen C-14 und C-16 besitzen im Vergleich zur Leitstruktur 42 eine etwas starkere
Hemmwirkung auf die WNV-Protease. Da keine Affinitatssteigerung zur ZIKV- und zur DENV4-
Protease vorliegt, muss sich die Ursache dieser unterschiedlichen Tendenzen aus der Beschaffenheit der
aktiven Zentren ergeben. Eine plausible Erklarung liefert die bereits in Kapitel 1.2.2.1 (S.27-28)
diskutierte GroRe des Freiraums zwischen den NS3-Resten 132 und 155. Die WNV-Protease besitzt in
Position 132 ein Threonin und in Position 155 ein Isoleucin. Damit ist das aktive Zentrum der WNV-
Protease im S3/4-Bereich etwas schmaler als bei den anderen Proteasen (ZIKV-Pro.: A132, V155;
DENV4-Pro.: P132, V155), weshalb eine Verschlankung des Linkersegments nur die Affinitat zur
WNV-Protease erhoht.

-15/ZIKV-Pro.
DB: 7PG1

C-16/ZIKV-Pro.
PDB: 7VLI

Abbildung 3.9 Komplexkristallstrukturen von Inhibitoren mit linearem Linkersegment. Interaktionen des P3- und des P2-Rests
und des Inhibitorriickgrats mit dem Enzym sind nicht gezeigt. (A) Inhibitor C-14 im Komplex mit der ZIKV-Protease.
(B) Inhibitor C-15 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (C) Inhibitor C-16 im Komplex mit der ZIKV-Protease. Auflosungen:
(A) 2,62 A; (B) 1,95 A; (C) 2,39 A. Das Fehlen des Wassernetzwerks ist moglicherweise der niedrigen Auflosung geschuldet.
Roéntgenstrukturanalyse durch Mitarbeiter der AG Luo (Tafeln A, C) bzw. S. HuBer (AG STEINMETZER, Tafel B).
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Mit den Inhibitoren C-14, C-15 und C-16 wurden drei Verbindungen identifiziert, die den am Beginn
des Kapitels gestellten Anforderungen gentigen: Eine hohe Affinitat zur ZIKV-, WNV- und DENV4-
Protease und eine leichte Zuganglichkeit zu Derivaten mit verandertem P4-Rest bzw. verdndertem
P5-P4-Segment: Durch Austausch der P5- oder der P4-Aminosdure gegen verzweigte o- bzw.
B-Aminoséuren sind weitere Derivate von C-14, C-15 und C-16 bequem zugénglich. Die Komplex-
strukturen dieser Verbindungen erlauben auflerdem eine rationale Entwicklung neuer Derivate. In allen
drei Fallen liegt der P4-Rest jeweils nahe an den hydrophoben Seitenketten der NS3-Reste V154 und
V155. Deshalb sollten durch den Einbau von Aminosduren mit hydrophoben Seitenketten in P4-Position
die Reste V154 und V155 adressiert werden konnen. Die gegebene Geometrie der Inhibitoren in ihrer
gebundenen Konformation beachtend mussten dafir bei Derivaten der Inhibitoren C-14 und C-15
D-konfigurierte P4-Reste eingebaut werden, im Falle von Derivaten des Inhibitors C-16 L-konfigurierte
P4-Reste. Solche Derivate des Inhibitors C-16 missten wegen der Ausrichtung des P4-Rests in einer
anderen Konformation an die ZIKV-Protease binden als die Ausgangsverbindung C-16, um einen
sterischen Zusammenstol3 zwischen dem Enzym und der P4-Seitenkette zu verhindern. Bei Derivaten
der Inhibitoren C-14 und C-15 hingegen ist auf den ersten Blick nicht mit einer Konformationsanderung
durch die Anwesenheit einer P4-Seitenkette zu rechnen.

Ausgehend von C-14, C-15 und C-16 ist auch die Entwicklung von P5-modifizierten Derivaten denkbar.
Da der P5-Rest aller drei Verbindungen ins Ldsungsmittel ragt, sind spezifische Adressierungs-

mdoglichkeiten kaum gegeben und die VVorhersage der Stereopraferenz ist entsprechend schwierig.

3.2.2.2 Derivate der Inhibitoren C-14, C-15 und C-16

Wie im vorigen Abschnitt beschrieben, sind ausgehend von den Inhibitoren C-14, C-15 und C-16 durch
Austausch des Glycins oder des p-Alanins in P5- bzw. P4-Position Derivate mit modifiziertem
Linkersegment leicht zugéanglich. Zunachst wurden auf Basis des Inhibitors C-16 (Gly—Gly als
P5-P4-Segment) die Verbindungen C-18 bis C-23 hergestellt und enzymkinetisch mit der ZIKV- und
der WNV-Protease charakterisiert (Tab. 3.7, S.66). An den Inhibitoren C-18 bis C-21 wurde eine
Préferenz flr L-konfigurierte P4-Reste festgestellt. Diese Praferenz war aufgrund der Konformation des
Inhibitors C-16 im Komplex mit der ZIKV-Protease bereits im vorigen Abschnitt vermutet worden. Die
Hypothese, dass bei Vorhandensein von P4-Seitenketten bei Bindung an die Protease eine gegeniber
C-16 veranderte Konformation eingenommen werden muss, lasst sich an den Ki-Werten der
Verbindungen C-18 bis C-21 bestétigen: Die Ki-Werte der vier Derivate liegen hoher als diejenigen des
Inhibitors C-16. Beim Einbau von L- bzw. D-Phenylalanin in P5-Position (C-22, C-23) besteht eine
leichte Préferenz fir D-Phenylalanin: Das D-Derivat C-23 zeigt eine um einen Faktor 3,5 bzw. 4,5
starkere Hemmwirkung als sein L-Analogon C-22; allerdings ist die Hemmwirkung beider Derivate

geringer als die der Ausgangsverbindung C-16.
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Tabelle 3.7 Derivate des Inhibitors C-16 mit variiertem P5- oder P4-Rest.

P4

R3 RT H NH
T)(ﬁ)\rf I\/V ’
OTNH O P nH
NH OWNHZ
o NH
HN.__NH,
NH
Ki [uM]
Nr. P5 P4 HPLC [%B]
ZIKV-Pro. WNV-Pro.
C-16 Gly Gly 0,00374 + 0,00020 0,129 + 0,007 12,0
C-18 Gly Ala 0,0922 £ 0,010 1,17 £ 0,05 13,4
c-19 Gly p-Ala 0,187 £ 0,016 6,97 £ 0,09 13,3
C-20 Gly Phe 0,0319 £ 0,0022 0,657 £0,018 21,8
c-21 Gly D-Phe 0,139 £ 0,020 17,3+£1,0 20,1
C-22 Phe Gly 0,0576 £ 0,0031 4,07 £0,28 20,7
c-23 D-Phe Gly 0,0169 £ 0,0005 0,908 £ 0,029 20,9

Ebenfalls auf Basis des Inhibitors C-16 wurden die Verbindungen C-24 bis C-31 entwickelt (Tab. 3.8).
Bei diesen Verbindungen wurde das Linkersegment um eine a-Aminosaure erweitert, sodass jeweils ein
P6-Rest vorhanden ist. Diese RingvergréRerung um eine Aminosaure geschah vor allem im Hinblick
auf die mdogliche Entwicklung zellpenetrierender Inhibitoren. Ein géngiges Motiv cyclischer
zellpenetrierender Peptide ist eine Oligo-Arginin-Sequenz, die an ein Segment aus wenigstens zwei
hydrophoben Aminosdauren gekuppelt ist. Haufig sind diese Peptide aus sieben bis acht Resten
aufgebaut.1®>1517" Durch den Einbau eines P6-Rests handelt es sich bei den Derivaten C-24 bis C-31
um cyclische Heptapeptide. Ebenfalls im Hinblick auf die mogliche Entwicklung zellpenetrierender
Inhibitoren wurde durch den Einbau von L- bzw. D-Phenylalanin Gberpruft, inwiefern und mit welcher

Stereopraferenz hydrophobe Seitenketten in P6-, P5-, und P4-Position toleriert werden.

Vom Inhibitor C-25 wurde eine Kristallstruktur im Komplex mit der ZIKV-Protease bestimmt
(Abb. 3.10A). Die Konformation des P3-P1-Segments unterscheidet sich nicht wesentlich von der der
Leitstruktur 42 und des Inhibitors C-16. Die Positionierung und die Konformation des Linkers
unterscheiden sich allerdings wesentlich von den bisher beobachteten (Abb. 3.10B): Ublicherweise, wie
bei der Leitstruktur 42 oder dem Inhibitor C-16, beschreibt das Linkersegment einen Bogen oberhalb
des P1-Guanidins. Beim Inhibitor C-25 beschreibt der Linker ebenfalls einen Bogen, dieser liegt jedoch
direkt oberhalb des P3-P1-Rickgrats. Diese Konformation wird durch drei intramolekulare, polare
Wechselwirkungen stabilisiert: Durch die auch bei anderen Inhibitoren haufig beobachtete

Wasserstoffbricke zwischen dem P1-Guanidin und dem P4-Carbonylsauerstoff sowie durch
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Tabelle 3.8 Inhibitoren mit Linkersegmenten aus vier a-Aminosaduren.

o NH
HN.__NH,
NH
Nr. P6 P5 P4 v HPLC [%B]
ZIKV-Pro. WNV-Pro.

C-24 Gly Gly Phe 0,315 £ 0,022 5,93 £0,80 20,9
C-25 Gly Gly D-Phe 0,0144 + 0,0015 1,74 +0,04 19,4
C-26 Gly Phe Gly 0,145 + 0,005 3,32+0,11 20,7
c-27 Gly D-Phe Gly 0,204 £ 0,004 3,43+0,18 20,3
C-28 Phe Gly Gly 0,0399 + 0,0062 2,04+0,10 20,6
C-29 D-Phe Gly Gly 0,0171 + 0,0004 1,32+0,04 20,7
C-30 Gly Gly Arg 0,0699 + 0,0017 5,30 £ 0,05 12,8
C-31 Gly Gly D-Arg 0,00862 + 0,00028 1,22 £0,03 12,6

A /*\x()"’
C-2
P

Uberlagerung
C-16,C-25

Abbildung 3.10 (A) Kristallstruktur des Inhibitors C-25 im Komplex mit der ZIKV-Protease. Auflésung: 2,00 A. Interaktionen
des P3- und des P2-Rests und des Inhibitorriickgrats mit dem Enzym sind nicht gezeigt. (B) Uberlagerung der Komplex-
strukturen der Inhibitoren C-16 und C-25. Die Enzymoberflache in Tafel B ist der Komplexstruktur von C-25 entnommen.
Rontgenstrukturanalyse durch S. HUBER (AG STEINMETZER).

Wasserstoffbriicken vom amidischen P2-NH zum P5-Carbonylsauerstoff und vom P5-NH zum
P1-Carbonylsauerstoff. Diese intramolekulare Stabilisierung ist sicherlich dafur verantwortlich, dass der
Inhibitor C-25 trotz der stark verénderten Konformation des Makrocyclus immer noch eine hohe
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Affinitat zur ZIKV-Protease hat. Wie im vorigen Abschnitt bereits spekuliert wurde, geht die
P4-Seitenkette tatsachlich Van-der-Waals-Kontakte mit der Seitenkette von V155 ein, was vermutlich
zur Affinitat beitragt. Eine weitere, bisher nicht beobachtete Neuerung ist die Wechselwirkung zwischen
dem P1-Guanidin und G159. Bei den meisten Inhibitoren existieren zwischen der P1-Guanidinogruppe
und dem Carbonylsauerstoff G159 eine direkte und eine wasservermittelte Wechselwirkung. (vgl. z.B.
Abb. 2.5B, S.40). Beim Inhibitor C-25 betrégt der Abstand vom Carbonylsauerstoff des G159 zum
naheren N,, des P1-Guanidins 4,3 A, was fir eine direkte polare Wechselwirkung zu groR ist. Allerdings
ist der Freiraum zwischen G159 und dem P1-Guanidin durch ein zusatzliches Wassermolekil besetzt,
sodass sich die in Abbildung 3.10A gezeigten wasservermittelten Wechselwirkungen ergeben.

In einer weiteren Serie wurden Derivate des Inhibitors C-15 (P5-B-Ala) hergestellt (Tab. 3.9). Dabei
wurde nur der P4-Rest variiert. Da diese Serie mit dem Ziel entwickelt wurde, die Seitenketten von

V154 oder V155 zu adressieren, wurden nur hydrophobe Aminosauren als P4-Rest eingebaut.

Tabelle 3.9 Derivate des Inhibitors C-15 mit variiertem P4-Rest.

P4 NH,

—A—

y ©

N

N
4 (0]
OTNH O R HN
NH OWNHZ
o NH
HN._NH,
NH
Ki [uM]
Nr. P4 HPLC [%B]
ZIKV-Pro. WNV-Pro.

C-15 Gly 0,00735 +0,00039 0,468 + 0,003 12,6
C-32 Ala 0,075 £ 0,003 7,76 £ 0,09 12,7
C-33 Val 0,340 £ 0,066 39,7+2,9 16,6
C-34 Leu 0,124 £ 0,002 10,3+0,3 19,6
C-35 p-Ala 0,00562 £ 0,00110 1,43+0,17 13,4
C-36 p-Val 0,00826 + 0,00205 1,68 £ 0,26 15,7
Cc-37 D-Leu 0,00430 + 0,00024 1,03+0,20 18,7
C-38 p-Nle 0,00494 £ 0,00029 0,892 £ 0,043 19,1
C-39 p-Cha 0,00694 £ 0,00058 0,735 £ 0,054 24,2
C-40 D-Pro 0,0210 £ 0,0028 2,59+0,30 15,1
C-41 D-Phg 0,00484 + 0,00014 0,371 £ 0,008 17,3
C-42 D-Phe 0,00306 £ 0,00149 1,92 + 0,859 20,1
C-43 p-hPhe 0,0103 £ 0,0032 1,29+ 0,538 23,1
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Anhand der Verbindungen C-32 bis C-34 mit Alanin, Valin bzw. Leucin als P4-Rest sowie ihren
D-Analoga C-35 bis C-37 wurde eine Préferenz fiir D-Aminosauren in P4-Position festgestellt. Diese
Tendenz war bereits auf Basis der Konformation von C-15 im Komplex mit der ZIKV-Protease vermutet
worden (vgl. Abb. 3.9B, S.64). Damit unterscheidet sich diese Tendenz wie erwartet von den Derivaten
des Inhibitors C-16, die ein um eine Methylengruppe verkirztes Linkersegment besitzen und eine
Préaferenz flr L-konfigurierte P4-Reste zeigen (vgl. Tab. 3.7, S.66). Die Inhibitoren C-35 (D-Ala) und
C-37 (D-Leu) zeigen eine hohere Affinitat zur ZIKV-Protease als die Ausgangsverbindung C-15 (Gly).
Um eine zusétzliche Erhéhung der Affinitat zu erzielen, wurde eine Reihe weiterer Inhibitoren mit
hydrophoben D-Aminosauren in P4-Position synthetisiert (C-38 bis C-43). Im Vergleich zum Glycin-
Derivat C-15 wurde bei den Inhibitoren C-38 (D-Nle), C-41 (D-Phg) und C-42 (D-Phe) eine leichte
Erh6hung der Affinitat zur ZIKV-Protease festgestellt. Die hochste Affinitat zur ZIKV-Protease hat
dabei das D-Phenylalanin-Derivat C-42.

Obwohl die ZIKV-Protease von den in dieser Arbeit vorgestellten Inhibitoren deutlich effektiver
gehemmt wird als die WNV-Protease, l&sst sich in der Regel fiir beide Proteasen eine ahnliche Struktur-
Wirkungs-Beziehung beobachten. Bei der Serie der C-15-Derivate findet sich eine interessante
Abweichung von dieser Regel: Entweder erhéht sich die Hemmwirkung auf die ZIKV-Protease durch
den Einbau hydrophober D-Aminosauren als P4-Rest im Vergleich zum Glycin-Derivat C-15 oder bleibt
in der gleichen GréRenordnung (eine Ausnahme bildet das D-Prolin-Derivat C-40). Bei der
Hemmwirkung auf die WNV-Protease wird der gegenteilige Effekt beobachtet: Diese verringert sich
beim Austausch des P4-Glycins gegen Reste mit Seitenketten. Diese Tendenz ist vermutlich auf das im
Vergleich zur ZIKV-Protease schmalere aktive Zentrum der WNV-Protease zurtickzufiihren. Einzig das
D-Phenylglycin-Derivat C-41 zeigte eine etwas hohere Affinitit zur WNV-Protease als die
Ausgangsverbindung C-15.

Von vier Derivaten des Inhibitors C-15 wurden Kristallstrukturen im Komplex mit der ZIKV-Protease
bestimmt (Abb. 3.11, S.71). Aus diesen geht hervor, dass die Art des P4-Rests einen erheblichen
Einfluss auf die Positionierung und die Konformation des gesamten Linkersegments ausuibt. Ndhme die
Verbindung C-33 mit L-Valin als P4-Rest in ihrer gebundenen Form die gleiche Rickgratkonformation
ein wie C-15 (vgl. Abb. 3.9B, S.64), so ware zu erwarten, dass die Seitenkette des L-Valins vom Enzym
weg ins Lasungsmittel ragt. Bedingt durch den hydrophoben Effekt wird diese Konformation in der
tatsachlichen Komplexstruktur des Inhibitors C-33 nicht beobachtet. Vielmehr ist die Seitenkette des
P4-Valins direkt oberhalb der Seitenkette von V155 positioniert, sodass Van-der-Waals-Kontakte
vorliegen (Abb. 3.11A). Diese Ausrichtung der P4-Seitenkette induziert Konformationsanderungen
aller Reste mit Ausnahme des P2- und des P1-Rests (Abb. 3.11E). Am P4-Rest induziert die Valin-
Seitenkette eine Rotation der Bindung zwischen dem C, und dem N, des P3-Rests (der Diederwinkel
betragt bei C-33 100°, bei C-15 132°). Dadurch wird die P4-P3-Peptidbindung derart verschoben, dass

keine intramolekulare Wechselwirkung zwischen dem P4-Carbonylsauerstoff und dem P1-Guanidin
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mehr vorliegt. Durch die Rotation wird auch die Seitenkette des P3-Lysins in eine von den ubrigen
Inhibitoren abweichende Konformation gezwungen, die zwar eine polare Wechselwirkung mit dem
Carbonylsauerstoff von F84* zulésst, aber unglnstig fur die Ausbildung einer Interaktion mit D83* ist.
Die abweichende Konformation der P3-Seitenkette ermdglicht beim Inhibitor C-33 die Bildung einer
wasservermittelten Wechselwirkung mit der NH-Gruppe des VV155. Ein weiterer Effekt der Rotation der
zwischen dem C, und dem N, des P3-Rests ist die Teilnahme der amidischen P3-NH-Gruppe an der
intramolekularen Stabilisierung, die im Falle des Inhibitors C-33 (iber zwei Wassermolekdile vermittelt
wird. Ahnliche wasservermittelte Stabilisierungen wurden bei den Komplexstrukturen der Inhibitoren
C-4 und C-8 beobachtet (vgl. Abb. 3.8C und F, S.60), bei der Mehrzahl an Inhibitoren wurde jedoch
nur eine Verbriickung Uber ein Wassermolekil gefunden. Des Weiteren wird die Konformation des
Inhibitors C-33 durch eine intramolekulare Wasserstoffbriicke zwischen dem P5-Rest und dem
P1-Guanidin stabilisiert. Im Ganzen fuhren all diese Konformationsanderungen zu einer weniger
gunstigen Interaktion mit dem Enzym, woraus sich die im Vergleich zum Glycin-Derivat C-15 stark
verringerte Affinitat des Valin-Derivats C-33 ergibt.

Auch auf den Einbau D-konfigurierter Aminosauren in die P4-Position folgt eine Anderung der
Linkerkonformation; das P3-P1-Segment bleibt dagegen im Vergleich zum Inhibitor C-15 oder zur
Leitstruktur 42 unveréndert. Beim D-Alanin-Derivat C-35 (Abb. 3.11B) ist das P5-B-Alanin im
Vergleich zum P5-B-Alanin von C-15 leicht nach Osten verschoben. Die kurze Seitenkette des
P4-D-Alanins ist zwar oberhalb von V155 positioniert, der kiirzeste Abstand zwischen diesen beiden
Resten ist jedoch mit 5,1 A zu lang fir Van-der-Waals-Kontakte. Die im Vergleich zu C-15 etwas
erhdhte Affinitat des Inhibitors C-35 zur ZIKV-Protease ist daher auf die im Vergleich zum Glycin
reduzierte Flexibilitdt des D-Alanin-Rickgrats zuriickzufiihren, aus der ein geringerer Entropieverlust
bei der Bindung an das Enzym resultiert. Dass in der Komplexstruktur von C-35 die wasservermittelte
Wechselwirkung zum G159 sowie die intramolekulare wasservermittelte Wechselwirkung nicht

beobachtet wurden, ist vermutlich der vergleichsweise niedrigen Auflésung (1,95 A) geschuldet.

Abbildung 3.11 (S.71) Komplexkristallstrukturen P4-modifizierter Derivate des Inhibitors C-15. Interaktionen des P3-Rests
sind nur in Tafel A gezeigt. Interaktionen des P2-Rests und des Inhibitorriickgrats mit dem Enzym sind nicht gezeigt.
(A) Inhibitor €C-33 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (B) Inhibitor C-35 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (C) Inhibitor C-38
im Komplex mit der ZIKV-Protease. (D) Inhibitor C-42 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (E) Uberlagerung der
Komplexstrukturen der Inhibitoren C-15, C-33 und C-35. (F) Uberlagerung der Komplexstrukturen der Inhibitoren C-15, C 38
und C-42. Die Farben der Inhibitor-Kohlenstoffatome in den Uberlagerungen entsprechen denjenigen aus den Tafeln A-D. Die
Abstande zwischen G159 und dem P1-Guanidin in den Tafeln A, B und D sind fir direkte polare Wechselwirkungen zu lang
und sind nur zu Vergleichszwecken angegeben. Auflésungen: (A) 1,38 A; (B) 1,95 A; (C) 1,45 A; (D) 1,30 A. Rontgenstruktur-
analyse durch S. HUBER (AG STEINMETZER).
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A

C-33/ZIKV-Pro.
PDB: 7PFY

C-38/ZIKV-Pro.
PDB: 7PFQ

C-42/ZIKV-Pro.
PDB: 70BV

Abbildung 3.11 Beschreibung siehe S.70.
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Eine starke Abweichung von der Konformation des Inhibitors C-15 und der der Leitstruktur 42 wurde
fiir das D-Norleucin-Derivat C-38 (Abb. 3.11C) und das D-Phenylalanin-Derivat C-42 (Abb. 3.11D)
gefunden. Diese neue Konformation soll hier und im Folgenden als gefaltete Konformation bezeichnet
werden. Anders als in den meisten vorangegangen Komplexstrukturen beobachtet, liegt das
Linkersegment nicht bogenférmig (ber dem P1-Guanidin, sondern oberhalb des Rickgrats des
P3-P1-Segments. Wegen verdnderter Abstdnde und Winkel ist bei dieser Inhibitorkonformation keine
polare Wechselwirkung zwischen dem P4-Carbonylsauerstoff und dem P1-Guanidin vorhanden. Die
wasservermittelte Stabilisierung des Inhibitorriickgrats, wie sie beispielsweise beim Inhibitor C-33
auftritt (Abb. 3.11A), fehlt. Dass die Inhibitoren C-38 und C-42 dennoch eine hohe Affinitat zur ZIKV-
Protease zeigen, ist durch das VVorhandensein neuer Wechselwirkungen erklérbar. Beide Inhibitoren sind
in ihrer gebundenen Form durch jeweils drei intramolekulare Wasserstoffbriicken stabilisiert: Zwischen
dem Po-NH und dem P4-Carbonylsauerstoff, zwischen dem P5-NH und dem P2-Carbonylsauerstoff
sowie zwischen dem amidischen P2-NH und dem P5-Carbonylsauerstoff. Diese Wasserstoffbriicken
sind bei beiden Inhibitoren gleich lang; insgesamt liegen die Riickgrate beider Inhibitoren in nahezu
identischer Konformation vor, wie die Uberlagerung in Abbildung 3.11F zeigt.

Das Ziel, mit der P4-Seitenkette der modifizierten Inhibitoren V155 zu adressieren, wurde erreicht. Es
ist davon auszugehen, dass eine effektive Van-der-Waals-Wechselwirkung zwischen P4-Seitenkette und
V155 nur bei gefalteter Konformation des Inhibitors moglich ist. Dass das D-Phenylalanin-Derivat C-42
eine etwas hohere Affinitat zur ZIKV-Protease als das D-Norleucin-Derivat C-38 zeigt, ist vermutlich
eine Folge der niedrigeren Flexibilitit der P4-Seitenkette bei C-42 und einer effektiveren
Wechselwirkung mit V155 (Abb. 3.11C und D). Eine Konformation des Inhibitorriickgrats, die der
gefalteten sehr ahnelt, wurde bereits beim Inhibitor C-25 (vgl. Abb. 3.10, S.67), der wie C-42
D-Phenylalanin als P4-Rest enthélt, aber ein langeres Linkersegment besitzt, gefunden. Die Erkenntnisse
aus den Strukturen von C-38 und C-42 beachtend ist davon auszugehen, dass beim Inhibitor C-25 die
P4-Seitenkette und nicht die VVerlangerung des Linkersegments um eine Aminosaure die ungewohnliche

Konformation induziert.

Ausgehend vom Inhibitor C-14 (P5-Gly, P4-B-Ala) wurden zwei Derivate hergestellt (Tab. 3.10): Bei
den Verbindungen C-44 und C-45 wurden D- bzw. L-B?>-Homophenylalanin als P4-Rest eingebaut (bei
dieser Aminosdure entsprechen D- und (S)- bzw. L- und (R)-Konfiguration einander). Fir beide
Inhibitoren wurden deutlich hohere Ki-Werte als fur die Ausgangsverbindung C-14 bestimmt.
Bemerkenswerterweise ist der Affinitatsunterschied zwischen C-44 und seinem L-Analogon C-45
deutlich geringer als bei anderen P4-Diastereomerenpaaren (vgl. Tab. 3.7, S.66; Tab. 3.8, S.67; Tab. 3.9,
S.68). Die WNV-Protease zeigt, anders als die ZIKV-Protease, eine Praferenz fiir das L-Derivat C-45.
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Tabelle 3.10 P4-modifizierte Derivate des Inhibitors C-14.

NH,

Ki [uM]
Nr. P4 HPLC [%B]
ZIKV-Pro. WNV-Pro.

o)

C-14 /(N/\)J\ 0,00172 +0,00003 0,0686 +0,0131 11,9
H

0

C-44 /(H/jsyj\* 0,0630 £ 0,0042 14,8 + 0,09 19,4
Ph

C-45 A”/@J\* 0,0860 + 0,0103 6,49 £ 0,01 20,2

P

Vom Inhibitor C-44 wurde eine Kristallstruktur im Komplex mit der ZIKV-Protease bestimmt
(Abb. 3.12A, S.74). Zur Synthese der Inhibitoren C-44 und C-45 wurde der P4-Baustein als Racemat
eingesetzt (s. Kapitel 3.9.2, S.128f.); zwar gelang im Laufe der Synthese die Trennung der
diastereomeren Vorldufermolekile der Inhibitoren C-44 und C-45, die Zuordnung der Konformation
des P4-Rests konnte jedoch erst auf Basis der Komplexkristallstruktur von C-44 erfolgen. Aus dieser
Kristallstruktur erschlieft sich auch der Grund fur die niedrige Hemmwirkung des Derivats C-44 im
Vergleich zur Ausgangsverbindung C-14. Induziert durch die Van-der-Waals-Wechselwirkungen
zwischen der P4-Seitenkette und V155 ist das Rlckgrat des Linkersegments des Inhibitors C-44 im
Vergleich zu demjenigen von C-14 deutlich nach Osten in Richtung der katalytischen Triade verschoben
(Abb. 3.12B). Dadurch werden zwei der drei intramolekularen Wechselwirkungen des P1-Guanidins,
die beim Inhibitor C-14 auftreten, nicht mehr ausgebildet (vgl. Abb. 3.9A; S.64). Beim Inhibitor C-44
liegt dafiir zusétzlich eine intramolekulare Wechselwirkung zwischen dem P1-Carbonylsauerstoff und
dem P4-NH vor. Demzufolge ist die Konformation des Inhibitors C-44 weniger stabilisiert als die der
Ausgangsverbindung C-14. Zwischen dem P1-Guanidin des Inhibitors C-44 und G159 liegen zwei
wasservermittelte Interaktionen vor; eine vergleichbare Interaktion wurde ansonsten nur in der
Komplexstruktur des Inhibitors C-25 beobachtet (vgl. Abb. 3.10, S.67).

Die Van-der-Waals-Kontakte zwischen der P4-Seitenkette und V155 sind in den Komplexstrukturen
aller P4-modifizierten Derivate mit ausreichend langer Seitenkette vorhanden. Bei Ausbildung dieser

Wechselwirkung kommt es vermutlich zu einer thermodynamisch giinstigen Verdrdngung von
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Wassermolekiilen. Die in Abbildung 3.12C dargestellte Uberlagerung der Derivate C-25, C-42 und
C-44, die allesamt eine Benzylgruppe als P4-Seitenkette besitzen, zeigt, dass die Positionierung des
P4-Benzylrests kaum variiert. Da die Wechselwirkung mit der Seitenkette von V155 zwangslaufig zu
einer Konformationsanderung des Inhibitorriickgrats im Linkersegment fihrt, resultieren daraus
Unterschiede in der Anzahl intramolekularer Wechselwirkungen und unterschiedlich starke

Hemmwirkungen.

A

C-44/ZIKV-Pro. . ‘ Uberlagerung?.
PDB: 702 , 44

Abbildung 3.12 (A) Kristallstruktur des Inhibitors C-44 im Komplex mit der ZIKV-Protease, Aufldsung: 1,90 A. (B) Uberlagerung
der Komplexstrukturen von C-14 und C-44, die Enzymoberflache entstammt der Struktur des C-14/ZIKV-Protease-Komplexes
(PDB:7VLH). (C) Uberlagerung der Komplexstrukturen der Inhibitoren C-25, C-42 und C-44, die Enzymoberfliche entstammt
der Struktur des C-25/ZIKV-Protease-Komplexes (PDB:7ZWK). Rontgenstrukturanalyse durch S. HUBER (AG STEINMETZER).
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3.2.2.3 Linkersegmente ohne P4-Rest

An den Inhibitoren C-46 bis C-49 wurde untersucht, inwiefern eine Verkniipfung des P3-Rests mit dem
P1-Rest Uber eine einzelne Aminosdure sinnvoll sei (Tab. 3.11). Getestet wurden der Einbau von
g-Aminocapronsdure, 8-Aminovaleriansdure, y-Aminobuttersdure und p-Alanin, was Linkersegmenten
mit vier bis sieben Ruckgratatomen entspricht. In allen vier Fallen wurde im Vergleich zur
Leitstruktur 42 (Gly—3-Amphac-Linkersegment mit 11 Ruckgratatomen) eine Erhéhung des Ki-Werts
um den Faktor 400 bis iber 6000 beobachtet. Dabei gibt es keine eindeutige Korrelation zwischen der
Lange des Linkersegments und dem Ki-Wert. Wegen der niedrigen Hemmwirkungen der Inhibitoren
C-46 bis C-49 wurden keine weiteren Derivate mit nur aus einer Aminoséure bestehenden Linker-
segmenten hergestellt.

Tabelle 3.11 Inhibitoren mit Linkersegmenten aus einer einzelnen Aminosaure.

Pw-P4

H
*—NI\/\/NHZ
o NH

0O,
})\/\/\N'_|2

NH

o
HN._NH,
NH
Ki [uM]
Nr. Pw P4 HPLC [%B]
ZIKV-Pro. WNV-Pro.
42 23 Gly 3-Amphac 0,00168 + 0,00036 0,149 + 0,050 17,0
47 20 3-Amphac - 0,0373 £ 0,0047 15,3+0,8 18,0
C-46 20 e-Aca - 1,48 £0,20 63,3+74 11,9
C-47 19 6-Ava - 9,24 £ 2,59 23957 12,4
C-48 18 y-Abu - 11,0+ 2,5 116 £ 22 11,9
C-49 17 B-Ala - 7,91 +2,00 91,8 £20,5 11,9

3.2.3  P3-Modifikationen

In Tabelle 3.12 (S.77) sind die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten P3-modifizierten Derivate
zusammengefasst. Die ersten Aminosduren, die als Lysin-Ersatz getestet wurden, besitzen ebenfalls eine
basische Seitenkette: Die Verbindungen C-50 und C-51 wurden zu dem Zweck synthetisiert, die
Madglichkeiten zur Entwicklung zellpenetrierender Inhibitoren zu untersuchen (Oligo-Arginin-
Segmente sind hdufig in zellpenetrierenden Peptiden zu finden). Sowohl fiir das Norarginin-Derivat
C-50 als auch das Arginin-Derivat C-51 wurden Hemmwerte in der gleichen GroRenordnung wie fiir
die Leitstruktur 42 bestimmt, was eine zu YOSHIDA analoge Entwicklung zellpenetrierender Peptide
grundsatzlich erlauben sollte.'®® Obwohl auch die Aminomethylphenylalanin-Derivate C-52 und C-53

einen basischen P3-Rest besitzen, wurden fir diese niedrigere Hemmwirkungen beobachtet.
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Es wurde bereits mehrfach diskutiert, dass der hydrophile Charakter peptidischer Verbindungen zu einer
geringen Membranpermeabilitat fuhrt. Bei den bisher vorgestellten Verbindungen (C-1 bis C-49) fuhrt
der basische Charakter des P3-, des P2-, und des P1-Rests bei physiologischem pH zu einer dreifachen
Protonierung. Fir solche dreifach positiv geladenen Peptide ist von einer deutlich reduzierten
Membranpermeabilitat im Vergleich zu ungeladenen Peptiden auszugehen. In einigen Arbeiten zu
multibasischen Inhibitoren des Flavivirins wurde die geringe Membranpermeabilitit experimentell
belegt.1421431%6.164 Daher wurden weitere Derivate der Leitstruktur 42 (C-54 bis C-69) mit nicht-
basischen P3-Resten hergestellt, um den basischen Charakter zu reduzieren und die Lipophilie zu
erhohen.

Glutamin wurde im Inhibitor C-54 als P3-Rest eingebaut, da es als P3-Rest an der natirlichen Flavivirin-
Schnittstelle zwischen NS4A und der 2K-Doméane vorkommt.?®® AuRerdem wurden Citrullin als
neutrales Arginin-Mimetikum (C-55) und e-Hydroxy-Norleucin als neutrales Lysin-Mimetikum (C-56)
getestet. Die Hemmwirkung dieser drei Verbindungen auf beide Proteasen entspricht in etwa der
Hemmwirkung des 3-Aminomethylphenylalanin-Derivats C-52. Als néchstes wurde eine Reihe von
Phenylalanin-Derivaten mit polaren Substituenten am Aromaten hergestellt (C-57 bis C-61). Im
Vergleich zu den Inhibitoren mit polarer, nicht-aromatischer P3-Seitenkette (C-54 bis C-56) zeigen jene
eine niedrigere Hemmwirkung. Fiir die Inhibitoren C-62 (Trp), C-63 (Phe) und C-65 (2-Nal) mit
unsubstituierten aromatischen Seitenketten wurde interessanterweise eine ahnlich effektive Hemmung
wie flir C-54 bis C-56 bestimmt. Beim 2-Naphthylalanin-Derivat C-65 gilt dies allerdings nur fiir die
Hemmung der ZIKV-Protease, bei der Messung mit der WNV-Protease wurde ein vergleichsweise
hoher Ki-Wert von 5,09 uM ermittelt. Dies ist vermutlich auf den grof3en sterischen Anspruch des
Naphthylalanins in Kombination mit dem vergleichsweise engen aktiven Zentrum der WNV-Protease
zurilickzufiihren (vgl. Kapitel 1.2.2.1, S.28). Zuletzt wurden die Inhibitoren C-67 bis C-69 mit
aliphatischer P3-Seitenkette hergestellt. Es ist festzuhalten, dass bei Einbau nicht-basischer
Aminoséuren als P3-Rest die Affinitdt zur ZIKV-Protease im Vergleich zur Leitstruktur 42 um
wenigstens den Faktor 20 fallt, zur WNV-Protease wenigstens um den Faktor 4,5. Absolut betrachtet
hemmen jedoch viele dieser Verbindungen die ZIKV-Protease mit Ki-Werten von ca. 40-50 nM und die
WNV-Protease mit Ki-Werten von ca. 1 uM. Neben der Abwesenheit der positiven Ladung an der
P3-Seitenkette wird bei vielen Verbindungen der lipophile Charakter signifikant erhoht. Beide Faktoren
konnten zu einer im Vergleich zum Lysin-Derivat 42 erhéhten Membranpermeabilitat beitragen, was
eine Substitution am P3-Rest legitimiert.

Von den Inhibitoren C-50, C-56, C-58, C-62 und C-65 wurden Kristallstrukturen im Komplex mit der
ZIKV-Protease bestimmt (Abb. 3.13, S.79). In den Komplexstrukturen unterscheiden sich nur die
Konformation und Positionierung des jeweiligen P3-Rests voneinander, wéhrend das Inhibitorriickgrat
und die tbrigen Seitenketten nahezu identisch wie bei der Leitstruktur 42 positioniert sind (Abb. 3.13A).

Es ist dartber hinaus festzustellen, dass die polaren P3-Seitenketten des Norarginin-Derivats C-50
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(Abb. 3.13B) und des e-Hydroxy-Norleucin-Derivats C-56 (Abb. 3.13C) &hnlich ausgerichtet sind wie
das P3-Lysin der Leitstruktur 42 und eine polare Interaktion mit dem Carbonylsauerstoff des F84*
eingehen. Wechselwirkungen mit D83* und S85* wurden in den Komplexstrukturen der Verbindungen
C-50 und C-56 hingegen nicht beobachtet. Beim e-Hydroxy-Norleucin-Derivat C-56 liegen des
Weiteren eine wasservermittelte Wechselwirkung mit der NH-Gruppe des V155 sowie eine Interaktion
mit einem weiteren Wassermolekil vor. Eine dhnliche Ausrichtung der P3-Seitenkette wurde beim
linkermodifizierten Inhibitor C-33 beobachtet (vgl. 3.11A, S.71).

Tabelle 3.12 P3-modifizierte Derivate des Inhibitors 42. Die Inhibitoren C-57, C-64 und C-66 wurden von L.C. SCHMACKE
synthetisiert und enzymkinetisch charakterisiert.

o NH
HN\n/NHZ
NH
Ki [uM]
Nr. HPLC [%B]
ZIKV-Pro. WNV-Pro.

42 Lys 0,00168 + 0,00036 0,149 + 0,050 17,0
C-50 nArg 0,00225 + 0,00006 0,141 £ 0,003 16,7
C-51 Arg 0,00334 + 0,00071 0,209 £ 0,019 18,0
C-52 Phe(3-CH,NH>) 0,0454 £ 0,0163 1,36+ 0,46 19,8
C-53 Phe(4-CH2NH,) 0,0178 £ 0,0004 0,964 £ 0,025 19,4
C-54 GIn 0,0524 £ 0,0038 0,742 £ 0,026 17,3
C-55 Cit 0,0525 £ 0,0031 0,824 £ 0,061 18,2
C-56 Nle(e-OH) 0,0331+£0,0011 0,905 £ 0,065 19,2
C-57207 Tyr 0,197 £ 0,008 3,75+0,12 22,8
C-58 Tyr(3-NH,) 0,187 £0,014 2,13+£0,12 18,1
C-59 Tyr(3-NH2,0-C(NH)NH3) 0,192 £ 0,046 4,72 £0,23 23,1
C-60 Phe(3-CN) 0,0725 £ 0,0194 3,04 £0,01 27,8
Cc-61 Phe(3-C(O)NH,) 0,190 £ 0,019 5,87+0,73 22,8
C-62 Trp 0,0344 £ 0,0022 0,678 £ 0,058 28,5
Cc-63 Phe 0,0593 £ 0,0023 1,53+0,12 27,5
C-64207 hPhe 0,442 £ 0,012 3,85+0,30 29,8
C-65 2-Nal 0,0481 £ 0,0011 5,09 £ 0,92 33,2
C-66207 1-Nal 0,266 £ 0,011 3,15+0,26 33,1
Cc-67 Cha 0,0407 £ 0,0029 1,61+0,32 31,8
C-68 Nle 0,0735 £ 0,0027 1,27 £ 0,003 25,6
Cc-69 Ala 0,0469 £ 0,0063 0,714 £ 0,033 18,5
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Eine veranderte Ausrichtung der P3-Seitenkette wurde bei den Inhibitoren C-58, C-62 und C-65 mit
aromatischem P3-Rest gefunden (Abb. 3.13D-F): Die P3-Seitenkette ist jeweils ber V154 und V155
positioniert, vermutlich als Folge des hydrophoben Effekts. Beim 2-Aminotyrosin-Derivat C-58
(Abb. 3.13D) sind auferdem polare und wasservermittelte Wechselwirkungen ausgehend von der
Hydroxy- bzw. der Aminogruppe der P3-Seitenkette vorhanden, die allerdings wegen groRer Langen
oder ungunstiger Winkel als verhaltnismagig schwach einzustufen sind. An der Komplexstruktur des
Tryptophan-Derivats C-62 (Abb. 3.13E) ist auffallig, dass sich das aromatische System der
P3-Seitenkette nicht wie bei den Verbindungen C-56 und C-65 flach auf V154 und V155 legt, sondern
um 90° nach oben gekippt ist und ins Losungsmittel ragt. Dennoch wird ein VVan-der-Waals-Kontakt zur
Seitenkette des V155 ausgebildet. Allein auf Basis der Komplexstrukturen der Inhibitoren C-58, C-62
und C-65 ware daher zu erwarten, dass das Tryptophan-Derivat C-62 am wenigsten affin zur ZIKV-
Protease ist. Da C-62 aber tatséchlich unter den drei Verbindungen der potenteste Inhibitor ist,
unterscheiden sich moglicherweise die gebundene Form in Losung und die im kristallisierten Komplex
voneinander. Eine mdgliche Ursache der unerwarteten Ausrichtung der P3-Tryptophan-Seitenkette ist
die Interaktion mit den C-terminalen Resten der NS2B-Kette, deren Elektronendichte in allen
Komplexstrukturen, die in dieser Arbeit vorgestellt werden, fehlt; der letzte sichtbare Rest ist in der
Regel VV87* oder E88*. In der Struktur eines peptidischen Inhibitors im Komplex mit der WNV-Protease
(PDB: 3E90), in der die NS2B-Kette bis zum Rest A93* sichtbar ist, wurde eine Wechselwirkung
zwischen D90* und dem P3-Lysin beobachtet.’®® Eine mdgliche Wechselwirkung zwischen der
Leitstruktur 42 und dem C-terminalen NS2B-Loop wurde bereits diskutiert.?

Im Falle des 2-Naphthylalanin-Derivats C-65 (Abb. 3.13F) liegt die P3-Seitenkette wie beim
2-Aminotyrosin-Derivat C-58 lber V155. Wegen des groReren aromatischen Systems existieren
zusatzliche Van-der-Waals-Kontakte zu den Seitenketten von V154 und L86%, die beim Inhibitor C-58
nicht vorhanden sind. Eine weitere interessante Beobachtung ist, dass in allen drei Féllen, in denen Van-
der-Waals-Wechselwirkungen zwischen V155 und der P3-Seitenkette vorliegen (C-58, C-62, C-65),
der Abstand zwischen dem 3-Amphac-Rest in P4-Position und V155 langer als bei Inhibitoren mit nicht-
aromatischer P3-Seitenkette ist. Bei Letzteren liegt dieser Abstand zwischen 3,9 A und 4,1 A. Bei den
Inhibitoren C-58 und C-65 ist er mit 4,3 A bzw. 4,5 A deutlich gréRer; beim Tryptophan-Derivat C-62
ist er mit 5,0 A fiir einen Van-der-Waals-Kontakt zu groR.

Abbildung 3.13 (S.79) Komplexkristallstrukturen P3-modifizierter Inhibitoren. Wechselwirkungen des P2-Rests und des
Inhibitorriickgrats mit dem Enzym sind nicht gezeigt. Langen sind nur fir die Wechselwirkungen des P3-Rests mit dem Enzym
und fur den kiirzesten Abstand zwischen V155 und dem P4-Rest angegeben. (A) Inhibitor 42 im Komplex mit der ZIKV-
Protease. (B) Inhibitor C-50 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (C) Inhibitor C-56 im Komplex mit der ZIKV-Protease.
(D) Inhibitor C-58 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (E) Inhibitor C-62 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (F) Inhibitor C-65
im Komplex mit der ZIKV-Protease; die sonst haufig gefundene wasservermittelte Wechselwirkung zwischen dem
P1-Guanidin und G159 wurde in dieser Struktur nicht gefunden. Auflésungen: (A) 1,59 A; (B) 1,38 A; (C) 1,35 A; (D) 1,68 A;
(E) 1,52 A; (F) 1,23 A. Rontgenstrukturanalyse durch S. HUBER (AG STEINMETZER).
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42/ZIKV-Pro.
PDB: 6Y3B

C-50/ZIKV-Pro.

PDB: 7ZW5

b,, >

C-56/ZIKV-Pro.
PDB: 8AQA

e

C-62/ZIKV-Pro.
PDB: 7ZQ1 .

s

65/ZIKV-Pro.

PDB: 8A15

Abbildung 3.13 Beschreibung siehe S.78.

79



Ergebnisse und Diskussion

3.2.4 P2-Modifikationen

In der Serie P2-modifizierter Derivate der Leitstruktur 42 (Tab. 3.13) wurden die gleichen Aminoséuren
eingebaut wie in der P3-modifizierten Serie (vgl. Tab. 3.12, S.77); zusétzlich wurde noch das Derivat
C-70 mit L-2,4-Diaminobuttersdure als P2-Rest hergestellt. Dieses Derivat zeigt eine niedrigere
Hemmwirkung als die Leitstruktur 42. Von ONTORIA et al. war bei Austausch des P2-Lysins gegen
L-2,4-Diaminobuttersdure eine Affinitatssteigerung um den Faktor 8 beschrieben worden (vgl. Abb. 1.9,
S.20, Inhibitoren 9a, 9c).

Die Inhibitoren C-71 bis C-74 wurden ebenfalls mit basischer P2-Seitenkette hergestellt. Unter diesen
zeigte das 3-Aminomethylphenylalanin-Derivat C-73 eine ahnlich hohe Affinitat zur ZIKV-Protease
und zur WNV-Protease wie der Referenzinhibitor 42. Da die Aminogruppe der P2-Seitenkette des
Inhibitors C-73 in benzylischer Position sitzt, ist der zugehorige Ke-Wert etwa zehnmal so grof3 wie der
der Lysin-Seitenkette. Der Einbau verschiedener Benzylamin-Motive als P1-Baustein mit reduzierter
Basizitdt wurde bereits fir Thrombin- und Faktor-Xa-Inhibitoren beschrieben.?%2 Auch die
Verwendung als Baustein in Flavivirininhibitoren ist bekannt.?3%1% Mit dem Plasmakallikreininhibitor
Berotralstat wurde kurzlich ein Inhibitor mit Benzylamin-Gruppe durch die FDA zugelassen.?'? Die
reduzierte Basizitat, die hohe Affinitat zur ZIKV- und WNV-Protease und die im Vergleich zur
Leitstruktur leicht erhdhte Lipophilie des Inhibitors C-73 machen 3-Aminomethylphenylalanin zu einer
sinnvollen Alternative zum P2-Lysin.

Eine weitere Reduzierung der Basizitit gelang durch den Einbau nicht-basischer Aminosauren (C-75
bis C-90). Bei den Inhibitoren C-78 bis C-89 wurde zum Teil auch die Lipophilie stark erhoht.
Allerdings wurde bei allen Verbindungen ohne basische P2-Seitenkette ein Affinitatsverlust festgestelit,
der deutlich héher ausfiel als bei den entsprechenden P3-Analoga. Die Affinitat zur ZIKV-Protease der
Inhibitoren ohne basische P2-Seitenkette liegt um den Faktor 400 bis 30.000, die Affinitat zur WNV-
Protease um den Faktor 180 bis 5.000 niedriger als die der Leitstruktur 42. Die hohe Empfindlichkeit
der P2-Position gegeniiber Entfernung der basischen Gruppe wurde bereits in verschiedenen SAR-
Studien mit der ZIKV-, der WNV-, der DENV2- und der YFV-Protease fur lineare Peptidderivate
gezeigt. 114135136146 Unter den im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Derivaten mit nicht-basischer
P2-Seitenkette zeigen die Verbindungen mit polarer Seitenkette (C-75 bis C-77), die Tyrosin-Derivate
C-79 und C-80 sowie das Tryptophan-Derivat C-83 und das 2-Naphthylalanin-Derivat C-86 die starkste
Hemmwirkung auf die ZIKV-Protease. Die WNV-Protease wird durch das Glutamin-Derivat C-75, den
Inhibitor C-80 mit einem sich vom Tyrosin ableitenden P2-Rest und das Cyclohexylalanin-Derivat C-88
am effektivsten gehemmt. Unter allen Inhibitoren mit nicht-basischer P2-Seitenkette hemmt nur das
Glutamin-Derivat C-75 die WNV-Protease mit einem K;-Wert < 50 pM.
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Tabelle 3.13 P2-modifizierte Derivate der Leitstruktur 42. Der Inhibitor C-78 wurde von L.C. SCHMACKE synthetisiert und

enzymkinetisch charakterisiert.

NH,
o)
N
Os_NH H =0
T HN
P2
OWNH
HN.__NH,
NH
Ki [uM]
Nr. P2 HPLC [%B]
ZIKV-Pro. WNV-Pro.
42 Lys 0,00168 + 0,00036 0,149 + 0,050 17,0
C-70 Dab 0,0129 £ 0,0036 0,689 £ 0,006 16,4
C-71 nArg 0,0395 £ 0,0019 0,803+ 0,064 17,1
C-722 Arg 0,0112 £ 0,0009 0,898 £0,114 17,7
C-73 Phe(3-CH,;NH,) 0,00269 £ 0,00014 0,183 £0,011 19,0
C-74 Phe(4-CH,;NH3) 0,0115 £ 0,0006 0,852 £ 0,026 19,0
C-75 Gln 1,97 £ 0,08 27,6+3,1 17,5
C-76 Cit 2,44 + 0,007 75,3+2,1 17,6
C-77 Nle(e-OH) 2,64 £0,27 121 +18 19,2
C-78207 Tyr 18,2+1,1 422 +70 22,2
C-79 Tyr(3-NH,) 3,71+£0,25 77,9+1,7 19,0
C-80 Tyr(3-NH2,0-C(NH)NH3) 0,697 £ 0,089 57,1+7,2 22,9
Cc-81 Phe(3-CN) 6,92 £ 0,46 124 +5 26,1
c-82 Phe(3-C(O)NH,) 6,62 0,67 135+9 21,8
C-83 Trp 2,79+0,18 69,5+1,1 26,2
C-84 Phe 8,68 £ 0,36 99,7+1,6 25,5
C-85 hPhe 39,2+0,6 > 500 28,8
C-86 2-Nal 3,06 £0,15 101+19 30,5
C-87 1-Nal 20,3+7,4 95,5+4,0 30,7
C-88 Cha 7,83 £0,36 50,4+3,8 30,5
C-89 Nle 12,4 +4,3 99,1+4,3 25,4
C-90 Ala 52,5+4,1 342 + 25 18,1

aDENV2-Pro.: Ki=2,41 uM = 0,33 uM.

Von vier der P2-modifizierten Inhibitoren (C-71, C-73, C-83, C-89) wurden Kristallstrukturen im
Komplex mit der ZIKV-Protease bestimmt (Abb. 3.14, S.83). Wie schon bei den P3-Derivaten
unterscheiden sich hier die Wechselwirkungen des Inhibitorriickgrats und die Interaktionen in der
S1-Tasche nicht wesentlich von denen der Leitstruktur 42 (vgl. Abb. 2.5, S.40; Abb. 3.13, S.79). In der

Komplexstruktur des Inhibitors C-71 (nArg) nimmt die Seitenkette des D83* (wie im Komplex mit dem
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Inhibitor 42) zwei Konformationen ein. Bemerkenswerterweise gibt es bei der Ausrichtung der
D83*-Seitenkette in Richtung der S2-Tasche (Besetzung: 42 %) keine polare Wechselwirkung mit dem
P2-Norarginin von C-71: Der kiirzeste Abstand zwischen D83* und dem Norarginin betragt 4,0 A.
Hingegen liegen die polaren Wechselwirkungen zur Seitenkette des N152 (2,9 A) und zum
Carbonylsauerstoff von G82* (3,5 A), die in der Regel auch bei Inhibitoren mit Lysin als P2-Rest
vorhanden sind, auch hier vor. Eine bisher nicht beobachtete Wechselwirkung ist die Uber ein Sulfation
vermittelte Interaktion zwischen dem P2-Rest und der Seitenkette des K84. Diese Interaktion kann
allerdings keinen Einfluss auf die angegebenen Hemmkonstanten genommen haben, da in
enzymkinetischen Messungen im Gegensatz zu den Kristallisationsexperimenten immer sulfatfreie
Puffer benutzt wurden. Des Weiteren ist die P3-P2-Peptidbindung im Vergleich zu der der Leitstruktur
und denen der meisten anderen Inhibitoren leicht verdreht (ca. 20°). Daraus resultiert eine veranderte
intramolekulare wasservermittelte Wechselwirkung, die denen der Po-modifizierten Inhibitoren (vgl.
Abb. 3.8, S.60-61) und der des Inhibitors C-33 (vgl. Abb. 3.11A, S.71) gleicht. Die Kristallstruktur des
Inhibitors C-71 im Komplex mit der ZIKV-Protease ist aktuell die hochstaufgeldste Flavivirin-Struktur
in der PDB (Auflosung 1,20 A).

Die Seitenkette des 3-Aminomethylphenylalanin-Derivats C-73 bildet Wechselwirkungen zu N152,
G82*, D83* und zu einem Wassermolekil aus (Abb. 3.14B); diese Interaktionen gleichen denen des
P2-Lysins der Leitstruktur 42. In der Komplexstruktur des Inhibitors C-73 nimmt die D83*-Seitenkette
nur eine Konformation ein und ist in die S2-Tasche gerichtet. Es ist unklar, warum D83* in der
Komplexstruktur des Inhibitors C-73 nur eine Konformation einnimmt, wahrend es im Komplex mit
dem Inhibitor C-71 bzw. der Leitstruktur 42 in zwei Konformationen vorliegt (alle drei Inhibitoren
besitzen mit Lysin den gleichen P3-Rest). Es ist erstaunlich, dass die Seitenkette des P3-Lysins des
Inhibitors C-73 mit ihrer terminalen Aminogruppe ins Lésungsmittel hineinragt und daher keine
Wechselwirkung mit der Protease zeigt. Eine plausible Ursache fiir diese ungewohnliche Ausrichtung
ist die Wechselwirkung mit den C-terminalen Resten der NS2B-Kette, deren Elektronendichte in allen
Komplexstrukturen fehlt, was bereits bezlglich der Komplexstruktur des Inhibitors C-62 diskutiert
wurde (vgl. Kap. 3.2.3, S.78). Es ist wahrscheinlich, dass die ungewohnliche Ausrichtung des P3-Lysins
im Kristall die Ausrichtung in Losung nur bedingt wiedergibt, da die Hemmwirkungen des Inhibitors
C-73 und der Leitstruktur 42 &hnlich hoch sind.

Abbildung 3.14 (S.83) Komplexkristallstrukturen P2-modifizierter Inhibitoren. Wechselwirkungen des Inhibitorriickgrats mit
dem Enzym sind nicht gezeigt. Langen sind nur fiir Wechselwirkungen des P3- und des P2-Rests sowie fiir intramolekulare
wasservermittelte Wechselwirkungen angegeben. (A) Inhibitor C-71 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (B) Inhibitor C-73 im
Komplex mit der ZIKV-Protease. (C) Inhibitor C-83 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (D) P2-Detail-Ansicht aus der
Komplexkristallstruktur des Inhibitors C-83. (E) Inhibitor C-89 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (F) Zweite Konformation des
Inhibitors C-89 im Komplex mit der ZIKV-Protease. Auflésungen: (A) 1,20 A; (B) 1,40 A; (C) 1,27 A; (E) bzw. (F) 1,26 A.
Roéntgenstrukturanalyse durch S. HUBER (AG STEINMETZER).
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Abbildung 3.14 Beschreibung siehe S.82.
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Beim Tryptophan-Derivat C-83 und beim Norleucin-Derivat C-89 ist die Seitenkette des D83*
erwartungsgemal zum P3-Lysin hin ausgerichtet (Abb. 3.14C-F). Wegen des unpolaren Charakters der
jeweiligen Seitenkette geht keiner der beiden Inhibitoren direkte polare Wechselwirkungen in der
S2-Tasche ein; beim Inhibitor C-83 liegt lediglich eine wasservermittelte Wechselwirkung zwischen
dem indolischen NH und dem Carbonylsauerstoff des G82* vor (Abb. 3.14C). Allerdings bestehen
n-n-Wechselwirkungen zwischen dem Indolsystem der Tryptophanseitenkette von C-83 und dem
Imidazol des H51 (Abb. 3.14D). Die n-n-Wechselwirkungen tragen vermutlich dazu bei, dass die ZIKV-
Protease durch den Inhibitor C-83 effektiver gehemmt wird als durch das Norleucin-Derivat C-89. Beim
Inhibitor C-89 sind in der S2-Tasche keine polaren Wechselwirkungen mdglich. Dadurch ist die
Flexibilitat der Norleucin-Seitenkette vergleichsweise hoch, was sich in der Beobachtung zweier
Konformationen &ufert (Abb. 3.14E und F).

3.2.5 P1-Modifikationen

Das P1-Guanidin ist die funktionelle Gruppe der Leitstruktur 42 mit der hdchsten Basizitat. Da eine
hohe Basizitat im Allgemeinen zu einer niedrigeren Membranpermeabilitdt fuhrt, konnte die
Identifizierung eines weniger basischen P1-Rests die Permeabilitdt der Inhibitoren und damit die
Hemmwirkung auf das intrazelluldr lokalisierte Flavivirin verbessern. Allerdings geht das P1-Guanidin
zahlreiche inter- und intramolekulare Wechselwirkungen ein (vgl. Abb. 2.5, S.40), sodass bei dessen
Austausch mit einem Affinitatsverlust zu rechnen ist.

Zunéchst sollte jedoch nochmals die P1-Stereopraferenz Gberprift werden, da aus der urspriinglichen
Serie der Inhibitoren 38 bis 44 (y-Abu—4-Amphac als Linker; vgl. Tab. 3.1, S.45) keine eindeutige
Stereopraferenz ableitbar ist. Dazu wurde der Inhibitor C-91 mit einem L-konfigurierten P1-Rest, also
das L-Analogon der Leitstruktur 42, als Referenzverbindung synthetisiert (Tab. 3.14). Tatsachlich ist
der Inhibitor C-91 um einen Faktor 25 weniger affin zur ZIKV-Protease und um einen Faktor 65 weniger
affin zur WNV-Protease als die Leitstruktur 42. Die Konfiguration des P1-Rests beeinflusst hier die
Affinitdt zum Flavivirin also deutlich (vgl. Tab. 3.1, S.45).

Des Weiteren wurden mit den Inhibitoren C-92 und C-93 zwei Verbindungen mit veranderter
P1-Funktionalitdt synthetisiert. Beim Inhibitor C-92, der anstelle der Guanidinogruppe eine
Aminogruppe enthalt, wurde eine stark verringerte Hemmwirkung sowohl auf die ZIKV- (Faktor
13.500) als auch auf die WNV-Protease (Faktor 650) beobachtet. Auch beim Inhibitor C-93, der eine
Harnstoffgruppe als P1-Funktionalitit enthalt, wurde ein starker Affinitatsverlust zu beiden Proteasen
beobachtet, der jedoch weniger hoch ausfiel als beim Amin-Derivat C-92. Beim Harnstoff-Derivat C-93
ist im Gegensatz zu C-92 mit einer Wechselwirkung zum G159 und einer intramolekularen
Wechselwirkung zum P4-Carbonylsauerstoff zu rechnen. Anders als bei der Leitstruktur 42 sind diese

Interaktionen jedoch nicht ladungsuntersttzt, wodurch sich der starke Affinitatsverlust verstehen lasst.
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Starke Affinitatsverluste bei Entfernung der positiven Ladung der P1-Seitenkette sind fiir aldehydische
Inhibitoren der DENV2-, WNV- und YFV-Protease bekannt.114135-136

Auler der Veranderung der P1-Funktionalitdt wurde untersucht, ob eine direkte Verknipfung des
Pw-Rests mit dem P2-Rest mdéglich sei (Tab. 3.15, S.86). Bei einer solchen Verknipfung &ndert sich die
Positionierung der Reste moglicherweise derart, dass der Pw-Rest bzw. der P2-Rest nicht mehr als
solche bezeichnet werden konnen. Da jedoch mangels einer Kristallstruktur solcher Derivate ,,0hne
P1-Rest* der Bindungsmodus zwischen Enzym und Inhibitor unbekannt ist, sollen die Reste auch hier
in der bisher verwendeten Weise benannt werden. Bei den Derivaten ,,ohne P1-Rest™ wurde lediglich
die P2-Position variiert: Bei den Inhibitoren C-94 bis C-97 wurden basische Gruppe verschiedener
Lange verwendet, da diese Inhibitoren eventuell derart ins aktive Zentrum binden, dass der P3-Rest in
die S2-Tasche und der P2-Rest in die S1-Tasche bindet. Fur alle vier Derivate wurden hohe
Hemmbkonstanten von > 25 pM mit der ZIKV-Protease und > 500 uM mit der WNV-Protease bestimmt.
Fur das Tryptophan-Derivat C-98 wurde mit einem K;-Wert von 231 uM die niedrigste Hemmwirkung
auf die ZIKV-Protease aller in dieser Arbeit vorgestellten Inhibitoren bestimmt. Der Einbau des
Tryptophans wurde getestet, weil in einer Serie von WNV-Proteaseinhibitoren Tryptophanaldehyd als
ein akzeptabler Ersatz fur Arginal in P1-Position beschrieben wurde.''* Jedoch konnte fiir keines der in
Tabelle 3.15 gezeigten Derivate bei den eingesetzten Konzentrationen eine messbare Hemmwirkung auf

die WNV-Protease festgestellt werden.

Tabelle 3.14 Derivate des Inhibitors 42 mit variierter P1-Funktionalitat.

NH,

Ki [uM]
NF. X * HPLC [%B]
ZIKV-Pro. WNV-Pro.
T
42 HN\H/N”Z (R) 0,00168 + 0,00036 0,149 # 0,050 17,0
NH
T
c-91 HN\H/N”2 (S) 0,0450 + 0,0032 9,98 + 0,40 16,9
NH
co2 o (R) 22,6+1,0 98,0+ 19,0 15,9
T
c-93 AN NH, (R) 11,7+ 1,2 67,7+5,3 16,7
(0]
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Tabelle 3.15 Inhibitoren ohne guanyliertes p-Lysin als P1-Rest

NH,
0o
N
Ki [uM]

Nr. P2 HPLC [%B]

ZIKV-Pro. WNV-Pro.
C-94 Lys 29,2+4,7 > 500 17,4
C-95 hArg 56,9+2,9 > 500 18,8
C-96 Orn 355+2,5 > 500 17,1
Cc-97 nArg 34,1+3,5 > 500 18,1
C-98 Trp 231+57 > 500 28,3

3.3 Kombinierte Derivate

3.3.1 Pw-modifizierte Derivate des Inhibitors C-14

Ein P4-modifiziertes Derivat der Leitstruktur 42 ist der Inhibitor C-14. Dieser zeigte eine gleich starke
Hemmwirkung auf die ZIKV- und die DENV4-Protease wie die Leitstruktur selbst, die Hemmwirkung
auf die WNV-Protease ist um einen Faktor 2 hoher. Daher wurden einige Derivate dieses Inhibitors mit
modifiziertem Pwm-Rest hergestellt (Tab. 3.16). Getestet wurden D-Cyclohexylalanin (C-99),
D-Homocyclohexylalanin (C-100) und b-Homophenylalanin (C-101).

Tabelle 3.16 Derivate des Inhibitors C-14 mit modifiziertem Pw-Rest.

s
*MW

NH
Ki [uM]
Nr. Pw HPLC [%B]
ZIKV-Pro. WNV-Pro.
Cc-14 Gly 0,00172 + 0,00003 0,0686 +0,0131 11,9
Cc-99 p-Cha 0,103 £ 0,002 2,04 £0,15 24,8
C-100 p-hCha 0,0366 £ 0,004 0,767 £ 0,050 29,7
C-101 p-hPhe 0,0850 £ 0,0056 1,81+0,12 22,0
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3.3.2 Kombinierte Derivate: Lipophile Kombinationen

In allen drei Fallen flhrte die Modifizierung jeweils zu einer Verringerung der Hemmwirkung um den
Faktor 10 bis 60. Bei den entsprechenden Pw-modifizierten Derivaten der Leitstruktur 42 wurde
lediglich ein Affinitatsverlust um den Faktor 1,5 bis 3,5 festgestellt (vgl. Tab. 3.5, S.57). In den
Komplexkristallstrukturen der Derivate der Leitstruktur 42 mit D-Cyclohexylalanin (C-7) bzw.
D-Homocyclohexylalanin (C-8) als Pw-Rest war eine signifikante Verschiebung des Pw-Rickgrats
beobachtet worden (vgl. Abb. 3.8, S.60-61). Unter der Voraussetzung, dass der Einbau sterisch
anspruchsvoller Aminoséuren in die Po-Position bei den Inhibitoren C-99 bis C-101 ebenfalls zu einer
Anderung der Linkerkonformation fiihrt, ist die vergleichsweise hohe Affinitatsverlust dieser Derivate
erklarbar. In der Komplexkristallstruktur des Inhibitors C-14 ist dessen Linkersegment ideal
positioniert, um die Inhibitorkonformation tber intramolekulare Wechselwirkungen zu stabilisieren
(vgl. Abb. 3.9A, S.64). Die Einnahme einer veradnderten Konformation, die bei C-99 bis C-101 auftreten
konnte, wirde zu weniger gunstigen intramolekularen Wechselwirkungen und damit zu hdheren
Ki-Werten flihren. Interessanterweise ist unter den drei Derivaten aus Tabelle 3.16 die Verbindung
C-100 mit b-Homocyclohexylalanin der effektivste Inhibitor. Unter den Pm-modifizierten Derivaten der
Leitstruktur 42 war ebenfalls das D-Homocyclohexylalanin-Derivat C-8 der effektivste Inhibitor.

3.3.2 Lipophile Kombinationen

Eines der Ziele dieser Arbeit war es, Modifizierungsmaoglichkeiten auszumachen, die die Synthese von
im Vergleich zur Leitstruktur 42 lipophileren und idealerweise weniger basischen Inhibitoren
ermoglichen. Die Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehung einzelmodifizierter Derivate der

Leitstruktur 42 lieferte beziiglich des Einbaus hydrophober Aminoséuren folgende Erkenntnisse:

1. Ein Austausch des P1-Rests ist nicht sinnvoll.

2. P2-Position: Der Einbau nicht-basischer Reste fuihrt immer zu einem starken Affinitatsverlust.
Als sinnvolles Lysin-Mimetikum mit reduzierter Basizitit wurde 3-Aminomethylphenylalanin
identifiziert.

3. P3-Position: Der Einbau hydrophober L-Aminoséuren anstelle des Lysins ist mdglich, geht in
aller Regel jedoch mit einem Affinitatsverlust zur ZIKV-Protease um den Faktor 20-40 und
einem Affinitatsverlust um den Faktor 5-10 zur WNV-Protease einher.

4. P4-Position: Der Austausch des 3-Amphac gegen ein Segment der allgemeinen Struktur
B-Ala—D-Xaa, wobei D-Xaa fur eine hydrophobe D-Aminosdure steht, ist nahezu ohne
Affinitatsverlust moglich.

5. Pw-Position: Der Austausch des Glycins gegen hydrophobe D-Aminoséuren ist nahezu ohne

Affinitatsverlust moglich.
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Unter Berucksichtigung dieser Erkenntnisse wurden zwei Serien kombinierter, lipophiler Inhibitoren
hergestellt (Tab. 3.17; Tab. 3.18). Die in Tabelle 3.17 gezeigte Serie wurde ausgehend vom Po-
modifizierten Inhibitor C-7 entwickelt (vgl. Tab. 3.5, S.57). In P3-Position wurden dabei verschiedene
aromatische Reste getestet, in P2-Position aufler Lysin auch 3-Aminomethylphenylalanin und
3-Carbamoylphenylalanin. Die in Tabelle 3.18 gezeigten Derivate wurden ausgehend vom Inhibitor
C-39, dem lipophilsten Inhibitor mit Gly—f3-Ala—D-Xaa als Linkersegment, entwickelt (vgl. Tab. 3.9,
S.68). Mit Ausnahme des Inhibitors C-109 hemmen die Inhibitoren C-102 bis C-113 die ZIKV-Protease
mit Ki-Werten <1 pM; die Inhibitoren C-105, C-106 und C-110 bis C-113 hemmen auch die
WNV-Protease mit Ki-Werten <1 uM. Diese Hemmwerte und die im Vergleich zur Leitstruktur 42
(HPLC: 17,0 % B) deutlich hohere Lipophilie machen einige der kombinierten Derivate zu viel-

versprechenden Kandidaten fir weitere Untersuchungen.

Tabelle 3.17 Derivate des Inhibitors C-7 mit modifizierten P3- und P2-Resten. Die Inhibitoren C-102 bis C-104 wurden von
L.C. ScHMACKE synthetisiert und enzymkinetisch charakterisiert.207

O
O, NH
O\T HN
“SNH Oﬁ)\RZ
NH P2

o
HN._NH,
NH
Ki [uM]

Nr. P2 HPLC [%B]

ZIKV-Pro. WNV-Pro.
c-7 Lys Lys 0,00359 + 0,00034 0,395 +0,032 30,1
C-102207 Trp Lys 0,299 £ 0,002 2,97 +0,17 39,5
C-103207 2-Nal Lys 0,148 £ 0,007 8,96+ 1,41 43,2
C-1042.207 N-Me-2-Nal Lys 0,435 10,019 7,94 £ 0,86 44,6
C-105 Lys Phe(3-CH,NH,) 0,0141 £ 0,0001 0,519+ 0,017 31,3
C-106 Phe(4-CH,NH,) Phe(3-CH,;NH,) 0,0339 £ 0,0053 0,907 £ 0,105 33,0
C-107 Phe Phe(3-CH,NH,) 0,254 £ 0,012 2,23 £0,08 41,6
C-108 2-Nal Phe(3-CH,NH,) 0,259 £ 0,020 1,78 +0,15 46,2

25,8 +0,4b 45,5+ 1,9°
C-109 Trp Phe(3-C(O)NH>) 49,3

(p=4,00+0,14)c (p=2,54%0,07)c

aDas P3-Amid dieses Inhibitors ist methyliert; PICso-Wert; cHill-Koeffizient.
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Tabelle 3.18 Derivate des Inhibitors C-39 mit modifizierten Pw-, P3- und P2-Resten.

HN._NH,
NH
Ki [uM]
Nr. Pw P2 Hf Lc
ZIKV-Pro. WNV-Pro.  [%B]
c-39 Gly Lys Lys 0,00694 + 0,00058 0,735+0,054 24,2
c-110 o-Cha Lys Lys 0,00428 + 0,00023 0,993+0,40 36,1
c111 p-hCha  Lys Lys 0,00637 + 0,00065 0,843+0,076 38,9
c112 o-hPhe  Lys Lys 0,0125 + 0,0005 0,983+0,025 3438
c-113 o-Cha Lys Phe(3-CH,NH,) 0,145 + 0,003 0,803+0,072 37,8
27,3+0,3 82,5+ 2,70
c-114 o-Cha Lys Phe(3-C(O)NH.) 40,1
(p=3,31+0,12)b (p=2,95+0,13)°
c-115 b-Cha Phe Phe(3-CHaNH,) 0,245 + 0,004 6,22+019 483
2,14+ 0,09 1,48 £ 0,16
c-116 b-Cha Phe Phe(3-C(O)NH>) 58,3
(p=2,64+0,18)> (p=2,20+0,41)°

alCso-Wert; PHill-Koeffizient.

Bei der enzymkinetischen Charakterisierung der vergleichsweise hydrophoben Inhibitoren C-109,
C-114 und C-116 mit der ZIKV- und der WNV-Protease wurde erstmals in dieser Arbeit eine
Abweichung vom reversibel-kompetitiven Hemmmodus festgestellt. Eine Beschreibung der Dosis-
Wirkungs-Kurve ist mit der Gleichung fiir kompetitives Hemmverhalten (2, S.49) bei diesen Inhibitoren
nicht maoglich, weshalb hier nur ICsp-Werte angegeben sind. Bei den Inhibitoren C-109, C-114 und
C-116 mit Carbamoylphenylalanin als P2-Rest wurde bei der Messung mit der ZIKV-Protease innerhalb
von 600 s ein nicht-linearer Verlauf der Umsatzkurven beobachtet (bei den zuvor beschriebenen
Inhibitoren wurden innerhalb von 600 s immer lineare Umsatzkurven erhalten). Daher wurde die
Messung von den sonst tiblichen 600 s auf 1800 s verlangert. Aus den Umsatzkurven wurden dann zwei
verschiedene ICso-Werte berechnet: Ein ,initialer* Wert, flir dessen Berechnung nur die Messpunkte
aus dem Zeitintervall von 0 s bis 300 s beriicksichtig wurden und ein ,,finaler Wert, bei dem nur die
Messpunkte aus dem Zeitintervall von 1500 s bis 1800 s beriicksichtigt wurden (Abb. 3.15, S.91;
Tab. 3.19, S.90). Die als Dixon-Plot bekannte Auftragung von 1/v gegen die Inhibitor-konzentration
verdeutlicht die Abweichung vom kompetitiven Hemmmodus (Abb. 3.16, S.92): Bei einer normalen
kompetitiven Hemmung zeigt die Auftragung der reziproken Geschwindigkeiten als Funktion der

Inhibitorkonzentration einen linearen Verlauf wie beim Inhibitor C-115 (Abb. 3.16C; vgl. auch
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Abb. 3.4E, S.51; Abb. 3.5E, S.52). Bei den Inhibitoren C-109, C-114 und C-116 weichen die 1/v-Werte
ab einer kritischen Konzentration vom linearen Verlauf ab und zeigen insgesamt einen parabolen
Verlauf. Dies gilt gleichermal3en fur die Auftragung der initialen und der finalen 1/v-Werte; der parabole
Verlauf ist bei den finalen Werten starker ausgepragt als bei den initialen Werten; mit zunehmender
Messdauer wird die Abweichung vom kompetitiven Hemmmechanismus also starker. Da bei allen drei
Inhibitoren der initiale und der finale ICso-Wert jeweils in der gleichen Grézenordnung liegen und sich
maximal um einen Faktor 2 unterscheiden, wird sich fortan zu Vergleichszwecken auf den initialen ICso-
Wert bezogen. Bei den in den Tabellen 3.17 und 3.18 angegebenen 1Cso-Werten fur die WNV-Protease
handelt es sich ebenfalls um initiale 1Cso-Werte. Aufféallig sind des Weiteren die hohen Hill-
Koeffizienten der Inhibitoren C-109 und C-114 bis C-116 zwischen 2 und 4. Als mdgliche Griinde fir
Hill-Koeffizienten > 1 nennt COPELAND einen kooperativen Bindungsmodus, die Besetzung mehrerer
aquivalenter Bindetaschen oder aber eine Enzyminaktivierung, die nicht die Folge einer spezifischen
Hemmung ist.?* Solche Inaktivierungen konnen die Folge einer Proteinaggregation sein; eine solche
Proteinaggregation ausgelost durch Detergenzien wurde von POMES et al. beschrieben.?* Bei den
Inhibitoren mit dem abweichenden Hemmverhalten handelt es sich um amphiphile Strukturen, weshalb
ein Wirkung als Detergens denkbar ist. Nach COPELAND sind gekrimmte Umsatzkurven ein Indiz fiir
eine irreversible Enzym-Deaktivierung.?*® Daher ist eine Denaturierung oder Prazipitation der Protease
als Folge einer vorangegangen Inhibitor-Aggregation eine plausible Erklarung fur die gemessenen
Dosis-Wirkungs- und Umsatz-Kurven. Auch eine unspezifische Bindung der Protease an
Inhibitoragglomerate ist moglich (promiscuous binding).2!52!¢ Die unspezifische Bindung von Enzymen
an Inhibitoragglomerate und auch die Agglomeratbildung selbst kénnen zu einem gewissen Grad durch
Zusatz von Detergenzien verhindert werden.?!” Da sowohl im ZIKV- als auch im WNV-Protease-Assay
Triton X-100 (je 0,075 %) als Detergens verwendet wurde, aggregieren die Inhibitoren C-109, C-114
bis C-116 entweder trotz der Anwesenheit des Detergens oder die ungewdhnliche Kinetik ist auf eine
andere Ursache zurtickzufthren.

Tabelle 3.19 ICso-Werte und Hill-Koeffizienten p der Inhibitoren mit nicht-linearen Umsatzkurven in Abhdngigkeit vom
betrachteten Zeitintervall. Initialer Wert: Messpunkte von 0 s bis 300 s; Finaler Wert: Messpunkte von 1500 s bis 1800 s.

initial final
ICso [uM] p ICso [uM] p
C-109 25,8+0,4 4,00 £0,14 16,7+ 0,6 4,48 £ 0,97
C-114 27,3%0,3 3,31+0,12 20,5+0,6 4,28 +0,78
C-116 2,14 £ 0,09 2,64+0,18 1,04 + 0,08 3,86 £ 0,68

Abbildung 3.15 (S.91) Enzymkinetische Charakterisierung der Inhibitoren C-109 und C-114 bis C-116 mit der ZIKV-Protease.
Die genauen Messbedingungen sind Kapitel 5.2 (S.157 f.) zu entnehmen. Umsatzkurven bei verschiedenen Konzentrationen
der Inhibitoren C-109 (A), C-114 (C), C-115 (E) und C-116 (G); Dosis-Wirkungs-Kurven und Anpassungen an die logistische
Gleichung (3, S.49) fir Messpunkte aus verschiedenen Zeitintervallen der Inhibitoren C-109 (B), C-114 (D), C-115 (F) und
C-116 (H).
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Abbildung 3.15 Beschreibung siehe S.90.

v [RFU/s]

v [RFU/s]

v [RFU/s]

v [RFU/s]

20

®0s bis 300 s
01500 s bis 1800 s

Clnmbllur C-109 [pM]

®0sbis300s
01500 s bis 1800 s

10" 10' 10° 10°
Clnmbllur C-114 [pM]
10" 10° 10’
C\nhib\lorC—ﬂS “JM]
1 ®0sbis300s
01500 s bis 1800 s
L)
1 o)
10" 10° 10' 10°

C\nhimmf C-116 [HM]

91



Ergebnisse und Diskussion

o o
1 ®0sbis300s | ®0sbis300s o
1404 51500 s bis 1800 s 01500 s bis 1800 s
1204 150 |
100 4
— 1 5 4
2 e Z 100
[d x
? 1 &,
S 60 >
2
- 1 T 504 o
40
] .
20 . 1 o
1 04 cmo o . .
04 o ooo o o $ .
T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T b
0 10 20 30 40 50 60 70 0 20 40 80 80 100 120 140 160
C\nh\bitorC-‘WDQ “JM] clr‘\hib\ter Cc-114 [“M]
C D o o o
) ®0sbis300s
0.16 4 g ©1500 s bis 1800 s
[ ]
0,14 -
6 -
—_ . =)
5 0,12 ° [T
[ ¥
3 & 4
B . z
= =
0,08 - . 2
. .
. 1 o
0,06 - ® .
] 04 o coo @ e L
0:04 T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 35 0 1 2 3 4 5 6 7
C\nhmulur c-115 [IJM] Clnhub\tor C-118 [HM]

Abbildung 3.16 Dosis-Wirkungs-Kurven aufgetragen als 1/v gegen die Inhibitorkonzentration der Inhibitoren C-109 (A),
C-114 (B), C-115 (C) und C-116 (D). Es sind z.T. Messpunkte aus verschiedenen Zeitintervallen fir die Auswertung
herangezogen worden. Die in Grau gezeigten Datenpunkte liegen auBerhalb des Koordinatensystems. Die genauen Mess-
bedingungen sind Kapitel 5.2 (S.157 f.) zu entnehmen.

Des Weiteren wurden zwei Derivate des Inhibitors C-14 synthetisiert (Tab. 3.20); dabei wurde in die
P4-Position racemisches B2-Homophenylalanin und in die P3-Position 2-Naphthylalanin eingebaut.
Zwar gelang die Trennung der Inhibitoren C-117 und C-118 voneinander, die Stereochemie des
P4-Rests ist allerdings nicht bekannt, da weder die Kristallisation einer der beiden Verbindungen im
Komplex mit der ZIKV-Protease gelang noch die Hemmkonstanten Riickschliisse auf die Konfiguration
zulassen. Interessanterweise zeigen die Inhibitoren C-117 und C-118 bei Messungen mit der ZIKV-
Protease unterschiedliche Hemmmodi (Abb. 3.17). Wéhrend beim Inhibitor C-117 ein K;-Wert mit der
Gleichung fir kompetitive Hemmung (2) berechnet werden kann, lassen sich die Messdaten von C-118
nicht an diese Formel anpassen. Wegen des unbekannten Hemmmaodus kann fir C-118 lediglich ein
ICso-Wert angegeben werden. Es ist interessant, dass sich die ICso-Werte von C-117 und C-118 kaum
voneinander unterscheiden. Anders als bei den oben beschriebenen Inhibitoren C-109, C-114 und C-116

trat bei Messungen mit dem Inhibitor C-118 kein Abflachen der Umsatzkurven auf.
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Tabelle 3.20 Derivate der Inhibitoren C-44 und C-45 mit 2-Naphthylalanin als P3-Rest.

o)
v
& m* |

NH
ZIKV-Pro. WNV-Pro.
Nr. HPLC [%B]
Ki [uM] ICs0 [LM] p Ki [uM]
C-117 (1. Diastereomer) 1,80+0,10 15,6 +0,9 1,06 £ 0,00 63,1+4,1 35,8
C-118 (2. Diastereomer) - 15,1+0,7 1,59 +0,03 104 +1 37,4
0,25 - 0,25 —
0,20 1 0,20 1
0,15 4 0,15
Q i)
=) =]
& 010 Inhibitor G-117 & 010+ Inhibitor C-118
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Abbildung 3.17 Hemmung der ZIKV-Protease durch die Inhibitoren C-117 und C-118 . Dosis-Wirkungs-Kurven und Anpassung
an die Gleichung fur kompetitive Hemmung (2, S.49) fur die Inhibitoren C-117 (A) und C-118 (B). (C) Logarithmische
Auftragung der Dosis-Wirkungs-Kurve und Anpassung an die logistische Gleichung (3, S.49). (D) Auftragung der Dosis-
Wirkungs-Kurven als 1/v gegen die Inhibitorkonzentration. Die genauen Messbedingungen sind Kapitel 5.2 (S.157 f.) zu

entnehmen.
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An den HPLC-Retentionszeiten ist zu erkennen, dass die Verbindungen C-102 bis C-118 (zwischen
31% B und 58 % B) deutlich lipophiler sind als die Leitstruktur 42 (HPLC: 17 % B). Aus den
ermittelten Ki-Werten dieser lipophilen Inhibitoren wurde eine Formel zur Vorhersage von Ki-Werten
kombinierter Derivate abgeleitet (Gleichung 4). Die Vorhersage erfolgt durch eine Reihenentwicklung
von Inkrementen. Die Inkremente sind dabei die Quotienten aus den Ki-Werten einzelmodifizierter
Inhibitoren j und dem Ki-Wert der Leitstruktur 42, also die Faktoren, um die sich die Ki-Werte der
Inhibitoren j im Vergleich zur Leitstruktur 42 verédndern. Das Produkt der Inkremente der Inhibitoren j
ergibt multipliziert mit dem Ki-Wert der Leitstruktur den Ki;cac-Wert eines kombinierten Inhibitors. Die
Inhibitoren j sind entsprechend den Verdnderungen des kombinierten Inhibitors gegeniiber der
Leitstruktur auszuwéhlen. Zur Verdeutlichung ist die Bestimmung der K cac-Werte des Inhibitors C-103
in Abbildung 3.18 schematisch dargestellt. Fiir die ZIKV-Protease stimmen die errechneten K; cac-Werte
gut mit den tatséchlich gemessenen Ki-Werten Uberein (Tab. 3.21). Gleiches gilt fur die Kicac-Werte der
WNV-Protease; bei diesen ist allerdings eine leichte Tendenz hin zu Ki/K;cac-Verhaltnissen < 1 zu
erkennen. Das heif3t, dass die tatséchlich gemessen Ki-Werte fur die WNV-Protease im Allgemeinen

niedriger liegen, als durch die Reihenentwicklung zu erwarten gewesen ware.

1 K;(Inhibitor /)

K; cate = K; (Inhibitor 42) x
i,calc i(Inhibitor 42) | 1Ki(lnhibitor 42)
J=

4

ZIKV-Protease: Ai(Inhibitor 42) =0,00168 pM; WNV-Protease: Ki(Inhibitor 42) = 0,149 uM; die Kombination der
Einzelmodifikationen der Inhibitoren ;ergibt das Substitutionsmuster des Inhibitors, fiir den Aicac berechnet werden
soll; die Reihe ist daher iiber alle Ki-Werte dieser Inhibitoren jzu entwickeln.

Tabelle 3.21 Durch Reihenentwicklung berechnete K; c.ic-Werte kombinierter Inhibitoren gemaR Gleichung (4).

ZIKV-Protease WNV-Protease
Nr. Inhibitoren j T T
Ki [uM] Ki calc [LM] Ki/Ki calc Ki [uM] Ki calc [LM] Ki/Ki,calc
Cc-102 C-7,C-62 0,299 0,0735 4,1 2,97 1,80 1,7
c-103 C-7, C-65 0,148 0,102 1,5 8,96 13,7 0,65
c-104 C-7, C-65, C-1322 0,435 0,398 1,1 7,94 33,5 0,24
C-105 C-7,C-73 0,0141 0,00575 2,5 0,519 0,485 1,1
C-106 C-7,C-53,C-73 0,0339 0,0609 0,56 0,907 3,14 0,29
c-107 C-7,C-63,C-73 0,254 0,203 1,3 2,23 4,98 0,45
c-108 C-7,C-65,C-73 0,259 0,165 1,6 1,78 16,6 0,11
c-110 C-7,C-39 0,00428 0,0148 0,29 0,993 1,95 0,51
c-111 C-8, C-39 0,00637 0,00963 0,66 0,843 1,08 0,78
C-112 C-10, C-39 0,0125 0,0249 0,50 0,983 1,63 0,60
C-113 C-7,C-39,C-73 0,145 0,0237 6,1 0,803 2,39 0,34
C-115 C-7,C-63,C-73 0,245 0,203 1,2 6,22 4,98 1,2

3Siehe Tab. 3.24, S.105.
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NH,
o]
H
Ox NH O
j: HN
7 ONH ° NH,
Leitstruktur NH
o]
HN__NH,
N 42 Ki-Steigerung um den Faktor:
ZIKV: 0,00168 uM 29 (ZIKV)
WNV: 0,149 uM 34 (WNV)

Ki-Steigerung um den Faktor: ‘

2,1 (ZIKV)
2,7 (WNV)
(©\/U\ Derivate mit einer Hr\:l\)l\
—— Modifikation \]\:
‘ NH NH YK/\/\
NH
OW W

HN.__NH,
NH C7 NH C-65
ZIKV: 0,00359 uM ZIKV: 0,0481 pM
WNV: 0,395 uM WNV: 5,09 uM

O NH
O\ T HN Experimentell bestimmte Ki-Werte:
WNNH OW\/\NHZ ZIKV: 0,148 uyM

— NH WNV: 8,96 uM
Kombiniertes Derivat o Mittels Inkrementbildung berechnete K; ¢, -Werte:
NG L) ZIKV: Kjgae = 2,1 X 29 x K{(42) = 0,102 pM
NH C-103 WNV: Kjcae = 2,7 * 34 x Ki(42) = 13,7 uM

Abbildung 3.18 Vorgehen zur Berechnung eines Kjcic-Wertes gemaRR der Reihenentwicklung nach Gleichung (4). Es ist
exemplarisch die Berechnung des Kicac-Werts des Inhibitors C-103 gezeigt, der im Vergleich zur Leitstruktur 42 in Pw- und
P3-Position modifiziert wurde. Die zugehorigen einzelmodifizierten Derivate sind die Inhibitoren C-7 und C-65; die Faktoren,
um die sich die Ki-Werte der einzelmodifizierten Derivate im Vergleich zur Leitstruktur 42 verdndern, sind die Inkremente.
Die Multiplikation der Inkremente mit dem Ki-Wert der Leitstruktur 42 ergibt den Ki caic-Wert.

Von vier der lipophilen kombinierten Derivate wurden Kristallstrukturen im Komplex mit der ZIKV-
Protease bestimmt (Abb. 3.19, S.96-97). In diesen findet sich eine strukturelle Erklarung daftr, dass sich
die Ki-Werte kombinierter Derivate in guter Ndherung mittels des oben vorgestellten Inkrementsystems
abschatzen lassen: In der Regel sind die im Vergleich zur Leitstruktur 42 veranderten Reste der
kombinierten Derivate analog zu den entsprechenden Resten der einzelmodifizierten Inhibitoren
ausgerichtet. Ein von dieser Regel abweichendes Verhalten zeigt der Inhibitor C-102, der ausgehend
von den Inhibitoren C-7 (Pw-D-Cha) und C-62 (P3-Trp) kombiniert wurde, bezlglich seiner
P3-Seitenkette (Abb. 3.19A). Beim Inhibitor C-102 ist das Indolsystem des P3-Rests in einem fir
hydrophobe Wechselwirkungen typischen Abstand oberhalb von V154 und V155 positioniert. Beim
P3-Tryptophan-Derivat C-62 hingegen ist das Indolsystem im Vergleich zu C-102 um 90° gekippt und
ragt ins Losungsmittel hinein (s. Uberlagerung in Abb. 3.19B). Die ungewdhnliche Ausrichtung der
P3-Seitenkette des Inhibitors C-62 wurde bereits im Kapitel 3.2.3 (S.78) diskutiert.
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3.3.2 Kombinierte Derivate: Lipophile Kombinationen

H
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Abbildung 3.19 Komplexkristallstrukturen kombinierter lipophiler Inhibitoren. Interaktionen zwischen dem Inhibitorriickgrat
und dem Enzym sind nicht gezeigt. Interaktionen des P2-Rests mit dem Enzym sind nur in den Tafeln E und G gezeigt. Lingen
sind nur fiir polare Wechselwirkungen zwischen Enzym und P4-, P3- bzw. P2-Rest sowie fiir gezeigte Van-der-Waals-Kontakte
angegeben. In den Uberlagerungen ist nur die stirker besetzte Konformation des Inhibitors C-7 gezeigt.

(A) Inhibitor C-102 im Komplex mit der ZIKV-Protease. (B) Uberlagerung der Komplexkristallstrukturen der Inhibitoren C-7,
C-62 und C-102, die Enzymoberflache entstammt der Komplexkristallstruktur des Inhibitors C-102. (C) Inhibitor C-103 im
Komplex mit der ZIKV-Protease. (D) Uberlagerung der Komplexkristallstrukturen der Inhibitoren C-7, C-65 und C-103, die
Enzymoberflache entstammt der Komplexkristallstruktur des Inhibitors C-103. (E) Inhibitor C-105 im Komplex mit der ZIKV-
Protease. (F) Uberlagerung der Komplexkristallstrukturen der Inhibitoren C-7, C-73 und C-105, die Enzymoberfliche
entstammt der Komplexkristallstruktur des Inhibitors C-105. (G) Inhibitor C-106 im Komplex mit der ZIKV-Protease.
(H) Uberlagerung der Komplexkristallstrukturen der Inhibitoren C-7, C-65, C-73 und C-106, die Enzymoberfliche entstammt
der Komplexkristallstruktur des Inhibitors C-106. (I) Wechselwirkungen des Inhibitors C-106 mit Resten des benachbarten
Enzyms der Kristallpackung; die Reste des Nachbarenzyms wurden in PyMOL mit dem Befehl A/generate/symmetry mates in
der unbearbeiteten PDB-Datei 7ZVV erzeugt. Auflésungen: (A) 1,75 A; (C) 1,45 A; (E) 1,69 A; (G) 1,75 A. Rontgenstruktur-
analyse durch S. HUBER (AG STEINMETZER).
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Die Ausrichtung der P3-Seitenkette des Inhibitors C-102 dagegen entspricht jener der Inhibitoren C-58
und C-65 (vgl. Abb. 3.13D und F, S.79), die ebenfalls jeweils eine aromatische P3-Seitenkette besitzen.
Im Ubrigen entspricht die Konformation des zweifach modifizierten Inhibitors C-102 denjenigen der
einzelmodifizierten Verbindungen: Das Linkersegment und die Pw-Seitenkette decken sich mit der des
Inhibitors C-7; das P2-P1-Segment ist beim Inhibitor C-102 nahezu identisch positioniert wie bei C-7
und C-62 und damit auch wie bei der Leitstruktur 42.

Die gebundene Konformation des Inhibitors C-103 (Abb. 3.19C und D), der auf Basis der Inhibitoren
C-7 (Pw-D-Cha) und C-65 (P3-2-Nal) kombiniert wurde, entspricht im Bereich des P2-P1-Segments
ebenfalls denjenigen der einzelmodifizierten Inhibitoren; der P3-Rest ist identisch wie bei C-65 und das
Linkersegment identisch wie bei C-7 ausgerichtet. Beim Inhibitor C-105 (Abb. 3.19E und F), der sich
vom Pw-D-Cyclohexylalanin-Derivat C-7 und vom P2-3-Aminomethylphenylalanin-Derivat C-73
ableitet, deckt sich die Konformation des kombinierten Inhibitors erneut weitgehend mit denjenigen der
einzelmodifizierten Derivate. Eine interessante Abweichung betrifft den P3-Rest, der sowohl beim
kombinierten Derivat C-105 als auch bei C-7 und C-73 jeweils ein Lysin ist. Die P3-C,-Cp-Bindung ist
beim Inhibitor C-105 im Vergleich zu denjenigen von C-7 und C-73 um 29° bzw. 23° von der
Enzymoberflache weggekippt. Derartige Verkippungen waren bisher nur bei Inhibitoren mit
aromatischem P3-Rest beobachtet worden (C-58, C-65, C-102, C-103). Beim Inhibitor C-106, bei dem
im Vergleich zu C-105 das P3-Lysin durch ein 4-Aminomethylphenylalanin ersetzt wurde, findet sich
diese Verkippung ebenfalls (Abb. 3.19G und H). In diesem Falle ist sie jedoch auf die Ausbildung von
Van-der-Waals-Kontakten zwischen der aromatischen P3-Seitenkette und den hydrophoben
Seitenketten von V154 und V155 zurlickzufuhren. In der Komplexstruktur geht die terminale
Aminogruppe des P3-Rests keine sichtbare Wechselwirkung mit dem Enzym ein.

Da die Elektronendichte des C-terminalen Loops der NS2B-Kette in der Komplexstruktur des Inhibitors
C-106 nicht aufgel6st ist, liegt moglicherweise dennoch eine Wechselwirkung zwischen dem Enzym
und der Aminogruppe des P3-Rests vor. Eine solche Wechselwirkung zwischen einem P3-Lysin und
D90* wurde von MARTIN et al.* fiir einen peptidischen Inhibitor im Komplex mit der WNV-Protease
beobachtet, was im Kapitel 3.2.3 (S.78) diskutiert wurde. Eine weitere mdgliche Ursache fur die
Ausrichtung der Aminogruppe weg von der Enzymoberflache ist die Wechselwirkung mit Resten eines
benachbarten Enzyms im Kristall. Der Generierung von symmetry-mates aus der unbearbeiteten
PDB-Datei der Komplexstruktur des Inhibitors C-106 im Programm PyMOL zufolge kommen die Reste
D66 und P67 des Nachbarenzyms der terminalen Aminogruppe des P3-Rests so nahe, dass eine
Ausbildung von polaren Wechselwirkungen maglich ist (Abb. 3.191). Dartiber hinaus ist an der Struktur
des Inhibitors C-106 die Ausrichtung des P2-Rests bemerkenswert. Bei den im Rahmen dieser Arbeit
synthetisierten Inhibitoren mit P2-Lysin und auch den Inhibitoren C-73 und C-105 mit
3-Aminomethylphenylalanin als P2-Rests wird immer die Ausbildung einer polaren Wechselwirkung

zur Seitenkette des N152 beobachtet. Im Falle von C-106 ist die terminale Aminogruppe des
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P2-3-Aminomethylphenylalanins nicht zum N2152 hin ausgerichtet: Wegen eines abweichenden
Diederwinkels liegt die terminale Kohlenstoff-Stickstoffbindung in einer Ebene mit dem aromatischen
System des P2-Rests und zeigt direkt in Richtung D83*, was eine Wechselwirkung mit N152 unmdglich
macht. Des Weiteren ist das Rickgrat des Po-Rests von C-106 im Vergleich zu dem des Inhibitors C-7

und denen der tbrigen kombinierten Derivate etwas naher am D129 positioniert.

3.3.3 Analoga zellpenetrierender Peptide

Wie bereits erwahnt, gelang YOSHIDA et al. durch die Kombination argininreicher und hydrophober
Segmente die Entwicklung des cyclischen, zellpenetrierenden DENV2-Proteaseinhibitors 19b
(Abb. 3.20, S.100).2% Der Inhibitor 19b wurde von argininreichen zellpenetrierenden Peptiden mit
einem zusétzlichen, hydrophoben Phe—2-Nal-Motiv abgeleitet. Dieser Typ zellpenetrierender Peptide
war urspriinglich von PEI entwickelt worden; ein Beispiel fiir diesen Peptidtyp ist 57.176177218 Ein
weiteres Beispiel fur den erfolgreichen Einsatz zellpenetrierender Peptide ist der von RADEMANN et al.
entwickelte Inhibitor 8f. Bei diesem wurde durch die kovalente Verknipfung des zellpenetrierenden,
argininreichen TAT-Peptids (ber ein Dextrangerust mit einem Flavivirininhibitor eine Hemmwirkung
auf das ZIKV, WNV und DENV2 in Zellkultur erreicht.’* Der Gruppe um LINDBERG gelang mit
cyclischen zellpenetrierenden Peptiden wie 58 die intrazellulare Hemmung von Proprotein-
konvertasen.?!® Diese zellpenetrierenden Peptide besitzen allesamt argininreiche Sequenzen und sind
aullerdem reich an hydrophoben Resten. STEINMETZER et al. diskutierten aulerdem die Anlagerung und
anschliefende endozytotische Aufnahme argininreicher Furininhibitoren wie 59 mit signifikanter
Aktivitat gegen die Vermehrung des Chikungunya- (CHIKV) und des Semliki-Forest-Virus (SFV).?°
Eine Ubersicht (iber lineare und cyclische zellpenetrierende Peptide einschlieBlich mdglicher
Internalisierungsmechanismen und Anwendungen zu therapeutischen Zwecken geben Artikel von
JAFARI und JAIN.2?1-222

In den Kapiteln zu P3- bzw. P2-modifizierten Derivaten der Leitstruktur 42 wurde gezeigt, dass die
Inhibitoren C-51 (P3-Arg) und C-72 (P2-Arg) eine hohe Affinitat zur ZIKV- und zur WNV-Protease
besitzen. Die hohe Affinitdt dieser Arginin-Derivate sowie der Inhibitoren mit hydrophobem,
D-konfiguriertem Pw-Rest wurde zum Anlass genommen, ausgehend von der Leitstruktur 42
zellpenetrierende Inhibitoren zu entwickeln (Tab. 3.22, S.101). Zun&chst wurde der Inhibitor C-119 mit
Arginin in P3- und P2-Position sowie D-Homocyclohexylalanin in Pw-Position synthetisiert. Von
PEletal. wurden Peptide, die die Sequenz Phe—2-Nal-Args enthalten, als zellpenetrierend
identifiziert.!® Um dieses Sequenzmotiv mit der Grundstruktur der in dieser Arbeit vorgestellten

Inhibitoren zu vereinen, wurden die Verbindungen C-120 bis C-123 hergestellt. Ausgangsstruktur fir
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Abbildung 3.20 Beispiele fiir zellpenetrierende Inhibitoren und Peptide: Der DENV2-Proteaseinhibitor 19b, der auf Grundlage
des zellpenetrierenden Peptids 57 entwickelt wurde, der Proproteinkonvertaseinhibitor 58 und der Furininhibitor 59.

HNZ NH, HNZ NH,

diese Verbindungen war der Inhibitor C-16 mit einer Glys-Sequenz als Linker (vgl. Tab. 3.6, S.62). Die
Inhibitoren C-120 bis C-123 enthalten zwar im P4-P2-Segment nur ein Args-Motiv, wegen des in
P1-Position eingebauten guanylierten D-Lysins ist das P4-P1-Segment einer Args-Sequenz strukturell
dennoch sehr dhnlich. Die hydrophoben Reste wurden in Po- und P5-Position eingebaut. Bei der
Verbindung C-120 wurde das Phe—2-Nal-Motiv nach PEel direkt Gbernommen. Da Flavivirin eine
Préferenz flr D-konfigurierte Po-Reste aufweist, wurde beim Inhibitor C-121 D-Phenylalanin als Pw-
Rest verwendet; des Weiteren wurde D-Homocyclohexylalanin getestet (C-122), da der Inhibitor C-8
mit diesem Pw-Rest einer der stérksten Flavivirininhibitoren ist (vgl. Tab. 3.5, S.57). Beim Inhibitor
C-123 wurde D-Phe—Phe als hydrophobe Pw-P5-Sequenz eingebaut.

Ein weiteres typisches Strukturmotiv amphiphiler zellpenetrierender Peptide ist eine alternierende
Sequenz aus basischen und hydrophoben Aminosauren.?%22224 Dje Inhibitoren C-124 bis C-128
(Tab. 3.23) besitzen solch eine alternierende Sequenz mit Cyclohexylalanin als P2-Rest, dem
guanylierten, Uber die Seitenkette verkniipften D-Lysin in P1-Position und D-Homocyclohexylalanin als
Pw-Rest. Die Reste des P5-P3-Segments wurden variiert, wobei in P5- und P3-Position basische Reste

(Lys, Arg, D-Arg oder hArg) und in P4-Position ein hydrophober Rest (Cha oder Phe) eingebaut wurde.
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Tabelle 3.22 Argininreiche Inhibitoren mit hydrophobem Segment.

HN.<_NH,

o NH NH o NH NH
HN.__NH, cC-119 HN\n,NHz C-120 bis C-123
NH NH
ZIKV-Protease WNV-Protease HPLC
Pw PS5 (%B]
ICs0 [uM] p ICso [uM] p

C-119 p-hCha - 0,711 +£0,021 1,34 +£0,05 4,72 £0,46 1,76 £ 0,12 35,6
C-120 Phe 2-Nal 0,310+ 0,052 3,96 £0,44 1,81+0,18 1,89 £ 0,06 34,7
C-121 D-Phe 2-Nal 0,380 + 0,060 1,92+0,16 12,4+0,5 1,08 £0,01 35,4
C-122 p-hCha 2-Nal 0,750 £ 0,063 4,74 £ 0,24 2,67 £0,15 1,12 £0,02 41,3
C-123 D-Phe Phe 0,685+ 0,019 0,76 £ 0,01 42,5+0,7 1,14+ 0,04 30,7

Tabelle 3.23 Inhibitoren mit alternierend hydrophoben und basischen Resten.

o NH
HN\n/NHz
NH
ZIKV-Protease WNV-Protease HPLC
P5 P4 [%B]
ICs0 [uM] p ICs0 [uM] p

C-124  Lys Cha Lys 32,8+1,1 1,56 £ 0,05 1314 1,46 £ 0,04 41,4
C-125 Arg Cha Lys 16,1+1,3 1,87 £ 0,05 67,1+3,0 1,49 £ 0,04 41,4
C-126 Lys Phe Lys 52,2+3,6 1,28 £ 0,02 196+ 11 1,34 £ 0,05 39,6
C-127 Arg Phe hArg 10,6 £0,8 1,21 +0,02 295+ 14 1,19+0,04 39,3
C-128 Dp-Arg Phe hArg 11,6 +1,2 1,40+0,13 39,9+7,6 1,21+0,03 43,0

Den Inhibitoren beider Serien (C-119 bis C-128) ist eine Abweichung vom kompetitiven Hemmmodus
gemein. Aus diesem Grund sind in den Tabellen 3.22 und 3.23 anstelle von K;-Werten 1Cso-Werte
angegeben. Wie schon bei den Inhibitoren C-109, C-114 und C-116 wurden zum Teil Hill-Koeffizienten
> 1 bestimmt; des Weiteren zeigen die Messwerte der Inhibitoren C-119 bis C-128 bei der Auftragung
von 1/v gegen die Inhibitorkonzentration einen parabolen Verlauf. In Abbildung 3.21 (S.103) sind
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exemplarisch die ICso-Kurven des Inhibitors C-122 mit der ZIKV-Protease (A) und der WNV-Protease
(B) sowie die entsprechenden Auftragungen von 1/v als Funktion der Inhibitorkonzentration (C, D)
gezeigt. Zu Vergleichszwecken sind zusatzlich die Kurven des Inhibitors C-101 gezeigt. Der Inhibitor
C-101 hemmt die ZIKV- und die WNV-Protease &hnlich effektiv wie C-122, jedoch mit einem
kompetitiven Hemmmodus (vgl. Tab. 3.16, S.86).

Wie zuvor diskutiert, wurde das abweichende Hemmverhalten der Inhibitoren C-109, C-114 und C-116
als Folge einer irreversiblen Enzym-Inaktivierung interpretiert (Kapitel 3.3.2, S.89 ff.). Wesentlicher
Anhaltspunkt fur diese Interpretation war das Abflachen der Umsatzkurven mit zunehmender
Messdauer, ohne dass dabei ein steady-state-Zustand mit konstanter Umsatzgeschwindigkeit erreicht
wurde. Da dieses Abflachen bei den Inhibitoren C-119 bis C-128 nicht auftrat, muss das ungewdhnliche
Hemmverhalten dieser Verbindungen eine andere Ursache haben. Fir einer Serie von Furininhibitoren
erhielten STEINMETZER et al. vergleichbare Messergebnisse mit parabolen Kurvenverldufen bei der
Auftragung von 1/v als Funktion der Inhibitorkonzentration.?? Als eine mogliche Ursache diskutierten
die Autoren die Bindung der Inhibitoren mit unterschiedlichen Modi im aktiven Zentrum. Analog ist es
bei den Inhibitoren C-119 bis C-123 denkbar, dass deren Arginin-Reste bzw. das guanylierte D-Lysin
nicht nur in der erwarteten Weise in die Bindetaschen der Protease binden. Beispielsweise kdnnte die
S1-Tasche vom P2-Arginin und die S2-Tasche vom P3-Arginin besetzt werden; eine Besetzung der
Bindetaschen in umgekehrter Reihenfolge (also das P3-Arginin in die S1-Tasche, das P2-Arginin in die
S2-Tasche und der P1-Rest in den S3/4-Bereich) wére ebenfalls mdglich. Des Weiteren ist die
gleichzeitige Bindung der Inhibitoren C-119 bis C-128 an verschiedene Bindestellen, das heif3t ins
aktive Zentrum und in eine allosterische Tasche, eine mogliche Ursache fiir die erhaltenen Messkurven.
NEUBERT et al. beschrieben einen solchen gemischten Hemmmechanismus fir vom TAT-Protein
abgeleitete Dipeptidylpeptidase-1V-Inhibitoren;?® JUNQUEIRA et al. postulierten die Bindung von
Benzamidin-Derivaten in zwei verschiedene Bindetaschen des bovinen Trypsins.??” In beiden Fallen
waren in enzymkinetischen Messungen parabole Kurvenverldufe in der Auftragung 1/v gegen die
Inhibitorkonzentration aufgetreten. Des Weiteren sind unterschiedliche, von der Inhibitorkonzentration
abhéangige Affinitaten der Inhibitoren C-119 bis C-128 zur offenen und zur geschlossen Konformation
des Flavivirins moglich. Dazu kann die vermeintlich parabole Kurve auch als biphasischer Verlauf
zweier linearer Zusammenhénge aufgefasst werden.??® In einem solchen Falle wiirde der Inhibitor in
niedriger Konzentration vornehmlich an die offene, inaktive Konformation binden. Ab einer kritischen
Konzentration (fur den Inhibitor C-122 ca. 0,75 UM bei der ZIKV-Protease und ca. 15 uM bei der
WNV-Protease) hingegen wiirde der Inhibitor vornehmlich an die geschlossene, aktive Konformation
binden, woraus sich zwei lineare Korrelationen ergeben wiirden. Eine weitere Mdglichkeit zur
Erklarung der starken Zunahme der Hemmwirkung in einem engen Konzentrationsbereich ist die
Uberschreitung einer kritischen Mizellbildungskonzentration. Die Verbindungen C-119 bis C-128

haben einen ausgeprégten amphiphilen Charakter, was die Bildung von Mizellen bei hohen
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3.3.3 Kombinierte Derivate: Analoga zellpenetrierender Peptide

Inhibitorkonzentrationen in wassrigen Lésungen plausibel macht. Bindet ein Inhibitormolekdl, das in
einer Mizelle organisiert ist, an ein aktives Zentrum, so ist in der Umgebung des Enzyms die
Inhibitorkonzentration lokal stark erhéht. Dadurch ist nach Dissoziation des initialen Enzym-Inhibitor-
Komplexes die Bildung eines neuen Komplexes sehr viel wahrscheinlicher. Des Weiteren wiirde die
Bildung von Mizellen den hohen Hill-Koeffizienten erklaren (Hill-Koeffizienten > 1 zeigen einen
kooperativen Bindungsmodus an). Fir amphiphile, tribasische Furininhibitoren ist ein kooperativer
Hemmmechanismus durch Mizellbildung beschrieben und experimentell belegt.??®

Einige der potentiell zellpenetrierenden Inhibitoren wurden in cellulo auf ihre antivirale Wirkung
untersucht und zeigten dabei eine im Vergleich zur Leitstruktur 42 deutlich héhere Wirksamkeit
(s. Kap. 3.7, S.113 ff.).
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Abbildung 3.21 Dosis-Wirkungs-Kurven des Inhibitors C-122; zur lllustration des ungewdhnlichen Hemmverhaltens von C-122
sind die Dosis-Wirkungs-Kurven des kompetitiven Inhibitors C-101, fir den dhnliche ICso-Werte wie fir C-122 bestimmt
wurden, zum Vergleich gezeigt. Die genauen Messbedingungen sind Kapitel 5.2 (S.157 f.) zu entnehmen. (A) Dosis-Wirkungs-
Kurven der Messungen mit der ZIKV-Protease und Anpassung an die logistische Gleichung (3). (B) Dosis-Wirkungs-Kurven der
Messungen mit der WNV-Protease und Anpassung an die logistische Gleichung (3, S.49). (C) Auftragung der Dosis-Wirkungs-
Kurven bei Messung mit der ZIKV-Protease als 1/v gegen die Inhibitorkonzentration. (D) Auftragung der Dosis-Wirkungs-
Kurven bei Messung mit der WNV-Protease als 1/v gegen die Inhibitorkonzentration.
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3.4 Methylierungen des Inhibitorriickgrats

Es sind zahlreiche cyclische Peptide mit N-methylierten Aminosauren bekannt, die oral bioverfugbar
sind; ein bekanntes Beispiel ist das von der FDA und der EMA zugelassene Immunsuppressivum
Ciclosporin.?® Da die Methylierung des Inhibitorriickgrats zu einer erhohten Bioverfiigbarkeit fiihren
kann, wurden auf Anregung des Verfassers von L.C. SCHMACKE im Rahmen ihrer Masterarbeit einige
methylierte Derivate der beiden wirksamsten Inhibitoren der ZIKV- und WNV-Protease, 42 und C-14,
hergestellt (Tab. 3.24). Bei allen sechs Verbindungen wurde eine im Vergleich zu den nicht-
methylierten Inhibitoren geringere Hemmwirkung bestimmt. Bei den Verbindungen C-129 bis C-131
ist der hohe Affinitatsverlust (Faktor > 100) im Vergleich zur nicht-methylierten Verbindung C-14 auf
den ersten Blick lberraschend, da zumindest bei der P5-methylierten Verbindung C-130 und der
P4-methylierten Verbindung C-131 ein sterischer Zusammensto mit Enzymresten unwahrscheinlich
ist (Abb. 3.22A). Eine Erklarung fir den starken Affinitatsverlust wére eine durch die Methylgruppen
induzierte Konformationsédnderung des Inhibitorriickgrats. In der Folge wirde die Stabilisierung Gber
die klauenartig angeordneten, intramolekularen Wasserstoffbriicken, wie sie beim Inhibitor C-14
(vgl. Abb. 3.9, S.64) vorliegt, aufgebrochen werden. Bei den zuvor besprochenen Derivaten des
Inhibitors C-14 mit hydrophoben Seitenketten im Linkersegment (C-44, C-45, C-99 bis C-101; vgl.
Tab 3.10, S.73; Tab. 3.16, S.86) kam es ebenfalls zu deutlichen Affinitatsverlusten. Beim Inhibitor C-44
kann die reduzierte Hemmwirkung auf eine Konformationsanderung des Inhibitorriickgrats
zuriickgefiihrt werden (vgl. Abb. 3.12, S.74).

Der Affinitatsverlust der methylierten Derivate der Leitstruktur 42 lasst sich nach einem Blick auf die
Komplexkristallstrukturen des Inhibitors 42 (Abb. 3.22B) erkléren: Die stark reduzierte Hemmwirkung
bei einer Methylierung in Pw- (C-132) oder P2-Position (C-134) ldsst sich vermutlich auf die
Verdrangung konformationsstabilisierender Wassermolekille zurlckfiihren (Abb. 3.22B). Die
wasservermittelte Interaktion mit D129 bzw. die intramolekulare wasservermittelte Wechselwirkung
kann nach einer Methylierung der entsprechenden Positionen nicht mehr ausgebildet werden. Der
vergleichsweise geringe Affinitatsverlust der P3-methylierten Verbindung C-133 ist vermutlich die

Folge einer thermodynamisch ungiinstigen Verdrangung von Wassermolekdilen.

Wegen des hohen Affinitatsverlusts der Inhibitoren mit methyliertem Linkersegment und der
aufwendigen Synthese?”” der P3- und P2-methylierten Verbindungen wurde bei Optimierungen (auRer
beim Inhibitor C-104, vgl. Tab. 3.17, S.88) auf Methylierungen des Inhibitorriickgrats verzichtet.
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3.4 Methylierungen des Inhibitorriickgrats

Tabelle 3.24 Methylierte Derivate der Inhibitoren C-14 und 42. Die Inhibitoren C-129 bis C-134 wurden von L.C. SCHMACKE im
Rahmen ihrer Masterarbeit hergestellt und enzymkinetisch charakterisiert.207

NH, NH,
i
N N N
OgN._,R* H J)=o Os UNH 0
T R HN T N-g2
N,R OWNHz N,R OWNHZ
o NH o NH
HN_NH, C-129:R“=Me, R®=H,R*=H HN__NH, C-132:R“=Me, R®=H,R?=H
\,I\‘l/'_' C-130: R¥=H, R5=Me, R*=H \,{‘l; C-133: R¥=H, R* Me, R2=H
C-131: R¥ = Me, R®=H, R* = Me C-134: R¥=H, R®= H, R? = Me
(C-14: R¥=R%=R*=H) (42: R®=R3=R?=H)
Ki [uM]
Nr. HPLC [%B]
ZIKV-Pro. WNV-Pro.
C-14 0,00172 + 0,00003 0,0686 + 0,0131 11,9
C-129207 0,332+ 0,003 30,5+7,3 12,0
C-130207 0,333 +£0,092 30,6 +3,5 11,8
C-131207 0,396 £ 0,018 61,3+3,9 11,7
42 0,00168 + 0,00036 0,149 + 0,050 17,0
C-132207 0,0623 +£0,0171 6,13 +0,33 18,4
C-133207 0,00637 + 0,00083 0,373 +0,44 17,7
C-134207 0,490+ 0,013 36,9+3,3 17,2

42/ZIKV-Pro.
PDB; 6Y3B

Abbildung 3.22 Komplexkristallstrukturen der Inhibitoren C-14 (A) und 42 (B) mit der ZIKV-Protease. Die Positionen, die bei
den Inhibitoren C-129 bis C-134 methyliert sind, sind durch Pfeile markiert.
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3.5 Hemmung der Proproteinkonvertase Furin

Wie im Kapitel 1.1.3 (S.5 ff.) beschrieben, gehdrt die Serinprotease Furin zu den Proproteinkonvertasen
und ist an der Flavivirusreifung beteiligt. Deshalb wird bei der Hemmung von Furin ein antiviraler
Effekt beobachtet,147:220.225.228230 Fyrin besitzt eine starke Praferenz fir Substrate mit multibasischen
Sequenzen; die bevorzugte P4-P1-Sequenz ist Arg—Xaa—Arg/Lys—Arg. Daher wurden einige
Inhibitoren, vor allem diejenigen mit Argininresten, auf ihre Furinhemmung geprift (Tab. 3.25).

Tabelle 3.25 Hemmwirkung ausgewahlter Inhibitoren auf humanes Furin bei einer Inhibitorkonzentration von 100 uM (einen

kompetitiven Hemmmechanismus vorausgesetzt, entsprechen 10 % Hemmung ca. einem Kj =40 uM, 50 % ca. K;= 15 uM,
80 % ca. K; = 5 uM). Die genauen Messbedingungen sind Kapitel 5.2 (S.161) zu entnehmen.

Pw-P6-P5-P4

HN.__NH,
NH

Nr. Pw P6 P5 P4 P2 Furinhemmung [%]?

42 Gly - - 3-Amphac Lys Lys 39,6+1,7

C-8 p-hCha - - 3-Amphac Lys Lys 57,9+1,5

c-14 Gly - Gly B-Ala Lys Lys 35,1+0,9

c-30 Gly Gly Gly Arg Lys Lys 82,9+0,5

C-31 Gly Gly Gly D-Arg Lys Lys 84,0+0,4

C-50 Gly - - 3-Amphac nArg Lys 66,7 £0,5

C-51 Gly - - 3-Amphac Arg Lys 66,0+0,7

c-71 Gly - - 3-Amphac Lys nArg 70,8 £5,7

C-72 Gly - - 3-Amphac Lys Arg 50,8+2,3
Ki=0,362 + 0,011

C-119 p-hCha - - 3-Amphac Arg Arg ICso = 0,766 + 0,038
p=1,00+0,01

c-120 Phe - 2-Nal Arg Arg Arg :Oci" 1= 3954:0;3’18

c-121 p-Phe - 2-Nal Arg Arg Arg Lcio; 35é917 (igél

c-122 o-hCha - 2-Nal Arg Arg Arg :Oci" 1= :ilf 5’ &24

c-123 D-Phe - Phe Arg Arg Arg Lciolz,fézf(i:éﬂ

C-124 p-hCha - Lys Cha Lys Cha 6,2+0,8

C-125 p-hCha - Arg Cha Lys Cha 11,5+1,2

C-126 p-hCha - Lys Phe Lys Cha 11,0+1,6

C-127 p-hCha - Arg Phe hArg Cha 30,1 46,8

C-128 p-hCha - D-Arg Phe hArg Cha 49,2+ 4,6

aHemmuwirkung auf Furin bei einer Inhibitorkonzentration von 100 uM, wenn nicht anders angegeben; Ki- und ICso-Werte sind
in [UM] angegeben; p: Hill-Koeffizient.
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3.6 Selektivitdtsuntersuchung mit Faktor Xa, Thrombin und Trypsin

Die stérkste Furinhemmung wurde fiir den Inhibitor C-119 bestimmt. Unter Annahme eines reversibel-
kompetitiven Hemmmechanismus entspricht der bestimmte ICso-Wert (766 nM) einem K;-Wert von
362 nM. Bei Messungen des Inhibitors C-119 mit der ZIKV- und der WNV-Protease war ein von der
kompetitiven Hemmung abweichendes Verhalten festgestellt worden (vgl. Tab. 3.22, S.101). Wegen
der etwa gleich hohen Hemmwirkung auf Furin und die ZIKV-Protease ware ausgehend vom Inhibitor
C-119 die Entwicklung chimarischer Inhibitoren des Furins und des Flavivirins moglich, wie sie bereits
von STEINMETZER et al. beschrieben wurde.*” Fir die argininreichen Inhibitoren C-120 bis C-122
wurde eine etwa zehnfach niedrigere Hemmwirkung auf Furin als fir den Inhibitor C-119 bestimmt.
Jene Inhibitoren zeigen eine leichte Abweichung vom kompetitiven Hemmverhalten (p > 1), sodass nur
ICso-Werte angegeben werden kdnnen. Bei Messungen mit der ZIKV- und der WNV-Protease war ein
solches Verhalten bei der Auftragung der Dosis-Wirkungs-Beziehungen mit p > 1 ebenfalls beobachtet
worden. Die mdglichen Ursachen fiir das abweichende Hemmverhalten wurden bereits diskutiert (vgl.
Kapitel 3.3.3, S.102). Des Weiteren wurden flr die Inhibitoren C-30 und C-31 mit Arginin bzw.
D-Arginin als P4-Rest relativ hohe Hemmwirkungen auf Furin bestimmt. Unter den getesteten
Verbindungen sind solche ohne basischen P2-Rest (C-124 bis C-128) diejenigen mit der niedrigsten
Hemmwirkung auf Furin. Insgesamt spiegeln die ermittelten Hemmwerte die Substratspezifitat des
Furins wider. Von den argininreichen Verbindungen C-119 bis C-123 abgesehen, wird Flavivirin durch

die getesteten Inhibitoren wesentlich effektiver gghemmt als Furin.

3.6 Selektivitatsuntersuchung mit Faktor Xa, Thrombin und Trypsin

Fur einige Inhibitoren wurde auch die Selektivitat fur Flavivirin gepruft. Dazu wurde jeweils die
Hemmwirkung dieser Inhibitoren auf den humanen Faktor Xa, bovines Thrombin und auf porcines
Trypsin bei einer Inhibitorkonzentration von jeweils 100 uM bestimmt (Tab. 3.26, S.108). Diese drei
Enzyme schneiden wie Flavivirin und Furin bevorzugt hinter basischen Resten. Eine Hemmung der
Gerinnungsproteasen Faktor Xa und Thrombin kdnnte in vivo zu unerwiinschten Blutungen fiihren; eine
Hemmung der Verdauungsprotease Trypsin hatte bei einer oralen Gabe Konsequenzen. Die
Hemmwirkung auf Faktor Xa aller getesteten Inhibitoren liegt aufier bei den kombinierten Derivaten
C-108 (23 %), C-119 (45 %) und C-120 (39 %) zwischen 10 % und 20 %. Die Hemmwirkung auf
Thrombin liegt in einem &hnlichen Bereich, wobei fir einige Inhibitoren Werte > 50 % bestimmt
wurden (C-41, C-103, C-107, C-108, C-119, C-120). Trypsin wird von der Mehrzahl der untersuchten
Inhibitoren am schwéchsten gehemmt; fir die meisten einzelmodifizierten Derivate liegt die
Hemmwirkung < 10 %. Alle getesteten einzelmodifizierten Derivate zeigen eine hohe Selektivitat fir
Flavivirin. Selbst der Inhibitor C-41, der eine vergleichsweise hohe Hemmwirkung auf Thrombin und

Trypsin hat, hemmt die ZIKV- und die WNV-Protease zwei bzw. drei GrolRenordnungen effektiver.
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Tabelle 3.26 Hemmwirkung ausgewahlter Inhibitoren auf humanen Faktor Xa, bovines Thrombin und porcines Trypsin jeweils
bei einer Inhibitorkonzentration von 100 uM (einen kompetitiven Hemmmechanismus voraussetzend gilt fiir den Faktor Xa:
10 % Hemmung entsprechen ca. einem Ki=750puM, 20 % ca. Ki=300pM, 50 % ca. Ki=90 uM; Thrombin: 10 % ca.
Ki = 500 pM, 50 % ca. 50 pM, 80 % ca. K; = 10 uM; Trypsin: 10 % ca. K; = 200 uM, 50 % ca. K; = 20 uM, 70 % ca. K; =10 uM).
Die genauen Messbedingungen sind Kapitel 5.2 (S.160 f.) zu entnehmen.

Pw-P6-P5-P4

HN.__NH,
NH
Hemmung [%]?
Nr. Pw P6 P5 P4 P2
Faktor Xa Thrombin Trypsin

42 Gly - - 3-Amphac Lys Lys 11,1+2,4 26,7%5,0 3,2+0,1
C-6 D-Leu - - 3-Amphac Lys Lys 13,1+1,5 149+0,1 4,2+0,1
C-7 p-Cha - - 3-Amphac Lys Lys 14,6 +1,3 17,5+0,1 58+0,1
c8 p-hCha - 3-Amphac  Lys Lys 17,0+0,2 15,7 +0,2 6,6 +0,1
c-14 Gl - Gly B-Ala Lys Lys 12,3+0,6 14,0+0,3 1,6 £0,1
c-15  Gly - B-Ala  Gly Lys Lys 13,4+0,1 11,0+0,3 4,8+0,4
Cc-16  Gly - Gly Gly Lys Lys 13,3+1,0 11,7+1,0 6,0+0,4
C-25 Gly Gly  Gly D-Phe Lys Lys 11,8 +1,7 19,6 +1,1 4,7+1,2
c-31 Gl Gly Gly D-Arg Lys Lys 13,4+0,7 8,2+0,5 43+1,7
C-39 Gly - B-Ala  p-Cha Lys Lys 143+0,1 19,3+0,3 3,8+0,2
c-41 Gl - B-Ala  D-Phg Lys Lys 14,9+2,1 54,9+0,3 32,7+1,7
c-42 Gl - B-Ala  D-Phe Lys Lys 13,7+2,2 14,0+0,3 7,2+0,5
c-44  Gly - Gly p-B2-hPhe  Lys Lys 15,9+1,7 10,9+0,2 6,0+0,1
c-51  Gly - - 3-Amphac  Arg Lys 14,0+0,8 14,4 +0,7 75+1,5
C-55 Gly - - 3-Amphac Cit Lys 13,0+0,4 12,0+1,5 8,3+2,5
C-63 Gly - - 3-Amphac Phe Lys 153+0,4 15,7 +0,5 7,6+4,0
C-72 Gly - - 3-Amphac Lys Arg 17,1+0,4 11,8+1,2 13,1+1,1
C-75 Gly - - 3-Amphac Lys GIn 18,2+1,8 9,0+0,8 3,4+0,1
Cc-84 Gly - - 3-Amphac Lys Phe 14,4+0,9 16,7 +2,2 11,2+3,4
C-88 Gly - - 3-Amphac Lys Cha 15,7+1,6 155+0,4 21,6 £0,5
c-97° Gly - - 3-Amphac Lys Arg 15,3+1,8 10,2 +0,2 44+1,5
C-102 Dp-Cha - - 3-Amphac Trp Lys 10,7+£1,9 25,3+19 8,6 +0,8
C-103 Dp-Cha - - 3-Amphac 2-Nal Lys 14,5+ 3,2 55,7+1,3 13,8 +1,8
C-105 bp-Cha - - 3-Amphac Lys Phe(3-CH;NH;) 11,7+0,7 22,4+5,0 32,0+0,6
C-107 b-Cha - - 3-Amphac Phe Phe(3-CH;NH;) 11,1+1,7 75,6 £4,2 51,2+14
C-108 Dp-Cha - - 3-Amphac 2-Nal Phe(3-CH;NH;) 23,1+2,3 82,6+1,0 66,8 +0,3
C-113 Dp-Cha - B-Ala  p-Cha Lys Phe(3-CH;NH,) 12,7+0,9 16,6 +1,2 70,6 +2,2
C-119 bp-hCha - - 3-Amphac Arg Arg 44,6 +0,9 58,6 +5,9 34,4+2,5
C-120 Phe - 2-Nal Arg Arg Arg 39,1+0,8 67,6 2,2 70,7+2,2
C-125 bp-hCha - Cha Lys Cha Lys 13,2+2,6 11,8+4,9 36,5+0,3

aHemmuwirkung auf Faktor Xa, Thrombin bzw. Trypsin bei einer Inhibitorkonzentration von 100 uM; Pohne P1-Rest, in diesem
Falle ist das Pw-Glycin direkt mit dem P2-Arginin verkniipft.
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3.7 Untersuchungen in cellulo

3.7 Untersuchungen in cellulo

Eine Auswahl an Inhibitoren wurde von D. BENDER und R.O. MURRA (AG HILDT, Paul-Ehrlich-Institut,
Langen) in Zellkultur untersucht. Zundchst wurden einzelmodifizierte Derivate der Leitstruktur 42
gepruft. Alle untersuchten Verbindungen zeigen mit CCso-Werten > 95 uM sowohl bei einer 24- als
auch bei einer 48-stlindigen Behandlung eine geringe Cytotoxizitét (Tabelle 3.27).

Tabelle 3.27 CCso-Werte einer Auswahl einzelmodifizierter Inhibitoren. Zur Bestimmung der CCso-Werte wurden A549-Zellen
24 h bzw. 48 h mit verschiedenen Inhibitorkonzentrationen behandelt. Die relative metabolische Aktivitat wurde mit dem
PrestoBlue Cell Viability Reagent bestimmt. Kontrollexperimente wurden mit DMSO (1:4000), Triton X-100 (1 %) bzw.

Cycloheximid (0,1 %) durchgefiihrt. Die Messwerte wurden vor Berechnung des CCso-Werts auf die DMSO-Kontrolle normiert.
Die Experimente und die Auswertung wurden von D. BENDER und R.O. MURRA (AG HipT, Paul-Ehrlich-Institut, Langen)

durchgefiihrt.
Pw-P5-P4
f NH
oﬁ)\sz/
O:I/:(\/\/NH P2
HN\n/NHz
NH

Nr. Pw PS5 P4 P2 iT CCso [uM] T

42 Gly - 3-Amphac Lys Lys 159 181
C-6 D-Leu - 3-Amphac Lys Lys >200 >200
C-7 p-Cha - 3-Amphac Lys Lys > 200 > 200
C-8 p-hCha - 3-Amphac Lys Lys > 200 > 200
C-14 Gly Gly B-Ala Lys Lys >200 > 200
C-39 Gly B-Ala p-Cha Lys Lys >200 > 200
c-41 Gly B-Ala D-Phg Lys Lys >200 > 200
C-42 Gly B-Ala D-Phe Lys Lys >200 > 200
C-44 Gly Gly D-B%-hPhe Lys Lys >200 > 200
C-50 Gly - 3-Amphac nArg Lys 137 161
C-55 Gly - 3-Amphac Cit Lys 180 200
C-60 Gly - 3-Amphac Phe(3-CN)  Lys 152 143
C-62 Gly - 3-Amphac Trp Lys 188 179
C-65 Gly - 3-Amphac 2-Nal Lys 187 157
C-67 Gly - 3-Amphac Cha Lys 153 >200
C-73 Gly - 3-Amphac Lys Phe(3-CH,2NH,) 148 169
C-76 Gly - 3-Amphac Lys Cit > 200 166
c-81 Gly - 3-Amphac Lys Phe(3-CN) 134 136
C-83 Gly - 3-Amphac Lys Trp 142 96,1
C-86 Gly - 3-Amphac Lys 2-Nal 174 159
C-88 Gly - 3-Amphac Lys Cha 131 186
C-89 Gly - 3-Amphac Lys Nle 154 136
C-90 Gly - 3-Amphac Lys Ala 181 > 200
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Die Inhibitoren 42 und C-8 wurden zusétzlich auf ihre Stabilitdt unter den Assay-Bedingungen
untersucht. Dazu wurden die Inhibitoren (Startkonzentration 80 uM) in DMEM jeweils mit und ohne
A549-Zellen inkubiert und die Inhibitorkonzentration nach 24 h, 48 h und 72 h mittels analytischer
HPLC bestimmt. In einer zuvor durchgefiihrten Eichmessung wurde bei beiden Inhibitoren ein linearer
Zusammenhang zwischen den Integralen der HPLC-Signale und der Konzentration festgestellt
(Abb. 3.23A). Es zeigte sich, dass sich die Inhibitorkonzentration im untersuchten Zeitfenster nicht

signifikant &ndert, die Inhibitoren also unter den Zellkulturbedingungen stabil sind (Abb. 3.23B).

A B
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Abbildung 3.23 Stabilitat der Inhibitoren 42 und C-8 unter Zellkulturbedingungen. (A) Eichgeraden zur quantitativen
Bestimmung der Inhibitorkonzentration aus den Flachen der HPLC-Signale: Es wurden je 75 L des Inhibitors 42 bzw. C-8 in
DMEM (10 % FCS) auf die HPLC-Sdule aufgetragen (Inhibitorkonzentrationen 10, 20, 40, 80, 160 und 320 uM, je als Triplikat;
Start des HPLC-Laufs je bei 1 % B). (B) Konzentration der Inhibitoren 42 bzw. C-8 nach Inkubation (0, 24, 28 und 72 h) in DMEM
(10 % FCS) je mit und ohne A549-Zellen. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C mit 5 % CO, und einer rel. Luftfeuchtigkeit > 90 %.
Nach den genannten Zeiten wurden 300 puL des Uberstands abgenommen, 15 min bei 30.000xg zentrifugiert und bis zur
Vermessung mittels HPLC bei -80 °C gelagert. Es wurden je 75 L des Uberstands auf die HPLC-Sule aufgetragen. Alle
Bestimmungen wurden als technische Triplikate durchgefihrt.

Des Weiteren wurde eine mdgliche Proteinbindung der Inhibitoren 42 und C-8 in einem
Fluoreszenzldschungs-Assay mit bovinem Serumalbumin (BSA) untersucht. Bei der Komplexbildung
von BSA und hydrophoben Liganden wird in der Regel eine von der Ligandenkonzentration abhéngige
Fluoreszenzldschung beobachtet.?! Bei der Untersuchung von 42 und C-8 mit BSA wurde auch bei
hohen Inhibitorkonzentrationen keine nennenswerte Anderung des Fluoreszenzsignals beobachtet
(Abb. 3.24). Entsprechend ist bei beiden Inhibitoren nicht von einer BSA-Bindung in signifikantem
Ausmal3 auszugehen.

Im néchsten Schritt wurde der antivirale Effekt einiger Verbindungen mit einem ZIKV-Luciferase-
Reporter-Virus untersucht. Bei der Untersuchung linkermodifizierter Verbindungen (Abb. 3.25) wurde
bei keinem der Derivate ein statistisch signifikanter Effekt beobachtet; lediglich die Leitstruktur 42
selbst zeigt entgegen den Ergebnissen aus der AG BARTENSCHLAGER einen leichten antiviralen Effekt;

ein leichter Effekt wurde auf’erdem beim Inhibitor C-8 gefunden.
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3.7 Untersuchungen in cellulo
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Abbildung 3.24 Untersuchung der Inhibitorbindung an bovines Serumalbumin. Fluoreszenzintensitat (Anregungswellenlange
280 nm) bei verschiedenen Emissionswellenlangen von 320 nm bis 360 nm von bovinem Serumalbumin (2 pM) in Gegenwart
verschiedener Konzentrationen des Inhibitors 42 (A) bzw. C-8 (B) jeweils in PBS-Puffer (pH 7,4). Jeder Graph ist als mittlere
Kurve dreier unabhangiger Messungen gezeigt.
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Abbildung 3.25 Untersuchung des antiviralen Effekts linkermodifizierter Inhibitoren mit einem ZIKV-Luciferase-Reporter-
Virus. A549-Zellen wurden in Gegenwart eines Inhibitors (20 pM) bzw. von Ribavirin (100 uM) mit 10 Genom-Aquivalenten
(GE) des ZIKV-Luciferase-Reporter-Virus infiziert. Nach 4 h und 24 h p.i. wurde jeweils die gleiche Inhibitormenge, die bei 0 h
p.i. vorhanden war, erneut zugegeben. Die Luciferase-Aktivitdt wurde 48 h p.i. bestimmt. Die Luciferase-Aktivitat ist in
Relation zur DMSO-Kontrolle (0,2 % V/V DMSO) als Mittelwert + Standardabweichung von mindestens finf unabhangigen
Experimenten angegeben. Die statistische Signifikanz ist im Vergleich zur DMSO-Kontrolle angegeben. **=p >0,01;
**+* = p >0,0001. Die Experimente und die Auswertung wurden von D. BENDER und R.O. MURRA (AG HiLpT, Paul-Ehrlich-Institut,
Langen) durchgefiihrt.

Deshalb wurden der Einfluss der Inhibitoren 42 und C-8 auf die Biosynthese des viralen NS1- und des
viralen E-Proteins mit Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht (Abb. 3.26, S.112). Bei Anwesenheit
des Inhibitors 42 wurde kein Effekt auf die Zahl infizierter Zellen beobachtet. Bei Anwesenheit des

Inhibitors C-8 war die Zahl infizierter Zellen nach 24 Stunden etwas niedriger als bei DMSO-Kontrolle.
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Ergebnisse und Diskussion

Dass nach 48 Stunden in Gegenwart und in Abwesenheit des Inhibitors C-8 etwa gleich viele infizierte
Zellen vorhanden sind, ist moglicherweise die Folge von Sekundarinfektionen. Daflr spricht ein
vergleichsweise starkes NS1-spezifisches Signal nach 48 Stunden, wohingegen die E-spezifischen
Signale weniger stark ausgepragt sind (NS1-Proteine werden im Gegensatz zu E-Proteinen vermehrt im

friihen Infektionsstadium produziert).2%

DMSO Inhibitor 42 Inhibitor C-8

K87 (E) NS1 DAPI

Merge

Abbildung 3.26 Einfluss der Inhibitoren 42 bzw. C-8 auf das NS1- und das E-Protein des Zika-Virus. A549-Zellen wurden bei
einer MOI von 1 mit dem Zika-Virus (French Polynesia strain H/PF/2013) in Gegenwart von 0,8 % DMSO oder 80 uM Inhibitor
(verdiinnt aus 10 mM DMSO) infiziert. Die Zellen wurden 24 h bzw. 48 h p.i. mit 4 % Formaldehyd fixiert und mit NS1- bzw.
E(K87)-spezifischen Antiseren analysiert (griin bzw. rot). Zellkerne wurden mit DAPI visualisiert (blau). Die Bilder wurden mit
einem Leica Stellaris 8-System bei 40-facher VergroRerung aufgenommen (numerische Apertur 1,10). Die Experimente und
die Auswertung wurden von D. BENDER und R.O. MURRA (AG HiLbT, Paul-Ehrlich-Institut, Langen) durchgefiihrt.

Anders als bei den linkermodifizierten Verbindungen wurde bei mehreren P3- oder P2-modifzierten
Inhibitoren in Assays mit einem ZIKV-Luciferase-Reporter-Virus ein antiviraler Effekt festgestellt
(Abb. 3.27). Allerdings zeigte keine der Verbindungen einen stérkeren Effekt als die Leitstruktur 42. Es
ist bemerkenswert, dass keine Korrelation zwischen den in vitro bestimmten Ki-Werten und der
Hemmwirkung in Zellkultur besteht: Die Inhibitoren C-50 (P3-nArg) und C-73 (P2-Phe(3-CH:NH,))
sind in vitro &hnlich potente Flavivirininhibitoren wie die Leitstruktur 42, zeigen in Zellkultur aber keine
signifikante Wirkung. Bei den 3-Cyanophenylalanin-Derivaten C-60 (P3) und C-81 (P2), den
2-Naphthylalanin-Derivaten C-65 (P3) und C-86 (P2) sowie bei den Cyclohexylalanin-Derivaten
C-67 (P3) und C-88 (P2) ist die antivirale Wirksamkeit in Zellkultur jeweils beim P2-Derivat starker
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3.7 Untersuchungen in cellulo

ausgepragt, obwohl deren Hemmwirkung auf die ZIKV-Protease in vitro je um einen Faktor von etwa
1000 niedriger ist als beim zugehdrigen P3-Derivat. Von den Citrullin-Inhibitoren C-55 (P3) und
C-76 (P2) zeigt dagegen nur das P3-Derivat einen signifikanten Effekt in cellulo. Aus den Experimenten
geht hervor, dass sich hydrophobe Aminosauren prinzipiell als Lysin-Ersatz eignen und ihr Einbau in

der P2-Position besser toleriert wird als in der P3-Position.
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Abbildung 3.27 Untersuchung des antiviralen Effekts P3- und P2-modifizierter Inhibitoren mit einem ZIKV-Luciferase-
Reporter-Virus. A549-Zellen wurden in Gegenwart eines Inhibitors (40 uM) bzw. von Ribavirin (100 uM) mit 10 Genom-
Aquivalenten (GE) des ZIKV-Luciferase-Reporter-Virus infiziert. Nach 4h und 24h p.i. wurde jeweils die gleiche
Inhibitormenge, die bei 0 h p.i. vorhanden war, erneut zugegeben. Die Luciferase-Aktivitat wurde 48 h p.i. bestimmt. Die
Luciferase-Aktivitat ist in Relation zur DMSO-Kontrolle (0,2 % V/V DMSO) als Mittelwert * Standardabweichung von
mindestens drei unabhdngigen Experimenten angegeben. Die statistische Signifikanz ist im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
angegeben. * = p > 0,05; ** = p > 0,01; *** = p > 0,001; **** = p > 0,0001. Die Experimente und die Auswertung wurden von D.
BenDER und R.O. MURRA (AG HiLDT, Paul-Ehrlich-Institut, Langen) durchgefiihrt.

Die Zellkulturexperimente mit den lipophil-kombinierten Derivaten C-102 bis C-118 standen zum
Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit noch aus.

Von sechs potentiell zellpenetrierenden Inhibitoren wurden die Cytotoxizitat und die antivirale Wirkung
untersucht (Abb. 3.28, S.114; Abb. 3.29, S.115). Bis zu einer Inhibitorkonzentration von 40 pM wurde
bei keiner der untersuchten Verbindungen ein signifikanter Effekt auf die Zellviabilitat festgestellt. Bei
den Inhibitoren mit alternierend hydrophoben und basischen Resten (C-124, C-125 und C-126) wurden
auch hohere Inhibitorkonzentrationen toleriert. Der antivirale Effekt aller getesteten potentiell
zellpenetrierenden Inhibitoren aufler C-120 ist im Luciferase-Reporter-Assay hoher als der der
Leitstruktur 42. Besonders ausgepragt ist der antivirale Effekt bei den Inhibitoren C-122 und C-125 (die
Strukturen sind in Abb. 3.30, S.115, gezeigt), die bei einer Konzentration von 40 uM die Virus-

vermehrung &hnlich stark hemmen wie 100 uM Ribavirin.
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Abbildung 3.28 Effekt einiger potentiell zellpenetrierender Inhibitoren auf die metabolische Aktivitat. A549-Zellen wurden
24 h bzw. 48 h mit verschiedenen Inhibitorkonzentrationen behandelt. Die relative metabolische Aktivitdt wurde mit dem
PrestoBlue Cell Viability Reagent bestimmt. Kontrollexperimente wurden mit DMSO (1:4000), Triton X-100 (1 %) bzw.
Cycloheximid (0,1 %) durchgefiihrt. Die Messwerte wurden auf die DMSO-Kontrolle normiert. Die Experimente und die
Auswertung wurden von D. BENDER und R.O. MURRA (AG HiLpT, Paul-Ehrlich-Institut, Langen) durchgefiihrt.
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Abbildung 3.29 Untersuchung des antiviralen Effekts zellpenetrierender Inhibitoren mit einem ZIKV-Luciferase-Reporter-
Virus. A549-Zellen wurden in Gegenwart eines Inhibitors (40 uM) bzw. von Ribavirin (100 uM) mit 10 Genom-Aquivalenten
(GE) des ZIKV-Luciferase-Reporter-Virus infiziert. Nach 4 h und 24 h p.i. wurde jeweils die gleiche Inhibitormenge, die bei 0 h
p.i. vorhanden war, erneut zugegeben. Die Luciferase-Aktivitdit wurde 48 h p.i. bestimmt. Die Luciferase-Aktivitat ist in
Relation zur DMSO-Kontrolle (0,2 % V/V DMSO) als Mittelwert + Standardabweichung von mindestens drei unabhdngigen
Experimenten angegeben. Die statistische Signifikanz ist im Vergleich zur DMSO-Kontrolle angegeben. **=p>0,01;
*** = p>0,001; **** = p >0,0001. Die Experimente und die Auswertung wurden von D. BENDER und R.O. MURRA (AG HiLDT, Paul-
Ehrlich-Institut, Langen) durchgefiihrt.
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Abbildung 3.30 Strukturen der Inhibitoren C-122 und C-125. Die beiden Inhibitoren zeigen unter den in dieser Arbeit
vorgestellten Verbindungen die starkste Hemmwirkung auf die ZIKV-Vermehrung in cellulo.
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3.8 Boroleucin-basierte Inhibitoren

Einige besonders wirksame peptidische Flavivirininhibitoren binden reversibel-kovalent an das S135
der katalytischen Triade (vgl. Kap. 1.2.2.1, S.15 ff.). Um eine kovalente Modifizierung zu erreichen,
tragen diese Inhibitoren eine reaktive Aldehyd-, Trifluormethylketon- oder Boronsduregruppe am
C-Terminus. Der C-terminale P1-Rest ist bei den bisher bekannten Inhibitoren immer ein Arginin-
Derivat, also zum Beispiel Arginal, Boroarginin oder ein Arginin-Mimetikum wie beim Inhibitor 7 (vgl.
Abb. 1.8, S.19). Mit Bortezomib (60) und Ixazomib (61) sind zwei Proteasehemmstoffe mit
C-terminaler Boronsaurefunktion durch die EMA zugelassen. Beide sind Inhibitoren des Proteasoms
(einer Threoninprotease) und werden zur Behandlung des Multiplen Myeloms eingesetzt.?*2

Cl
N
Ll xh J\* P J\*
N
y N\/U\H 0" N\)LH 0"
(0] N OH Cl O OH

60 61
Bortezomib Ixazomib

Abbildung 3.31 Die Proteasominhibitoren Bortezomib und Ixazomib.

In allen Komplexkristallstrukturen cyclischer Inhibitoren, die in dieser Arbeit vorgestellt wurden, ist die
Distanz zwischen dem C. des guanylierten D-Lysins in P1-Position und der Hydroxygruppe des S135
sehr kurz; bei der Leitstruktur 42 betragt diese Distanz 3,1 A. Dies wurde zum Anlass genommen,
ausgehend von der Leitstruktur 42 lineare Inhibitoren zu entwickeln, die Uber eine C-terminale, reaktive
Gruppe kovalent an das S135 binden kdnnen (Abb. 3.32). Dafir sollte die Alkylkette des P1-Rests
formal geschnitten und ein Boroleucin als P1-Rest eingebaut werden. Da die Adressierung des D129
essentiell fir eine hohe Hemmwirkung ist, sollte diese tiber die Guanylierung des N-Terminus realisiert
werden. Die Verwendung von Boroleucin ist aus mehreren Grinden sinnvoll: Erstens sind mehrere
potente Inhibitoren des Flavivirins mit C-terminaler Boronsaurefunktionalitat bekannt (vgl. Tab. 1.2,
S.16), was grundsatzlich die Verwendung einer Aminoboronsaure als P1-Rest rechtfertigt. Zweitens
liegen am Boden der S1-Tasche des Flavivirins die Seitenketten des Y150 und des Y161; es besteht also
eine hydrophobe Umgebung. Deshalb sollte die hydrophobe Seitenkette des Boroleucins zur Bindung
in den S1-Bereich geeignet sein. Drittens ist die Verwendung von Boroleucin auch aus praktischen
Gesichtspunkten ginstig. Im Unterschied zum bereits in Flavivirininhibitoren4134-1%.139 ajngebauten
Boroarginin, das nur aufwendig herstellbar ist, ist Boroleucin als Baustein von Bortezomib und
Ixazomib auch in groReren Mengen kommerziell erhéltlich.

Die auf Basis der Leitstruktur 42 hergestellten Inhibitoren B-1 bis B-8 mit Boroleucin als P1-Rest sind
in Tabelle 3.28 (S.118) gezeigt. Fur das der Leitstruktur dhnlichste Derivat B-1 wurden um den

Faktor 20 niedrigere Affinitaten zur ZIKV- und zur WNV-Protease ermittelt. Dennoch sprechen diese
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/ Einbau einer
{ Bo(r;onséure-

NH NH
0 0 Y r Neue
HZN\n/NH _ HoNo__NH (OH)2  Inhibitorklasse
Formaler Schnitt der
NH P1-Alkylkette /1‘]74
: Guanyliertes Glycin Einbau von Boroleucin
Leitstruktur 42 als N-Terminus als P1-Rest

Abbildung 3.32 Die Entwicklung linearer, kovalenter Flavivirininhibitoren sollte durch einen formalen Schnitt der
P1-Alkylkette erfolgen. Der N-Terminus sollte zur Adressierung des D129 in der S1-Tasche guanyliert werden, am C-Terminus
sollte Boroleucin zur Adressierung des S135 eingebaut werden.

Hemmwerte im zweistelligen nanomolaren bzw. einstelligen mikromolaren Bereich dafir, dass
entweder die Adressierung des D129 (iber die N-terminale Guanidinogruppe oder die Ausbildung einer
kovalenten Bindung zwischen der Boronsaurefunktion und S135 (oder méglicherweise beides) gelang.
Beim Inhibitor B-2, dessen N-terminales Glycin nicht guanyliert wurde, wurde im Vergleich zu B-1 eine
zehn- bzw. vierfach reduzierte Hemmwirkung festgestellt. Dies ist insofern erstaunlich, als dass die
Leitstruktur 42 im Vergleich zu ihrem nicht guanylierten Analogon C-92 um den Faktor 13.000 bzw.
650 affiner ist (vgl. Tab. 3.14, S.85). Der vergleichsweise geringe Affinitatsunterschied zwischen B-1
und B-2 legt nahe, dass die Seitenkette des D129 nicht durch den jeweiligen N-Terminus adressiert wird.
Wird die Linker-Sequenz zwischen dem N-terminalen Guanidin und dem P3-Rest im Vergleich zu B-1
um eine Aminosaure verkirzt (Inhibitoren B-3 bis B-5), so erhoht sich die Affinitat zur ZIKV-Protease
leicht, wohingegen sich die Affinitdt zu WNV-Protease leicht erniedrigt. Der Inhibitor B-5 ist nicht nur

innerhalb der hier vorgestellten Serie derjenige mit dem niedrigsten Ki-Wert, sondern der affinste bisher
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Tabelle 3.28 Lineare Inhibitoren des Flavivirins mit Boroleucin als P1-Rest.

NH,

§ oM
(P3)
NR.B<
P Pon

T

Ki [uM]
Nr. R P3 HPLC [%B]
ZIKV-Pro. WNV-Pro.
NH (o]
H
B-1 X N Lys 0,0315 + 0,0047 2,73+0,20 19,7
sy
(0]
H
B-2 HQN/\H/N\)'\N Lys 0,294 + 0,027 11,7+0,4 20,6
H
0]
[o]
H
B-3 HoN N\)'\N/y Lys 0,0114 + 0,0012 4,01+0,23 19,8
NH H
(6]
H
B N Mg Lys 0,0114 + 0,0006 3,63+0,11 20,8
NHoE M
(o]
H
B-5¢ HaN N#?)LN/y Lys 0,00796 + 0,00022 3,82+0,12 20,7
H
NH
NH (0]
B-6 HQNJLN/\)LN/Y Lys 0,0184 + 0,0040 0,838 + 0,021 20,9
H H
B-7 Hy Lys 0,845 + 0,236 5,44 + 0,27 17,6
(o]
H
B-8 HzN\n/N{?)LN/y Arg 0,0508 + 0,0055 3,67 40,23 22,7
NH H

aDENV2-Pro.: K; = 6,00 + 0,44 uM; PDENV2-Pro.: K; = 4,94 + 0,07 uM; °DENV2-Pro.: K; = 3,93 + 0,22 uM.

bekannte reversibel-kovalente Inhibitor der ZIKV-Protease uberhaupt. Beim Inhibitor B-6 wurde ein
guanyliertes B-Alanin als N-terminaler Rest eingebaut, was bei der ZIKV-Protease im Vergleich zur
Verbindung B-5 zu einem leichten Affinitatsverlust, bei der WNV-Protease hingegen zu einem
Affinitdtsgewinn um den Faktor 5 fuhrte. Der Inhibitor B-7, der einen unsubstituierten N-terminalen
Phenylacetyl-Rest besitzt und damit deutlich kirzer als die dbrigen Inhibitoren ist, hemmt die ZIKV-
Protease etwa 100-fach weniger effektiv als B-5. Bei der WNV-Protease fiihrt diese Verkirzung
hingegen kaum zu einer Veranderung der Hemmwirkung; der K;-Wert von B-7 unterscheidet sich nur
geringfiigig von denen der Inhibitoren B-1 bis B-5. Zuletzt wurde die Verbindung B-8 mit dem gleichen
N-terminalen Segment wie B-5, aber mit Arginin statt Lysin als P3-Rest, synthetisiert. Die
Hemmwirkung auf die ZIKV-Protease ist bei diesem Inhibitor etwa sechsfach niedriger als bei dessen
Lysin-Analogon B-5; die Hemmwirkung auf die WNV-Protease &ndert sich durch den Lysin-Arginin-

Austausch nicht.
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Um die Vermutung zu bestdtigen, dass die C-terminale Boronsdurefunktion einen entscheidenden
Beitrag zur Hemmwirkung leistet, wurden die linearen Referenzinhibitoren L-4, L-5 und L-6
synthetisiert (Tab. 3.29). Deren Sequenz stimmt vom N-Terminus bis zum P2-Rest mit der des Inhibitors
B-5 Uberein, als P1-Rest enthalten jene jedoch Leucin, Leucinamid bzw. Isopentylamin anstelle des
Boroleucins. Alle drei Referenzinhibitoren zeigen eine um mindestens den Faktor 10 verringerte
Hemmwirkung auf die ZIKV- und auf die WNV-Protease, in den meisten Féllen ist der Unterschied
noch deutlich groRer. Die niedrigste Affinitdt zu beiden Proteasen zeigt das Derivat mit
Carbonsdurefunktion (L-4). Das Carbonsdureamid-Derivat L-5 hemmt die ZIKV-Protease mehr als
hundertfach stérker und die WNV-Protease vierfach stérker als L-4. Mit C-terminalem Isopentylamin
(L-6) liegt die Hemmwirkung auf die ZIKV-Protease wieder niedriger als beim Leucinamid-Derivat
L-5; die WNV-Protease hingegen wird durch L-6 etwas effektiver gehemmt als durch L-5. Eine
ahnliche Tendenz bezuglich der ZIKV-Proteasehemmung wurde bei den linearen Derivaten der
Leitstruktur 42 beobachtet (54, L-1 bis L-3; vgl. Tab. 3.4, S.54).

Tabelle 3.29 Analoga des Inhibitors B-5 ohne Boronsaurefunktion.

NH,

NH,
Ki [uM]
Nr. X HPLC [%B]
ZIKV-Pro. WNV-Pro.
B-5 B(OH), 0,00796 + 0,00022 3,82+0,12 20,7
L-4 COxH 37,15 630 £ 227 18,4
L-5 CONH, 0,275 £ 0,007 163+3 17,7
L-6 H 1,64 £ 0,07 572+1,1 17,2

VVom Inhibitor B-5, der unter den Boroleucin-basierten Inhibitoren die ZIKV-Protease am effektivsten
hemmt, wurde eine Kristallstruktur im Komplex mit der ZIKV-Protease bestimmt (Abb. 3.33A, S.120).
Die Elektronendichte des Inhibitors ist in dieser Kristallstruktur nur fir das P2-P1-Segment vollstandig
definiert; dagegen fehlt die Dichte der endstdndigen Aminomethylgruppe der P3-Seitenkette und des
N-terminalen Segments bis zum Aromaten des P4-Rests. Es ist auffallig, dass anders als bei der
Mehrzahl der Inhibitor-Flavivirin-Komplexe der Inhibitor B-5 eine kanonische Konformation (mit
alternierend ausgerichteten Seitenketten im P3-P1-Segment) einnimmt. Die Ubrigen in dieser Arbeit
vorgestellten linearen Inhibitoren 54, L-2 und L-3 (vgl. Abb. 3.7, S.55) nehmen eine hufeisenférmige
Konformation ein. Dies bestatigt die bereits in der Einfiihrung diskutierte Beobachtung, dass die

treibende Kraft, die zur Einnahme der hufeisenférmigen Konformation flhrt, die Ausbildung einer
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A . s8
PDB: 7ZNO D, Interaktionen d.
‘ nhibitorriickgrats

B-5/ZIKV-Pro.
S1-,S2- und S3/4-
teraktionen

Abbildung 3.33 Struktur des Inhibitors B-5 im Komplex mit der ZIKV-Protease.Es sind nur diejenigen Teile des Inhibitors
gezeigt, fiir die eine ausreichend definierte Elektronendichte erhalten wurde. (A) Ubersicht. (B) B-Faltblattartige Kontakte
zwischen dem Inhibitorriickgrat und der Protease. (C) Interkationen in der S1- und S2-Tasche sowie im S3/4-Bereich.
(D) Uberlagerung mit der Leitstruktur 42; die Enzymoberflache ist dem B-5/ZIKV-Protease-Komplex (PDB: 7ZNO) entnommen.
Roéntgenstrukturanalyse durch S. HUBER (AG STEINMETZER).

polaren Wechselwirkung zwischen der P1-Guanidinogruppe und dem P4-Carbonylsauerstoff ist (vgl.
Kap. 1.2.2.1, S.26 ff.); diese polare Wechselwirkung kann im Falle des Boroleucin-Derivats B-5 wegen
der fehlenden Guanidinogruppe nicht existieren. Die vorausgesagte, kovalente Bindung zwischen dem
Boratom des P1-Rests und dem Sauerstoffatom der S135-Seitenkette wurde in der Komplex-
kristallstruktur gefunden (Abb. 3.33B). Die dadurch entstandene, tetraedrische Boronatgruppe wird
durch polare Wechselwirkungen mit H51 sowie mit den NH-Gruppen des G133 und des S135 im
Oxyanionloch stabilisiert. Das Inhibitorrickgrat bildet ber Wechselwirkungen zu G151 und G153 eine
B-faltblattartige Struktur aus, wie sie bereits fur Spaltprodukte cyclischer Inhibitoren im Komplex mit
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der ZIKV-Protease beschrieben wurde (PDB: 6JPW und 7DOC).11223 Zur Hemmwirkung tragen des
Weiteren Van-der-Waals-Kontakte zwischen der Seitenkette des Boroleucins und den Seitenketten des
Y150 und des Y161 sowie Van-der-Waals-Kontakte zwischen dem Aromaten des P4-Rests und V154
und V155 bei (Abb. 3.33C). Die Wechselwirkungen der P2-Seitenkette unterscheiden sich leicht von
denen der Leitstruktur 42 in dieser Position. In beiden Féllen werden Wasserstoffbriicken zwischen der
P2-Aminogruppe und G82*, D83* sowie einem Wassermolekill beobachtet. Bei der Leitstruktur 42 und
den meisten in dieser Arbeit vorgestellten Strukturen ist ebenfalls eine Wechselwirkung zur Seitenkette
des N152 vorhanden. Diese bildet der Inhibitor B-5 im Komplex mit der ZIKV-Protease nicht;
stattdessen ist eine, wenn auch relativ schwache (Lange von 3,4 A), Interaktion mit dem Carbonyl-
sauerstoff des S81* vorhanden. In der Uberlagerung der Inhibitoren 42 und B-5 (Abb. 3.33D) ist die
unterschiedliche Positionierung der P2-Reste, die zur Ausbildung der verschiedenen Wechselwirkungen
fahrt, deutlich zu erkennen. Zu erkennen ist ebenfalls eine leicht verschobene Positionierung des
Inhibitorruckgrats im P2-P1-Segment, die ein Resultat der kovalenten Bindung des P1-Rests an das
S135 ist. Besonders augenféllig sind die unterschiedlichen Positionen der P3-Reste. Es sei noch
angemerkt, dass beim Inhibitor B-5 trotz der fehlenden Elektronendichte am Ende der P3-Seitenkette
eine Wechselwirkung zwischen der P3-Aminogruppe und D129 ausgeschlossen werden kann. Grund
daftir ist erstens der groRe Abstand (6,7 A) zwischen dem C; des P3-Lysins (dem letzten in der
Elektronendichte definierten Atom) und dem néheren der beiden Carboxylatsauerstoffe des D129 und
zweitens die flr eine Wechselwirkung ungunstige Ausrichtung der D129-Seitenkette.

Fir die von KLEIN et al. beschriebenen kovalenten Inhibitoren mit basischer P1-Seitenkette, wie
Inhibitor 6 (vgl. Abb. 1.8, S.19), wurde eine Hemmwirkung auf Trypsin beschrieben, wahrend die
Hemmwirkung auf Thrombin sehr gering war. Sowohl Trypsin als auch Thrombin spalten Substrate nur
C-terminal basischer Reste. Fir den Inhibitor B-5 wurde daher erwartungsgemaR eine sehr schwache
Hemmwirkung auf die beiden Proteasen beobachtet (Tab. 3.30). Die Hemmwirkung von B-5 auf die
humane neutrophile Elastase, die bevorzugt nach Alanin, Valin oder Threonin schneidet, ist etwas
stérker als auf Trypsin und Thrombin, aber dennoch um mehr als einen Faktor 100 geringer als auf die
ZIKV-Protease. Fir Chymotrypsin, das aromatische Reste oder Leucin in P1-Position bevorzugt, liegt
die Selektivitat noch bei einem Faktor von ca. 10. Der Inhibitor B-5 ist dem demzufolge ein selektiver
Hemmstoff der ZIKV-Protease. Die WNV-Protease wird hingegen nicht selektiv gehemmt.

Tabelle 3.30 Hemmung von bovinem Thrombin, porcinem Trypsin, humaner neutrophiler Elastase und bovinem
a-Chymotrypsin durch den Inhibitor B-5.

Hemmwirkung [% Hemmung]

Enzym bzw. K;

Thrombin 56 % + 14 % (100 uM B-5)
Trypsin 38% +1 % (100 uM B-5)
Elastase Ki=1,07 uM £ 0,04 uM
Chymotrypsin Ki=0,107 uM £ 0,008 uM
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3.9 Synthese der Inhibitoren

3.9.1 Synthese der Leitstruktur 42

Als Basis fiir die Synthese aller im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Inhibitoren diente die in der
AG STEINMETZER entwickelte Strategie zur Herstellung des Inhibitors 42, die hier kurz erlautert werden
soll (Schema 3.1).1?2 Erster Schritt der Synthese ist die Beladung eines 2-Chlorotritylchlorid-Harzes
(2-CTC-Harz) mit Boc—D-Lys(Fmoc)-OH (62), dem Prakursor des P1-Rests. Nach der Fmoc-
Abspaltung vom beladenen Harz 63 wurden sukzessive der P2- und P3-Rest als Fmoc—Lys(Cbz)—OH,
der P4-Rest als Fmoc—3-Amphac—OH und schlieBlich der Po-Rest als Fmoc—Gly—OH eingefiihrt,
wobei nach jedem Kupplungsschritt die entsprechende Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung mit 20 %
Piperidin in DMF (V/V) abgespalten wurde. Die Kupplungen erfolgten in DMF mit HATU als
Kupplungsreagenz und DIPEA als Hilfsbase. Das auf diese Weise erhaltene harzgebundene, lineare
Peptid 64 wurde unter mild-sauren Bedingungen mit 1 % TFA in DCM (V/V) abgespalten. Da unter
diesen Bedingungen sowohl Boc- als auch Cbz-Schutzgruppen stabil sind, wurde so das Boc/Chz-
geschitzte Peptid 65 erhalten. Dessen Reinheit war ausreichend hoch, um die folgende head-to-tail-
Cyclisierung mit HATU und DIPEA in DMF durchzufiihren. Um intermolekulare Oligomerisierungen
zu unterdricken, wurde die Cyclisierung in stark verdinnter Losung (Peptidkonzentration ca. 2 mM)
durchgefiinrt.?** Das cyclisierte Peptid 66 wurde anschlieRend mit 4 M HCI in 1,4-Dioxan behandelt,
wodurch selektiv die Boc-Gruppe abgespalten wurde. Das cyclische Peptid 67 mit freier
P1-Aminogruppe wurde nach einem Reinigungsschritt zum zweifach Boc-geschiitzten Guanidin 68
umgesetzt; zur Uberfilhrung des P1-Amins in ein Guanidin wurde das Reagenz N,N'-Di-Boc-1H-
pyrazol-1-carboxamidin eingesetzt.?® Im letzten Schritt wurden die Boc-Schutzgruppen des P1-Rests
und die Chz-Schutzgruppen des P2- und des P3-Rests mit 32 % HBr in AcOH abgespalten. Nach
Reinigung mittels préaparativer HPLC wurde der Inhibitor 42 als TFA-Salz isoliert (TFA war Teil des
Eluenten der praparativen HPLC). Die Ausbeute dieser Synthese betrug 16 % Uber alle Stufen.
Samtliche Schritte wurden bei Umgebungstemperatur und ohne Schutzgasbedingungen durchgefiihrt.

Die Erstsynthese des Inhibitors 42 wurde von D. ROGGE (AG STEINMETZER) durchgefihrt.

In Abbildung 3.34 (S.124) sind die HPLC-Chromatogramme der Intermediate 65, 66 und 67 sowie des
finalen Inhibitors 42 gezeigt. Die deutliche Verschiebung des HPLC-Signals von Stufe zu Stufe erlaubt
ein einfaches Uberpriifen des Reaktionsumsatzes. Bei der Synthese analoger Zwischenstufen der
tbrigen cyclischen Inhibitoren wurden vergleichbare Verschiebungen der HPLC-Retentionszeiten
beobachtet, also eine Verschiebung um ungefahr +8 % B bei der head-to-tail-Cyclisierung und eine
Verschiebung um ungeféhr —10 % B nach Abspaltung der Boc-Gruppe. Bei der Umwandlung der
Aminzwischenstufe 67 zum finalen Inhibitor 42 wurde eine Verschiebung des HPLC-Signals um
ungefédhr —30 % B beobachtet, die im Wesentlichen auf die Abspaltung der zwei Chz-Schutzgruppen

zuriickzufiihren ist. In der Regel wurde in dieser Arbeit eine Verschiebung um etwa —15 % B pro
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abgespaltener Chz-Gruppe beobachtet. Bei der Charakterisierung der zweifach Boc-geschiitzten
Intermediate (wie 68) wurde unter HPLC-Bedingungen (d.h. geldst in 0,1 % TFA in Wasser/Acetonitril)
in der Regel die Abspaltung einer oder mehrerer Boc-Gruppen beobachtet. Daher wurde der
Reaktionsfortschritt bei der Umsetzung des Amin-Intermediats 67 zum geschitzten Guanidin 68 und
analoger Stufen entweder mittels HPLC anhand der Abnahme der Eduktsignalgréfie abgeschétzt oder

mittels Massenspektrometrie verfolgt.

o) (o]
HO NHFmoc —I> O\O NHFmoc n
Harzbeladung Fmoc-SPPS
NHBoc NHBoc
62 63
NHCbz NHCbz
H,N N HN N
v 2 /\([)]’ N Mo m 2 /\g/ H Y=o
-
HN Mild-saure HN
0 OW/\NHCbZ Harzabspaltung fo} OW\/\NHCDZ
Head-to-tail- NH O\ NH
Cyclisierung HO OJH/\/\/
NHBoc 65 NHBoc 64
\
NHCbz NHCbz
o]
N v o
O NH HN o Selektive Boc- O
T o Abspaltung
NH YK/\/\NHCbZ NH NHCbz
NH NH Guanylierung
o] o am P1-Amin
NHBoc 66 NH, x CF,CO,H 67
\
NHCbz
(o]
VII N
OxNH HHN o
Boc- und Cbz- T o
NH NHz Abspaltung NH MNHCbZ
NH NH
o) o
HN._NH, x 3 CF4CO,H HN._NHBoc 68
NH Inhibitor 42 NBoc

Schema 3.1 Synthese der Leitstruktur 42. (1) 1,0 Aq. 2-CTC-Harz, 4,0 Aq. DIPEA, DCM, 2 h (ll) Sukzessive Kupplung von zweimal
Fmoc-Lys(Cbz)-OH, einmal Fmoc-3-Amphac-OH und einmal Fmoc-Gly-OH. Die Kupplungen erfolgten jeweils mit 3,0 Aq.
Aminosiure in Gegenwart von 3,0 Aq. HATU und 6,0 Ag. DIPEA in DMF. Nach der Harzbeladung und nach jeder Kupplung
wurde Fmoc durch zweimalige Behandlung mit 20 % Piperidin in DMF (V/V) abgespalten (5 min und 15 min). (Ill) 1 % TFA in
DCM (V/V), 4 x 30 min, Neutralisierung der isolierten Abspaltlésung nach jeweils 30 min mit DIPEA. (IV) 3,0 Aq. HATU, 6,0 Aq.
DIPEA, DMF, 2 h (Peptidkonzentration ca. 2 mM). (V) 4 M HCl in 1,4-Dioxan, Fillung aus Et,0, praparative HPLC. (VI) 4,5 Aq.
N,N‘“-Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin, 7,5 Aq. DIPEA, DMF, 48 h. (VIl) 32 % HBr in AcOH, 2 h, Fallung aus Et,0, praparative
HPLC. Die Ausbeute Uber alle Stufe betrug 16 %.
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Abbildung 3.34 HPLC-Chromatogramme der Intermediate 65 bis 67 und des Inhibitors 42. Bedingungen: Start bei 30 % B
(Chromatogramme A-C) bzw. 1 % B (Chromatogramm D); Gradient: +1 % B/min. Eine genaue Beschreibung der Methodik ist
in Kapitel 5.1 (S.154) zu finden.
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3.9.2 Synthese linkermodifizierter Inhibitoren

Die Synthese der linkermodifizierten Inhibitoren C-1 bis C-49 erfolgte analog zur Synthese der
Leitstruktur (Schema 3.2). Dabei wurde zunédchst eine gréRere Menge des harzgebundenen
Tripeptids 69 hergestellt. An kleinere Portionen des Harzes 69 wurden dann sukzessive die Fmoc-
geschiitzten Linkeraminosduren gekuppelt. Nach der mild-sauren Abspaltung vom Harz wurde das
lineare Vorlauferpeptid 70 analog zur Synthese der Leitstruktur 42 zu den finalen Inhibitoren umgesetzt.
Mit Ausnahme des P4-Rests der Inhibitoren C-30 und C-31 (Arg bzw. D-Arg) wurden samtliche in das

Linkersegment einzubauenden Fmoc-Aminosduren ohne Seitenkettenschutzgruppe verwendet.

NHCbz
o I\/\/
| [}

HO NHFmoc g

NHBoc YK/\/\NHCbz

62 NH
NHBoc

H
(e} NH e

< O NH
(0] <
NH, NHCbz
oj/;/\/\/NH )H/\/\/

HN NH, x n CF3;CO,H NHBoc

NH Inhibitoren
C-1 bis C-49

Schema 3.2 Synthese der linkermodifizierten Inhibitoren C-1 bis C-49. (I) 1,0 Aq. 2-CTC-Harz, 4,0 Aq. DIPEA, DCM, 2 h;
sukzessive Kupplung von zweimal Fmoc-Lys(Cbz)-OH. Die Kupplungen erfolgten jeweils mit 3,0 Ag. Aminoséure in Gegenwart
von 3,0 Aq. HATU und 6,0 Aqg. DIPEA in DMF. Nach der Harzbeladung und nach jeder Kupplung wurde Fmoc durch zweimalige
Behandlung mit 20 % Piperidin in DMF (V/V) abgespalten (5 min und 15 min). (I1) Sukzessive Kupplung der Fmoc-geschiitzten
Linkeraminosauren jeweils mit anschlieRender Fmoc-Abspaltung unter den gleichen Bedingungen wie in Schritt I. Von 70
ausgehend wurden die Inhibitoren C-1 bis C-49 analog zur Synthese der Leitstruktur 42 (Schema 3.1, S.123) synthetisiert.

Die Verschiebungen der HPLC-Retentionszeiten von Stufe zu Stufe gleichen denen aus der Synthese
der Leitstruktur 42 (vgl. Abb. 3.34, S.124). Trotz geringen Abweichungen bei einigen wenigen
Verbindungen gilt als Faustregel fiir das in dieser Arbeit genutzte System, dass pro zusétzlicher Methyl-,
Methylen- oder Methingruppe mit einer um 1-2 Minuten erhéhten Retentionszeit zu rechnen ist. In
Abbildung 3.35 (S.126) sind exemplarisch die Chromatogramme der Leitstruktur 42 und einiger
Po-modifizierter Derivate gezeigt. Anhand dieser Reihe lasst sich der Verschiebungstrend erkennen.
Das D-Homocyclohexylalanin-Derivat C-8 zeigt in der HPLC ein ausgepragtes Tailing
(Chromatogramm F), das in mehreren unabhéangigen Messungen auf verschiedenen Saulen reproduziert

wurde. Uber mégliche Ursachen lieRe sich an dieser Stelle nur spekulieren.
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Abbildung 3.35 HPLC-Chromatogramme Pw-modifizierter Inhibitoren und der Leitstruktur 42. Bedingungen: Start bei 1 % B
(A-D) bzw. 10 % B (E und F); Gradient: +1 % B/min. Eine Beschreibung der Methodik ist in Kapitel 5.1 (S.154) zu finden.

Bei der Synthese der Inhibitoren C-30 und C-31 (wie auch bei der Synthese aller weiteren Inhibitoren
mit Arginin-Rest auBer bei der Synthese von C-97) diente Fmoc—Orn(Boc)—OH als Arginin-Prakursor.
Die Uberfiihrung des Ornithins in ein Arginin ist in Schema 3.3 exemplarisch am Inhibitor C-30 gezeigt.

Im Zuge der Boc-Abspaltung von der P1-Aminogruppe des cyclisierten Intermediats 71 wurde auch die
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Boc-Schutzgruppe des Ornithins abgespalten. In der anschlieBenden Guanylierung des Diamins 72
wurden dann simultan das P1-Amin in ein zweifach Boc-geschitztes Guanidin und das P4-Ornithin in
ein zweifach Boc-geschitztes Arginin tberfihrt (Intermediat 73). Nach der finalen Abspaltung der Boc-
und Cbz-Schutzgruppen wurde der Inhibitor C-30 erhalten. Die Synthese des Inhibitors C-31 mit
D-Arginin als P4-Rest erfolgte analog mit Fmoc—D-Orn(Boc)—OH als D-Arginin-Prakursor.

NHBoc NH;

o] (o]
o (0]
NH HN NHCbz Hl\ NH HN NHCbz
N N
HLmr oyt ..
OsNH o —> Ox NH (¢]
T Simultane Boc- T
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NHBoc NH, x 2 CF3CO,H 72 Guanylierung

NBoc

NH
HN—4 BocHN—
NH

"’ 3

o
NH HN NHCbz HJ\ NH HN NHCbz
N N
#H/\n/ u H/\n/
NH (¢] - O NH (¢]

O,
Die Synthese des Inhibitors T HN™ ~0 Boc- und Cbz- T
C-31 (P4-D-Arg) erfolgte analog. O,
( 9) 9 9 NH NHCbz Abspaltung NHCbz
)\(\/\/NH W
(6]
HN\H/NHZ x 4 CF3CO,H NHBoc 73
NH Inhibitor NBoc

C-30

Schema 3.3 Synthese der Inhibitoren €C-30 und C-31. (1) 4 M HCl in 1,4-Dioxan, Fillung aus Et,0, praparative HPLC. (l1) 9,0 Aq.
N,N‘“-Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin, 15,0 Aq. DIPEA, DMF, 48 h. (lll) 32 % HBr in AcOH, 2 h, Féllung aus Et,0, praparative
HPLC.

Fr die Herstellung der Inhibitoren C-44 und C-45 wurde zunéchst f2-bL-Homophenylalanin mit Fmoc-
geschiitztem N-Terminus nach einer modifizierten Vorschrift von GELLMAN synthetisiert (Schema 3.4,
S.128).2% Dazu wurde Benzylbromid (74) unter basischen Bedingungen (KOt-Bu) mit tert-
Butylacetoacetat zum racemischen tert-Butyl-2-benzylacetoacetat (75) umgesetzt. Dieser Ester wurde
anschlieBend mit LHMDS und Paraformaldehyd in einer deacylierenden Kondensationsreaktion zum
tert-Butylbenzylacrylat 76 umgewandelt.Z” Durch eine Michael-Addition mit (S)-1-Phenylethan-1-
amin wurde dann die Aminogruppe eingefiihrt. Obwohl 77 als Mischung zweier Diastereomere erhalten
wurde, gelang keine Trennung mit chromatographischen Methoden. Deshalb wurden die Methylbenzyl-
Gruppe und die tert-Butyl-Schutzgruppe durch katalytische Hydrierung an Pd/C und anschlieRende
Behandlung mit 32 % HBr in AcOH entfernt. Nach Umsetzung mit Fmoc-OSu und anschlieRender

chromatographischer Reinigung wurde das racemische Fmoc-DL-B2-Homophenylalanin (78) erhalten.
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Schema 3.4 Synthese von Fmoc-pL-B2-Homophenylalanin. (1) 1,2 Aq. Kalium-tert-butanolat, 0,1 Aq. tert-Butanol, 1,1 Aq. tert-
Butylacetoacetat, THF, 65 °C, 6 h, Argonatmosphiare. () 1,1 Aq. LHMDS, THF, =78 °C, 30 min, dann Paraformaldehyd im
Uberschuss und anschlieBendes Erwarmen auf RT, dann 6 h Riihren, Argonatmosphére. (lll) 5,0 Aq. (S)-1-Phenylethan-1-
amin, Methanol, 60 °C, 120 h, Argonatmosphare. (IV) 10 % (m/m) Pd (10 % auf Aktivkohle), AcOH/Wasser 9:1, RT, 18 h,
Wasserstoffatmosphire; dann 32 % HBr in AcOH, 2h, Fillung aus Et,0; dann 0,95 Aq. Fmoc-OSu, 2,0 Aq. DIPEA,
1,4-Dioxan/Wasser 3:2 (V/V), RT, 18 h.

Bei der Synthese cyclischer Derivate der Leitstruktur 42 spielt es prinzipiell keine Rolle, mit welchem
Rest die initiale Harzbeladung erfolgt. Im Gegensatz zu den HATU-mediierten Kupplungen, die mit
einem dreifachen Aminosaureliberschuss durchgefiuhrt werden, erfolgt die Harzbeladung mit
aquimolaren Stoffmengen. Deshalb wurde bei der Synthese der Inhibitoren C-44 und C-45 abweichend
von den Synthesen der Ubrigen linkermodifizierten Derivate das Harz mit dem P4-Baustein Fmoc-DL-
B?-Homophenylalanin (78) beladen, um mdoglichst geringe Mengen dieser aufwendig hergestellten
Aminosdure einsetzen zu missen. Nach anschlieBender Fmoc-Festphasenpeptidsynthese wurde
entsprechend das lineare Peptid 79 erhalten (Schema 3.5; die zugehérigen HPLC-Chromatogramme sind
in Abb. 3.36 gezeigt).

0 NHCbz NHCbz

NHBoc 79 NH, x HCI 80
I
l Trennung mittels prép. HPLC l
NHCbz NHCbz

0] (o] o o

S) R
Ayl Hku A
O H
Inhibitor ~€— OTNH Ph HN O NH o _——> Inhibitor
O,

C-44 C-45
NH NHCbz NHCbz

NH, x CF3CO,H 81 NH, x CF3CO,H 82

Schema 3.5 Synthese der Inhibitoren C-44 und C-45. Die Synthese der Vorldufer 79 und 80 (jeweils als Diastereomeren-
gemisch) erfolgte analog zur Synthese der Leiststruktur 42 (Schema 3.1, S.123), wobei die initiale Harzbeladung abweichend
mit dem P4-Baustein 78 erfolgte. Nach der Trennung der Diastereomere 81 und 82 wurden diese analog zur Synthese der
Leitstruktur separat zu den Inhibitoren C-44 bzw. C-45 umgesetzt.
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Abbildung 3.36 HPLC-Chromatogramme der Inhibitoren C-44 und C-45 sowie ihrer Vorstufen. Bedingungen: Start bei 30 % B
(Chromatogramme A-D) bzw. 1 % B (Chromatogramme E und F); Gradient: +1 % B/min. Anders als beim linearen Peptid 79
kommt es beim cyclischen Intermediat 80 zu einer Aufspaltung des Diastereomerengemischs, wodurch die Trennung von 81
und 82 mittels praparativer HPLC moglich wird. Eine genaue Beschreibung der Methodik ist in Kapitel 5.1 (S.154) zu finden.
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Ergebnisse und Diskussion

Die beiden Diastereomere des Peptids 79 waren mit chromatographischen Methoden nicht voneinander
zu trennen (Abb. 3.36A). Nach Cyclisierung und anschlieBender Boc-Abspaltung wurde das
Diastereomerengemisch 80 erhalten. Dieses liel? sich nun, vermutlich wegen der durch die Cyclisierung
entstandenen Néahe des P4-Stereozentrums zum Stereozentrum des P3-Lysins, mittels praparativer
HPLC in die Diastereomere 81 und 82 auftrennen (Abb. 3.36B und D). Die Verbindungen 81 und 82
wurden dann separat der Synthese der Leitstruktur analog zu den Inhibitoren C-44 bzw. C-45 umgesetzt
(Abb. 3.36E und F). Interessanterweise hat das Intermediat 81 mit D-konfiguriertem P4-Rest eine etwas
groRere Retentionszeit als sein L-Analogon 82, wohingegen es sich auf der Stufe der finalen Inhibitoren
genau umgekehrt verhalt, also das D-B>-Homophenylalanin-Derivat C-44 etwas kiirzer auf der HPLC-
Sdule verweilt als das L-Derivat C-45.

3.9.3 Synthese P3- oder P2-modifizierter Inhibitoren

Zur Synthese der P3- bzw. P2-modifizierten Derivate C-50 bis C-90 wurde ein 2-CTC-Harz initial mit
Fmoc—3-Amphac—OH (83) beladen und anschlieend in das harzgebundene Peptid 84 Uberfuhrt
(Schema 3.6). Letzteres wurde in kleinere Portionen aufgeteilt und durch sukzessive Kupplung des
P2- und des P3-Rests ins entsprechende harzgebundene Peptid 85 Uberfuhrt, das anschliefend analog

zur Synthese der Leitstruktur 42 zum jeweiligen Inhibitor umgesetzt wurde.

(o]
1,0
O, NH

o 1 T I
FmocHN NH
OH

NH
o 2

83 NHBoc 84

OsNH NH HoN R®
HN -

T o — X
NH R? NH y HNTTO

o] NH ] N R?

HN\n/NHz x n CF3CO,H NHBoc 85 O
Inhibitoren
NH .50 bis C-90

Schema 3.6 Synthese der P3- und P2-modifizierten Inhibitoren C-50 bis C-90. (1) 1,0 Aq. 2-CTC-Harz, 4,0 Aq. DIPEA, DCM, 2 h;
sukzessive Kupplung von Fmoc-Gly-OH und Boc-p-Lys(Fmoc)-OH. Die Kupplungen erfolgten jeweils mit 3,0 Aq. Aminoséure
in Gegenwart von 3,0 Aq. HATU und 6,0 Aq. DIPEA in DMF. Nach der initialen Harzbeladung mit Fmoc-3-Amphac-OH (83)
und nach jeder Kupplung wurde Fmoc durch zweimalige Behandlung mit 20 % Piperidin in DMF (V/V) abgespalten (5 min und
15 min). (ll) Sukzessive Kupplung der Fmoc-geschiitzen P2- und P3-Aminosduren bzw. ihrer Prakursoren jeweils mit
anschliefender Fmoc-Abspaltung unter den gleichen Bedingungen wie in Schritt Il. Vom Intermediat 85 ausgehend wurden
die Inhibitoren C-50 bis C-90 analog zur Synthese der Leitstruktur 42 (Schema 3.1, S.123) synthetisiert. Eventuell abweichende
Syntheseschritte werden im Folgenden beschrieben.
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3.9 Synthese der Inhibitoren

Folgende geschltzten Aminosaurederivate wurden fiir den Einbau in die P2- oder die P3-Position
eingesetzt: Fmoc—Lys(Cbhz)-OH, Fmoc—Dab(Cbz)-OH, Fmoc—GIn(Trt)-OH, Fmoc—Tyr(t-Bu)-OH
und Fmoc—Trp(Boc)—OH. Alle ibrigen Aminoséuren wurden ohne Seitenkettenschutzgruppe eingesetzt
oder aber, wie im Folgenden beschrieben, im Laufe der Inhibitorsynthese aus Préakursoren generiert. Zur
Synthese der Arginin- und- Norarginin-Derivate C-50 und C-51 bzw. C-71 und C-72 wurden analog
zur Synthese der Inhibitoren C-30 und C-31 (vgl. Schema 3.3, S.127) Fmoc—Dab(Boc)-OH und
Fmoc—Orn(Boc)—OH als Norarginin- bzw. Arginin-Prakursor eingesetzt.

Bei der Synthese der Inhibitoren mit einem Aminomethylphenylalanin als P3- oder P2-Rest (C-52,
C-53, C-73 und C-74) wurden Fmoc—Phe(3-CN)—OH bzw. Fmoc—Phe(4-CN)—OH als Vorstufen
eingesetzt. Die Uberfiihrung des Cyanophenylalanins in das entsprechende Aminomethylphenylalanin
erfolgte durch katalytische Hydrierung an Pd/C im Anschluss an die Guanylierung des P1-Amins (wobei
gleichzeitig die Cbz-Gruppe abgespalten wurde). InSchema 3.7 ist stellvertretend die Uberfiihrung des
Cyanophenylalanin-Intermediats 86 in den finalen Inhibitor C-52 gezeigt.

CN NH,

| HN

Ox NH
X " X
o ) > o
NH NHCbz Kat. Hydrierung & NH NH,

NH anschlieende NH
) Boc-Abspaltung o
HN._ __NHBoc 86 HN._ _NH, x 3 CF3CO,H
NBoc NH Inhibitor C-52

Die Synthese der Inhibitoren
C-53, C-73 und C-74 erfolgte analog.

Schema 3.7 Synthese der Inhibitoren C-52, C-53, C-73 und C-74. (1) 10 % (m/m) Pd (10 % auf Aktivkohle), Essigsdure/Wasser
9:1, RT, 18 h, Wasserstoffatmosphare; dann 32 % HBr in AcOH, 2 h, Fallung aus Et,0, praparative HPLC.

Fir die Synthese der e-Hydroxy-Norleucin-Derivate C-56 und C-77 wurde zundchst aus
Fmoc—Lys—OH (87) das Fmoc-geschiitzte e-Hydroxy-Norleucin (88) hergestellt (Schema 3.8, S.132).
Dazu wurde Fmoc—Lys—OH einer Verkochungsreaktion analog mit NaNO, und AcOH in einem
THF/Wasser-Gemisch (2:1 V/V) umgesetzt. Auf diese Weise wurde Fmoc—Nle(e-OH)-OH in einer
moderaten Ausbeute von 32 % erhalten. Diese Fmoc-geschitzte Aminosaure wurde anschlielend
versuchsweise ohne Seitenkettenschutzgruppe in der Festphasenpeptidsynthese eingesetzt, wodurch
allerdings nur ein Gemisch unubersichtlich vieler Produkte erzeugt wurde und das gewiinschte Peptid 89

nicht isoliert werden konnte.
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Schema 3.8 Synthese von Fmoc-Nle(e-OH)-OH(88) und Syntheseversuche zur Herstellung von 89, 90 bzw. 91. (1) 5,0 Aq.
AcOH, 2,0 Aq. NaNO,, THF/Wasser 5:1 (V/V), RT, 24 h. (ll) Sukzessive Kupplung von Fmoc-Gly-OH, Boc-p-Lys(Fmoc)-OH,
Fmoc-Lys(Cbz)-OH, Fmoc-Nle(e-OH)-OH an ein mit Fmoc-3-Amphac-OH beladenes Harz, die Kupplungen erfolgten jeweils
mit 3,0 Aq. Aminosiure in Gegenwart von 3,0 Aq. HATU und 6,0 Aq. DIPEA in DMF. Nach der initialen Harzbeladung und nach
jeder Kupplung wurde Fmoc durch zweimalige Behandlung mit 20 % Piperidin in DMF (V/V) abgespalten (5 min und 15 min);
anschlieBend 1 % TFA in DCM (V/V), 4 x 30 min, Neutralisierung der isolierten Abspaltlésung nach jeweils 30 min mit DIPEA.
() 5,0 Agq. AcOH, 2,0 Aq. NaNO,, THF/BnOH 5:1 (V/V), RT, 24 h. (IV) 1,5 Aq. TBSCI, 2,5 Aq. Imidazol, DCM, RT, 48 h,
Argonatmosphare.

Daher wurde versucht, Fmoc—Lys—OH mit NaNO; und AcOH in einem THF/Benzylalkohol-Gemisch
(2:1 V/V) zum Fmoc—Nle(e-OBn)—OH (90) umzusetzen, wobei jedoch kein Umsatz beobachtet wurde.
Die Schiitzung der Seitenkette des Fmoc—Nle(e-OH)—OH als TBS-Ether (91) gelang unter den in
Schema 3.8 angegebenen Bedingungen ebenfalls nicht. Daher wurde bei der Synthese der Inhibitoren
C-56 und C-77 erneut eine Prakursorstrategie genutzt; als Prakursor des e-Hydroxy-Norleucins wurde
Fmoc—Lys(Cbz)—OH eingesetzt. Dies machte eine weitere, zu Fmoc, Boc und Cbz orthogonale Amin-
Schutzgruppe erforderlich, um gezielt nur den P3- bzw. den P2-Rest ins g-Hydroxy-Norleucin
Uberfuhren zu kénnen. Zu diesem Zwecke wurde Fmoc—Lys(Dde)—OH als geschiitzter Lysin-Baustein
eingesetzt. Die Schritte zur Uberfiihrung des Prakursor-Rests in den finalen Inhibitor sind in Schema
3.9 stellvertretend an der Synthese des Inhibitors C-56 dargestellt. Die Synthese des Intermediats 92
erfolgte wie in Schema 3.6 (S5.130) gezeigt. Durch katalytische Hydrierung an Pd/C wurde selektiv die
Cbz-Gruppe von der P3-Seitenkette abgespalten, wéhrend die Boc-Schutzgruppen am P1-Rest und die
Dde-Schutzgruppe am P2-Rest erhalten blieben. Dann wurde die freie Aminogruppe der erhaltenen
Verbindung 93 in eine Hydroxygruppe Uberfiihrt. Diese Umsetzung erfolgte unter den gleichen
Bedingungen, unter denen auch Fmoc—Lys—OH in Fmoc—Nle(e-OH)—OH f{iberfiihrt worden war
(vgl. Schema 3.8), also mit NaNO; und AcOH in einem THF/Wasser-Gemisch (2:1 V/V). Die Boc-
Gruppen wurden von der so erhaltenen Verbindung 94 mit TFA abgespalten. Anschliefend wurde
mittels praparativer HPLC gereinigt, die Dde-Schutzgruppe unter milden Bedingungen nach
BRADLEYZ® mit NH,OHxHCI/Imidazol in NMP/DCM abgespalten und erneut mittels praparativer
HPLC gereinigt. Auf diese Weise konnte eine ausreichend grofe Menge des Inhibitors C-56 (7,0 mg;
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3.9 Synthese der Inhibitoren

2,4 % Ausbeute Uber alle Stufen) isoliert werden, um diesen enzymkinetisch zu charakterisieren und
im Komplex mit der ZIKV-Protease zu kristallisieren. Vom auf die gleiche Weise hergestellten
P2-Analogon C-77 wurde eine geringere Ausbeute isoliert (2,0 mg; 0,7 % Uber alle Stufen), die aber

dennoch fiir die enzymkinetische Charakterisierung ausreichte.
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Schema 3.9 Synthese der Inhibitoren C-56 und C-77. (I) 10 % (m/m) Pd (10 % auf Aktivkohle), AcOH/Wasser 9:1, 18 h,
Wasserstoffatmosphére; (I1) 5,0 Aq. AcOH, 2,0 Ag. NaNO,, THF/Wasser 5:1 (V/V), 24 h; (Ill) TFA im Uberschuss, Fallung aus
Et,0, praparative HPLC; dann Dde-Abspaltung nach BRADLEY238 mit NH,OHxHCl/Imidazol in NMP/DCM, préparative HPLC.

Als Préakursor der 3-Aminotyrosin-Derivate C-58 (P3) und C-79 (P2) diente Fmoc—Tyr(3-NO,)—OH.
Die entscheidenden Schritte der Umwandlung des Nitrotyrosins ins Aminotyrosin sind in Schema 3.10
(S.134) stellvertretend an der Synthese des Inhibitors C-58 gezeigt. Im Anschluss an die Guanylierung
des P1-Amins des Intermediats 95 wurde das Nitrotyrosin durch katalytische Hydrierung an Pd/C in
das Aminotyrosin Uberfiihrt (wobei gleichzeitig die Cbz-Gruppe abgespalten wurde). Nach Boc-
Abspaltung mit 32 % HBr in AcOH und préparativer HPLC wurde der Inhibitor C-58 erhalten. Als
Nebenreaktion wurde bei der Guanylierung des P1-Amins des Intermediats 95 auch die Uberfiihrung
der Hydroxygruppe des Nitrotyrosins in einen Isoharnstoff beobachtet. Das Hauptprodukt 96 wurde
nicht vom Nebenprodukt 97 abgetrennt, sondern mit diesem gemeinsam in den folgenden Schritten
umgesetzt. Im finalen Reinigungsschritt konnte der Inhibitor C-58 vom Isoharnstoffnebenprodukt C-59
abgetrennt werden. Das P2-Aminotyrosin-Derivat C-79 wurde auf analoge Weise hergestellt, dabei
wurde ebenfalls ein Isoharnstoff-Inhibitor (C-80) als Nebenprodukt erhalten. Das Stoffmengen-

verhaltnis des gewiinschten Produkts C-58 zum Nebenprodukt C-59 betrug ca. 4:1, das von C-79 zu
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C-80 ca. 3:2. Eine genaue Angabe ist wegen des unbekannten Protonierungsgrads des Isoharnstoffs
nicht maéglich. Eine Bildung von Isoharnstoffen trat auch bei der Synthese des Tyrosin-Derivats C-57

im Rahmen der Masterarbeit von L.C. SCHMACKE auf.?%’

Kat. Hydrierung, Boc-Abspaltung &
Trennung mittels prép. HPLC

NH, NH,

HN__NH; x 2 CF3CO,H HN__NH; xn CF3CO,H
NH Inhibitor C-58 NH Inhibitor C-59

Die Synthese der Inhibitoren
C-79 und C-80 erfolgte analog.

Schema 3.10 Synthese der Inhibitoren mit 3-Aminotyrosin in P3- (C-58) bzw. P2-Position (C-79). Die Isoharnstoff-Derivate
C-59 bzw. C-80 wurden als Nebenprodukte dieser Synthesen isoliert. (I) 4,5 Aq. N,N“Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin,
7,5 Aq. DIPEA, DMF, 48 h; () 10 % (m/m) Pd (10 % auf Aktivkohle), Essigsdure/Wasser 9:1, 18 h, Wasserstoffatmosphire;
dann 32 % HBr in AcOH, 2 h, Fallung aus Et,0, praparative HPLC.

Die Inhibitoren mit 3-Carbamoylphenylalanin in P3- (C-61) bzw. P2-Position (C-82) sind
Nebenprodukte der Synthese der 3-Cyanophenylalanin-Derivate C-60 und C-81 (Schema 3.11A). Das
Auftreten des Carbamoylnebenprodukts wurde im Anschluss an die Abspaltung der Cbz-Gruppe und
der Boc-Gruppen von der Verbindung 98 bzw. dessen P2-Analogons mit 32 % HBr in AcOH
beobachtet. Die Umwandlung von Benzonitrilen in die entsprechenden Benzamide bei Raumtemperatur

in TFA oder AcOH in Gegenwart starker Sduren wie H2SO, und anschlieBender wassriger Aufarbeitung
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3.9 Synthese der Inhibitoren

ist in der Literatur beschrieben.?® Auf Basis dieser bekannten Reaktionen lasst sich der Mechanismus
der Umwandlung von Benzonitrilen in Benzamide mit HBr/AcOH folgendermaBen aufstellen
(Schema 3.11B): HBr protoniert die Nitrilgruppe der Ausgangsverbindung A. Die Elektrophilie des
Nitril-Kohlenstoffs wird dadurch erhéht, weshalb das Intermediat B durch Essigsaure nucleophil
angegriffen wird. Das dadurch entstandene Benzimidsaure-Essigsaure-Anhydrid C wird bei wéssriger
Aufarbeitung zum Benzamid D hydrolysiert; im Falle der Inhibitoren C-61 und C-82 geschah diese
Hydrolyse vermutlich wéhrend der Aufreinigung mittels praparativer HPLC.

NH NHCbz NH NH, NH NH,

HN NHBoc 98 HN\H/NH2 Inhibitor C-60 HN\n/NHZ Inhibitor C-61
NBoc NH NH

Bei der Synthese des Inhibitors C-81 trat analog
die Bildung des Carbamoyl-Inhibitors C-82 auf.

(0]
N NH* HN >— H,oN
Vi W d o
HBr AcOH H,0
B —_— T> —_— + AcOH

Inhibitor

Intermediat A Intermediat B Intermediat C C-61 bzw. C-82

Schema 3.11 Synthese der Inhibitoren C-60 und C-81. (A) Die Inhibitoren C-61 bzw. C-82 wurden als Nebenprodukte dieser
Synthesen isoliert. (I) 32 % HBr in AcOH, 2 h, Fallung aus Et,O, praparative HPLC. (B) Moglicher Mechanismus der
Umwandlung einer Nitril- in eine Carbamoylgruppe mit HBr in AcOH.

3.9.4 Synthese P1-modifizierter Inhibitoren

Bei der Synthese des Inhibitors C-91 (das Analogon der Leitstruktur 42 mit einem L-Lysin-Derivat in
P1-Position) wurde im ersten Schritt ein 2-CTC-Harz mit Boc-L-Lys(Fmoc)—OH beladen. Alle
folgenden Schritte entsprechen denen der Synthese der Leitstruktur 42 (vgl. Schema 3.1, S.123). Bei der
Synthese des Inhibitors C-92 mit einer Aminofunktion in P1-Position wurde analog zur Synthese der
Leitstruktur 42 das Intermediat 66 hergestellt. VVon diesem Intermediat wurden durch Behandlung mit
HBr in AcOH die Cbz-Gruppen und die Boc-Gruppe abgespalten. Nach Reinigung mittels préparativer
HPLC wurde der Inhibitor C-92 erhalten (Schema 3.12, S.136).
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Schema 3.12 Synthese des Inhibitors C-92 aus dem Intermediat 66 der Synthese der Leitstruktur (vgl. Schema 3.1, S.123).
(1) 32 % HBr in AcOH, 2 h, Fallung aus Et,0, praparative HPLC.

Bei der Synthese des Inhibitors C-93 mit einer Harnstofffunktion in P1-Position wurde zunéchst
ebenfalls analog zur Synthese der Leitstruktur 42 verfahren, allerdings bis zum Intermediat 67 (Schema
3.13). Dieses Intermediat wurde mit TMS-Isocyanat unter basischen Bedingungen in den Harnstoff 99
Uberfuhrt, der dann durch Behandlung mit HBr in AcOH und anschlieRende praparative HPLC in den
Inhibitor C-93 iberfuhrt wurde.
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_>o H _,o H

NH WNHC&)Z NHCbz H,
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NH, x CFsCO,H 67 HN. _NH, 99 HN._ _NH, x 2 CF4CO,H
\g/ Inhibitor C-93

Schema 3.13 Synthese des Inhibitors C-93 aus dem Intermediat 67 aus der Synthese der Leitsruktur (vgl. Schema 3.1, S.123);
(1) 3,0 Ag. TMS-Isocyanat, 6,0 Aq. DIPEA, DCM, 40 h; (1) 32 % HBr in AcOH, 2 h, Fillung aus Et,0, praparative HPLC.

Die Synthese der Inhibitoren C-94 bis C-98 ohne das guanylierte D-Lysin als P1-Rest erfolgte analog
zu der im Kapitel 3.9.2 (S.125) beschriebenen Synthese linkermodifizierter Derivate. In die lineare
Vorstufe 100 wurden der P3- und der P2-Baustein jeweils mit Boc-Schutzgruppe bzw. Arginin mit Pbf-
Schutzgruppe eingebaut, sodass nach head-to-tail-Cyclisierung und Boc- bzw. Pbf-Abspaltung mit TFA
die finalen Inhibitoren erhalten wurden (Schema 3.14A). Bei der Synthese des Inhibitors C-95 war die
Seitenkette des P3-Lysins Cbz-geschutzt (Schema 3.14B). Dadurch konnte die Boc-Gruppe nach der
Cyclisierung des linearen Intermediats 101 selektiv vom P2-Lysin abgespalten werden. Durch
Guanylierung wurde der P2-Rest dann in ein zweifach Boc-geschutztes Homoarginin tberfiihrt. Nach

finaler Abspaltung der Schutzgruppen mit HBr in AcOH wurde dann der Inhibitor C-95 erhalten.
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Schema 3.14 Synthese der Inhibitoren C-94 bis C-98. (I) 3,0 Aq. HATU, 6,0 Aq. DIPEA, DMF, 2 h (Peptidkonzentration
ca. 2 mM); (II) 4 M HCl in 1,4-Dioxan, Féllung aus Et,0, praparative HPLC; (Ill) 4,5 Aq. N, N*-Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin,
7,5 Aq. DIPEA, DMF, 48 h; (IV) 32 % HBr in AcOH, 2 h, Fillung aus Et,0, praparative HPLC. Auf der Stufe des Intermediats 100
war die Seitenkette des P2-Rests wie folgt geschltzt: Lys(Boc), Orn(Boc), Arg(Pbf), Trp(Boc).

3.9.5 Synthese Pw-modifizierter Derivate des Inhibitors C-14

Die Inhibitoren C-99 bis C-101 wurden analog zu der im Kapitel 3.9.2 (S.125) beschriebenen Synthese

linkermodifizierter Derivate hergestellt.

3.9.6 Synthese kombinierter Derivate mit erhohter Lipophilie

Die Synthese der Inhibitoren C-102 bis C-116 erfolgte analog zur Synthese der Leitstruktur 42 (vgl.
Schema 3.1, S.123), eventuell mit Abwandlungen wie in den Abschnitten zu den Linker-, P3- bzw. P2-
modifizierten Derivaten beschrieben (Kapitel 3.9.3, S.130 ff.). Die Synthese des linearen Vorldufer-
Peptids erfolgte stets beginnend mit der Harzbeladung mit dem P1-Baustein Boc—D-Lys(Fmoc)—OH
oder dem P4-Baustein Fmoc—3-Amphac—OH. Die Carbamoylphenylalanin-Derivate C-113, C-115 und
C-116 wurden als Nebenprodukte bei der Synthese der entsprechenden Aminomethylphenylalanin-
Derivate erhalten (vgl. Schema 3.11, S.135). Die Synthese der Inhibitoren C-117 und C-118 (Schema
3.15, S.138) mit D- bzw. L-B?>-Homophenylalanin als P4- und 2-Naphthylalanin als P3-Rest erfolgte
analog zur Synthese der Inhibitoren C-44 und C-45 (vgl. Schema 3.5, S.128). Auch hier wurde zunéchst
das lineare Peptid 102 als Diastereomerengemisch hergestellt. Da die Diastereomere auf der Stufe der
Verbindung 102 untrennbar waren, wurden sie in das Gemisch cyclischer Diastereomere 103 iberfihrt,
das mittels praparativer HPLC in die Intermediate 104 und 105 aufgetrennt wurde. Aus diesen wurden

die finalen Inhibitoren synthetisiert.
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Schema 3.15 Synthese der Inhibitoren C-117 und C-118. Die Synthese der gemeinsamen Vorlaufer 102 und 103 erfolgte
analog zur Synthese der Leiststruktur 42 (vgl. Schema 3.1, 5.123). Nach der Trennung der Diastereomere 104 und 105 wurden
diese separat zu den Inhibitoren C-117 bzw. C-118 umgesetzt.

3.9.7 Synthese potentiell zellpenetrierender Inhibitoren

Die Inhibitoren C-119 bis C-123, die jeweils Arginin als P3- und P2-Rest und ein Ny-guanyliertes
D-Lysin als P1-Rest enthalten, wurden der Synthese der Leitstruktur analog synthetisiert (Schema 3.16;
vgl. Schema 3.1, S.123). Als Arginin-Prakursor wurde dabei Fmoc—Orn(Boc)—OH eingesetzt. Zunachst
wurde ausgehend von Boc—D-Lys(Fmoc)—OH das harzgebundene Tripeptid 106 hergestellt. Dieses
wurde in sechs Portionen aliquotiert, an die separat die Reste des Linkersegments gekuppelt wurden.
Nach der Abspaltung vom Harz wurden die erhaltenen Peptide (allgemeine Struktur 107) weiter zu den
finalen Inhibitoren umgesetzt. Die Uberfiihrung der Ornithin-Reste in Arginine erfolgte gleichzeitig mit
der Uberflhrung des P1-Amins in ein Guanidin (vgl. Schema 3.3, S.127).

Die Inhibitoren C-124 bis C-126 wurden ebenfalls ausgehend von einem gemeinsamen Vorlaufer, dem
harzgebundenen Tripeptid 108, synthetisiert (Schema 3.17). Als Vorlaufer des P5-Arginins bzw.
P5-D-Arginins wurden Fmoc—Orn(Boc)-OH bzw. Fmoc—D-Orn(Boc)-OH eingesetzt. Nach der
Kupplung der Linkerreste wurde das Peptid der allgemeinen Formel 109 erhalten, das dann jeweils zu
den finalen Inhibitoren umgesetzt wurde. Die Uberfiihrung der Ornithin-Reste in Arginine erfolgte

gleichzeitig mit der Uberfilhrung des P1-Amins in ein Guanidin (vgl. Schema 3.3, S.127).
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NHZ x n CF3CO,H NHBoc

NH Inhibitoren
C-119 bis C-123

Schema 3.16 Synthese der potentiell zellpenetrierenden Inhibitoren C-119 bis C-123. (1) und (ll) Harzbeladung und
Festphasenpeptidsynthese analog zur Synthese der Leitstruktur 42 (vgl. Schema 3.1, S.123).
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o I\/\/
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o
HO)J\(\/\/NHFmoc - ow
NHBoc (0]
62 QO)WNH
NHBoc 108

I\/\, o H pe NHCbz
WO -~ WWO

NH, x n CF3CO,H NHBoc

NH Inhibitoren
C-124 bis C-126

Schema 3.17 Synthese der Inhibitoren C-124 bis C-126. (1) und (ll) Harzbeladung und Festphasenpeptidsynthese analog zur
Synthese der Leitstruktur 42 (vgl. Schema 3.1, 5.123).

Die Inhibitoren C-127 und C-128 mit Homoarginin als P3-Rest sollten urspriinglich Lysin als P3-Rest
enthalten. Die Synthese wurde daher analog zu der in Schema 3.17 gezeigten Route begonnen. Im Zuge
der Boc-Abspaltung von den Intermediaten 110a und 110b wurde jeweils die Chz-Schutzgruppe des
P3-Lysins mit abgespalten (Schema 3.18, S.140). Dennoch wurden die so erhaltenen Verbindungen
(111a,b) weiter zu den guanylierten Intermediaten 112a und 112b und anschlieRend zu den Inhibitoren
C-127 bzw. C-128 umgesetzt.
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Schema 3.18 Synthese der Inhibitoren C-127 und C-128. (I) 4 M HCl in 1,4-Dioxan, Fallung aus Et,0, praparative HPLC;
(1) 9,0 Ag. N,N“Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin, 15,0 Aq. DIPEA, DMF, 48 h; (Ill) 32 % HBr in AcOH, 2 h, Fallung aus Et,0,
praparative HPLC.

3.9.8 Synthese linearer Referenzverbindungen

Die Referenzverbindung 54 wurde von D. ROGGE (AG STEINMETZER) synthetisiert.'?? Die Synthese der
Verbindungen L-1 und L-2, die jeweils ein Carbonséureamid als C-terminale Gruppe tragen, erfolgte
zun&chst an einem Sieber-Amid-Harz und zwei anschlieBenden Schritten in Losung (Schema 3.19): Im
ersten Schritt wurde die Fmoc-Schutzgruppe eines Fmoc-Sieber-Amid-Harzes (119) durch Behandlung
mit 20 % Piperidin in DMF (V/V) abgespalten. AnschlieRend wurden Boc—D-Lys(Fmoc)—OH, zweimal
Fmoc—Lys(Cbz)-OH und Fmoc—3-Amphac—OH analog zur Synthese der Leitstruktur gekuppelt
(vgl. Schema 3.1, S.123). Als letzter Rest wurde Cbz—Gly—OH bzw. AcOH gekuppelt, wonach die
harzgebundenen Peptide 114 bzw. 115 erhalten wurden. Diese wurden jeweils durch Behandlung mit
1% TFA in DCM (V/V) vom Harz abgespalten. Die Boc-Schutzgruppen der Peptide 116 und 117
wurden analog zur Synthese der Leitstruktur abgespalten, worauf folgend die freie Aminogruppe in ein
zweifach Boc-geschiitztes Guanidin tberfiihrt wurde. Im finalen Schritt wurden die Schutzgruppen mit
32 % HBr in AcOH abgespalten. Die Synthese des Inhibitors L-3 mit Homoagmatin als P1-Rest erfolgte
ausgehend von einem Tritylchlorid-Harz (118; Schema 3.20). Dieses wurde im ersten Schritt mit
Cadaverin beladen, gefolgt von der sukzessiven Kupplung der weiteren Reste bis hin zum
harzgebundenen Peptid 119. Beladene Trityl-Harze sind sdureempfindlicher als beladene 2-Chlortrityl-
Harze, weshalb eine Abspaltung des Peptids 120 unter mild-sauren Bedingungen mit 1 % TFA in DCM
(V/IV) méglich war.?*® Die Aminogruppe des Peptids 120 wurde in ein zweifach Boc-geschitztes

Guanidin Gberfihrt; nach finaler Abspaltung der Schutzgruppen wurde der Inhibitor L-3 erhalten.
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Schema 3.19 Synthese der linearen Referenzverbindungen L-1 und L-2 an einem Sieber-Amid-Harz. (I) Fmoc-Abspaltung und
anschlieBende Festphasenpeptidsynthese analog zur Synthese der Leitstruktur 42 (vgl. Schema 3.1, S.123). () 1 % TFA in
DCM (V/V), 4 x 30 min, Neutralisierung der isolierten Abspaltlésung nach jeweils 30 min mit DIPEA.
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Schema 3.20 Synthese der linearen Referenzverbindung L-3 mit C-terminalem Homoagmatin. (1) 6,0 Aq. Cadaverin, DCM, 2 h;
dann Festphasenpeptidsynthese analog zur Synthese der Leitstruktur 42 (vgl. Schema 3.1, S.123). (I) 1 % TFA in DCM (V/V),
4 x 30 min, Neutralisierung der isolierten Abspaltlésung nach jeweils 30 min mit DIPEA.

Die Referenzverbindungen L-4 mit C-terminalem Leucin und L-5 mit C-terminalem Leucinamid
wurden zur Génze an der festen Phase synthetisiert; L-4 wurde an einem 2-Chlortrityl-Harz, L-5 an
einem Sieber-Amid-Harz hergestellt (Schema 3.21A, B; S.142). Nach sukzessiver Kupplung der Reste

und Fmoc-Abspaltung vom N-terminalen D-Alanin wurden die harzgebundenen Peptide 121 bzw. 123

141



Ergebnisse und Diskussion

erhalten. Deren N-terminale Aminogruppen wurden jeweils an der festen Phase in ein zweifach Boc-
geschitztes Guanidin Uberflhrt (122, 124). Bei der folgenden Abspaltung vom Harz mit TFA/TIS/H,0
(95:2,5:2,5, VIVIV) wurden simultan alle Boc-Schutzgruppen mit abgespalten. Nach anschlieRender
Reinigung mittels préparativer HPLC wurden die Inhibitoren L-4 bzw. L-5 isoliert. Zur Synthese des
Inhibitors L-6 wurde an der festen Phase das geschitzte Peptid 125 synthetisiert. Dieses wurde
anschliefend mit HATU und DIPEA an Isopentylamin (126) gekuppelt und dann durch Abspaltung der
Schutzgruppen zum finalen Inhibitor umgesetzt (Schema 3.21C).

NHBoc

N N I Inhibit
A RHN/\n/ N \:)J\N 0\O n L|-‘;or
o) Hoo &M o
121,R=H \
! |: BocN
122, R = H NHBoc

BocHN

NHBoc

z o 0
A B
B RHN/\n/N N NS\ N I Inhibitor
o) H o H H o L-5

o
123,R = H \H O
! BocN \/O
124,R = > l NHBoc O

BocHN

NHBoc

: Inhibitor
N N /\)\ —
C  BocHN H/\n/ N \-_)J\OH THN — L-6
0 0 X

125 126

NHBoc

Schema 3.21 Synthese der linearen Referenzverbindungen L-4 bis L-6. () 3,0 Aq. N,N‘“-Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin,
6,0 Aq. DIPEA, DMF, 18 h; (1) TFA/TIS/H,0 (95:2,5:2,5, V/V/V), 3 h, dann praparative HPLC.

3.9.9 Synthese Boroleucin-basierter Inhibitoren

Bei der Herstellung der Inhibitoren B-1 bis B-8 wurden zuné&chst lineare VVorlauferpeptide synthetisiert,
die dann in L6sung weiter umgesetzt wurden. Im Folgenden sei die Synthese des Inhibitors B-5 erlautert
(Schema 3.22); die Synthese der lbrigen Boroleucin-basierten Inhibitoren erfolgte analog. Als linearer
Vorléufer des Inhibitors B-5 wurde das Peptid 125 eingesetzt, das bereits als VVorstufe des Inhibitors L-6
diente (vgl. Schema 3.21). Das Peptid 125 wurde mit kommerziell erhéltlichem Boroleucin-
Pinandiolester 127 (als TFA-Salz) zum Intermediat 128 umgesetzt. Aminoboronsduren und deren Ester

neigen unter basischen Bedingungen zur Protodeborylierung.?2*2 Um diese unerwiinschte
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Nebenreaktion zu unterdriicken, wurde die Carbonséurefunktion des Intermediats 125 mit HATU und
DIPEA voraktiviert und der Boroleucin-Pinandiolester 127 erst nach 15 Minuten zugegeben. Dennoch
wurde die Protodeborylierung als Nebenreaktion beobachtet. Als weitere Nebenreaktion trat die
Epimerisierung des Stereozentrums des P2-Lysins auf. Nach der Abspaltung der Boc-Gruppen von 128
konnten die Nebenprodukte mittels praparativer HPLC abgetrennt und das Peptid 129 isoliert werden.
Zum Teil wurde wahrend der Boc-Abspaltung auch die Spaltung des Pinandiolesters beobachtet. Im
letzten Schritt wurde die Pinandiol-Schutzgruppe durch Umesterung auf Isobutylboronsaure?*?
abgespalten, wodurch nach Reinigung mittels praparativer HPLC der Inhibitor B-5 erhalten wurde.
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H H H H B H H B H z
NH = (o] (o] Y NH = (o] (o] \(
x 3 CF3CO,H
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x 3 CF3CO,H
NH, NH,

Schema 3.22 Synthese des Inhibitors B-5. Die Synthese der (librigen Boroleucin-basierten Inhibitoren erfolgte analog.
(1) 1,15 Aq. HATU, 4,0 Aq. DIPEA, DMF, 1 h. (I) 4 M HCl in 1,4-Dioxan, Fillung aus Et,0, priparative HPLC. (Ill) 2,0 Aq.
Isobutylboronsdure, 1 M HCl, MeOH, Pentan, 18 h, praparative HPLC.

Die Inhibitoren B-1 bis B-8 wurden wie die ubrigen Inhibitoren massenspektrometrisch charakterisiert.
Ublicherweise werden in der ESI*-Massenspektrometrie die Signale des an H*, NH4*, Na* oder K*
gebundenen Inhibitors detektiert, wobei auch Signale von an mehrere Kationen gebundenen
Inhibitormolekilen mdglich sind. In den Massenspektren von B-1 bis B-8 wurden zusétzlich die Signale
von Kondensationsprodukten detektiert. AuRerdem wurden Signale von methylierten Spezies gefunden.
Bei den methylierten Verbindungen handelt es sich wahrscheinlich um Methyl- bzw.

Dimethylboronsdureester, die im Zuge der Messung der Massenspektren gebildet wurden (Methanol
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wurde zum Lo6sen der Probe fiir die Massenspektrometrie benutzt). Als Beispiel fur ein solches
Massenspektrum ist in Abbildung 3.37 das Spektrum des Inhibitors B-5 gezeigt. Ein analoges Auftreten
von Kondensationsprodukten in der Massenspektrometrie, wie es bei B-1 bis B-8 beobachtet wurde, ist
in der Literatur mehrfach beschrieben. Dieses Ph&nomen trat unter anderem bei den
Proteasominhibitoren Bortezomib (60) und Ixazomib (61), einer Serie von Inhibitoren der Site-1-

Protease mit Boroleucin als P1-Rest sowie beim Flavivirininhibitor 6 mit Boroarginin als P1-Rest
an.139'242_243
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Abbildung 3.37 ESI*-Massenspektrum des Inhibitors B-5.
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4 Zusammenfassung

Flavivirin ist der proteolytisch aktive Komplex aus den viralen Proteinen NS2B und NS3. Flavivirin ist
eine Serinprotease mit trypsinahnlicher Substratspezifitat und an der Prozessierung des Polyproteins
aller Flavivirus-Spezies beteiligt. Da die Prozessierung des Polyproteins fur die Flavivirus-Vermehrung
essentiell ist, gilt Flavivirin als Zielstruktur fur die Entwicklung antiviraler Wirkstoffe.

Die Verbindung 42 (Abb. 4.1, S.148) ist ein in der AG STEINMETZER entwickelter cyclischer Inhibitor
des Flavivirins. Die Hemmwirkung auf das Flavivirin des Zika- (,,ZIKV-Protease*), des West-Nil-
(,L,WNV-Protease“) und des Dengue-4-Virus (,,DENV4-Protease®) liegt in vitro im nanomolaren
Bereich. Dennoch zeigt der Inhibitor 42 in Zellkultur nur einen geringen Effekt auf die ZIKV-
Vermehrung. Die vorliegende Arbeit wurde unter der Pradmisse angegangen, dass flr diese Diskrepanz
zwischen starker Hemmwirkung in vitro und geringer Wirksamkeit in cellulo die niedrige
Zellpermeabilitat des Inhibitors 42 verantwortlich ist. Die niedrige Zellpermeabilitat ergibt sich aus der
Substratanalogie, also dem polaren, peptidischen Charakter mit drei positiv geladenen Gruppen in P3-,
P2- und P1-Position. Daher sollte untersucht werden, inwieweit sich die polaren Gruppen durch
ungeladene, idealerweise lipophile Reste ersetzen lassen.

Um solche Modifizierungsmaglichkeiten der Leitstruktur zu identifizieren, wurden im Rahmen dieser
Arbeit 98 Derivate des Inhibitors 42 hergestellt und enzymkinetisch mit der ZIKV- und der WNV-
Protease charakterisiert. Dabei wurde systematisch im Vergleich zur Leitstruktur 42 jeweils nur eine
Position oder funktionelle Gruppe verdndert, um den Effekt jeder Modifikation nachvollziehen zu
kdénnen. Alle 98 einzelmodifizierten Derivate zeigen, wie der Inhibitor 42, ein kompetitives
Hemmverhalten. Wesentlich unterstiitzt wurde die SAR-Studie durch S. HUBER und die AG Luo (NTU
Singapur), die insgesamt 23 Kristallstrukturen einzelmodifizierter Inhibitoren im Komplex mit der

ZIKV-Protease bestimmen konnten. Entsprechend war ein strukturbasiertes Inhibitordesign mdglich.

Folgende Modifizierungsmoglichkeiten wurden identifiziert (Abb. 4.1): In Pw-Position ist der Einbau
hydrophober D-Aminosduren ohne nennenswerten Affinitatsverlust moglich. Der 3-Aminomethyl-
phenylessigsdure-Rest (3-Amphac) in P4-Position l&sst sich durch verschiedene Kombinationen aus
Glycin, B-Alanin und hydrophoben D-Aminoséuren ersetzen. Das P3-Lysin kann durch basische,
hydrophobe oder polare nicht-basische Aminoséuren ersetzt werden. Beim Einbau nicht-basischer Reste
sinkt die Hemmwirkung auf Flavivirin in vitro allerdings um einen Faktor zwischen 5 und 20. Beim
P2-Lysin ist nur der Austausch gegen basische Reste wie Arginin oder 3-Aminomethylphenylalanin
mdglich, beim Einbau nicht-basischer Reste in die P2-Postion sinkt die Affinitdt zum Flavivirin um
mehrere GrolRenordnungen. Eine sinnvolle Alternative zum guanylierten, tber die Seitenkette

verknUpften D-Lysin in P1-Position wurde in dieser Arbeit nicht identifiziert.
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Abbildung 4.1 Ausgehend vom Inhibitor 42 als Leitstruktur wurden 98 einzelmodifizierte Derivate hergestellt. Durch

enzymkinetische Untersuchung dieser Derivate wurden die angegebenen, alternativen Reste bzw. Segmente als sinnvoll fur
weitere Optimierungen identifiziert.

Besonders hervorzuheben unter den einzelmodifizierten Derivaten sind die Inhibitoren C-8, C-14 und
C-73 (Abb. 4.2). Beim Inhibitor C-8 gelang durch Einbau von bD-Homocyclohexylalanin als Po-Rest
ohne nennenswerten Affinitatsverlust eine deutliche Erhéhung der Lipophilie. Beim Inhibitor C-14

wurde durch Verwendung eines Gly—B-Ala-Segments anstelle des 3-Amphac-Rests eine Steigerung der
Affinitdt zur WNV-Protease um den Faktor 2 erreicht. Durch Verwendung von 3-Aminomethyl-

phenylalanin als Lysin-Mimetikum (C-73) gelang, wiederum ohne signifikanten Affinitatsverlust, eine
deutliche Senkung der Basizitat in P2-Position.

om{ e o

\\ T, RO S
O/\ WW\/\ OW,W W/\

o NH
HN NH, HN NH, HN\n/NHZ
NH C-8 NH C-14 NH C-67
ZIKV-Pro.: K; [uM] = 0,00233 ZIKV-Pro.: K; [uM] = 0,00172 ZIKV-Pro.: K; [uM] = 0,0407
WNV-Pro.: K; [uM] = 0,219 WNV-Pro.: K; [uM] = 0,0686 WNV-Pro.: K; [uM] = 1,61
MéBig aktiv gegen ZIKV in Zellkultur Inaktiv gegen ZIKV in Zellkultur

Aktiv gegen ZIKV in Zellkultur

NH, HN___NH, HN\n/NHz
NH C-73 NH C-86 NH C-88
ZIKV-Pro.: K; [uM] = 0,00269 ZIKV-Pro.: K; [uM] = 3,06

ZIKV-Pro.: K; [uM] = 7,83
WNV-Pro.: K; [uM] = 50,4
Aktiv gegen ZIKV in Zellkultur

WNV-Pro.: K; [uM] = 0,183

WNV-Pro.: K; [uM] = 101
Inaktiv gegen ZIKV in Zellkultur

Aktiv gegen ZIKV in Zellkultur

Abbildung 4.2 Einige cyclische Flavivirininhibitoren, die in dieser Arbeit entwickelt wurden.

Im Vergleich zur
Ausgangsverbindung 42 wurde jeweils nur ein Rest modifiziert.
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In Untersuchungen in cellulo durch D. BENDER und R.O. MURRA (AG HILDT, Paul-Ehrlich-Institut,
Langen) wurde fir keine der einzelmodifizierten Verbindungen eine héhere Hemmung der ZIKV-
Vermehrung als fiir die Leitstruktur 42 bestimmt (Abb. 4.3); flr einige Verbindungen (z.B. C-67, C-86
und C-88, s. Abb. 4.2) wurde allerdings eine &hnlich starke Hemmwirkung ermittelt. Dies ist insofern

erstaunlich, als dass die Hemmwirkung in vitro und die antivirale Aktivitét in cellulo nicht korrelieren.
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Abbildung 4.3 Untersuchung des antiviralen Effekts der oben gezeigten Inhibitoren mit einem ZIKV-Luciferase-Reporter-Virus
(A549-Zellen mit Inhibitor (C-8: 20 uM; tbrige Inhibitoren: 40 uM) bzw. Ribavirin (100 uM), Auswertung 48 h p.i.; fiir Details
s. Kap. 3.7, 5.109 ff.).

Auf Basis der SAR-Studie einzelmodifizierter Derivate wurden zwei Serien kombinierter Inhibitoren
synthetisiert: In der ersten Serie wurden 20 Inhibitoren mit einer mdglichst hohen Lipophilie hergestellt.
Auf diese Weise sollten Verbindungen mit einer im Vergleich zur Ausgangsverbindung 42 erhohten
Membranpermeabilitét erhalten werden. In der zweiten Serie wurden 10 Inhibitoren in Anlehnung an
cyclische zellpenetrierende Peptide entwickelt. Alle Inhibitoren dieser zweiten Serie zeigen eine
Abweichung vom kompetitiven Hemmmodus, weshalb fiir diese Verbindungen ICso- und keine
Ki-Werte angegeben sind. Von vier dieser Inhibitoren wurden von S. HUBER Kristallstrukturen im
Komplex mit der ZIKV-Protease bestimmt.

Einige Beispiele kombinierter Derivate sind in Abbildung 4.4 (S.150) gezeigt. Die Untersuchung der
lipophilen Inhibitoren wie C-108 und C-111 in cellulo stand beim Verfassen dieser Arbeit noch aus. Fir
die Inhibitoren, die in Anlehnung an zellpenetrierende Peptide entwickelt wurden, wurde in Zellkultur-
Experimenten im Vergleich zur Ausgangsverbindung 42 eine deutliche Steigerung der antiviralen
Wirkung beobachtet: Die Verbindungen C-122 und C-125 hemmen bei einer Konzentration von 40 uM

die Virusvermehrung ahnlich effektiv wie Ribavirin bei einer Konzentration von 100 pM.
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Abbildung 4.4 Beispiele fir kombinierte Derivate: C-108 und C-111 wurden auf eine moglichst hohe Lipophilie bei gleichzeitig
moglichst hoher Flavivirinaffinitat optimiert. C-122 und C-125 wurden in Anlehnung an zellpenetrierende Peptide entwickelt
und zeigen eine dhnlich hohe Aktivitat gegen die ZIKV-Vermehrung in cellulo wie Ribavirin (vgl. Abb. 4.3).

Des Weiteren wurde fir die einzelmodifizierten und die kombinierten Derivate eine hohe Selektivitat
flr Flavivirin ermittelt: Die Serinproteasen Trypsin, Thrombin und Faktor Xa, die wie Flavivirin
bevorzugt hinter Sequenzen mit basischen Resten schneiden, werden um mindestens eine
GroRenordnung weniger effektiv gehemmt als Flavivirin. Die Selektivitat ist allerdings in der Regel bei
den einzelmodifizierten Derivaten hoher als bei den kombinierten.

Zuletzt wurde eine Serie von acht acyclischen, kovalenten Flavivirininhibitoren hergestellt und
charakterisiert. Diese Verbindungen wurden von den cyclischen Inhibitoren abgeleitet und besitzen ein
Boroleucin als P1-Rest. Vom potentesten Inhibitor dieser Serie (B-5, Abb. 4.5) wurde der kovalente
Bindungsmodus durch Bestimmung einer Kristallstruktur im Komplex mit der ZIKV-Protease bestatigt
(Rontgenstrukturanalyse durch S. HUBER, AG STEINMETZER). Der Inhibitor B-5 ist der erste bekannte
kovalente Inhibitor der ZIKV-Protease mit einem K;-Wert < 10 nM.

Insgesamt gelang in dieser Arbeit die Synthese und Charakterisierung zahlreicher, in vitro sehr potenter
Inhibitoren der ZIKV-Protease. Durch Entwicklung der Analoga zellpenetrierender Peptide konnte auch
die Hemmwirkung auf die ZIKV-Vermehrung in cellulo verbessert werden. Interessant ware es, die
Hemmwirkung auf die Vermehrung des West-Nil-Virus und weiterer Flaviviren in cellulo zu
untersuchen. In vitro besteht eine klare Korrelation zwischen der Inhibierung der ZIKV- und der WNV-
Protease (Abb. 4.6).
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Abbildung 4.5 Der in dieser Arbeit entwickelte Inhibitor B-5 bindet reversibel-kovalent an das Serin der katalytischen Triade

des Flavivirins.
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Abbildung 4.6 Korrelation zwischen den Ki- (A) bzw. ICso-Werten (B) der in dieser Arbeit entwickelten Inhibitoren. Trotz
einigen Abweichungen sind die Tendenzen der Hemmwerte fur die ZIKV- und die WNV-Protease &hnlich. (A) N = 150;

(B) N = 164.

Sollte auch in cellulo eine vergleichbare Korrelation bestehen, so kdnnte ausgehend von dem in dieser

Arbeit behandelten Inhibitortyp die Entwicklung pan-antiflaviviraler Inhibitoren erfolgen. Sollten sich

die mit dem Zika-Virus bzw. dessen Protease erzielten Ergebnisse auf andere Flaviviren tbertragen

lassen, so konnte das in dieser Arbeit verwendete Proteasekonstrukt (die bindre ZIKV-Protease

,»bZiPro*) auch als Modellsystem fur die Entwicklung anderer Inhibitortypen dienen: Die hohe

proteolytische Aktivitdt und die hohe Stabilitdt der Protease erlauben eine einfache und effiziente

enzymkinetische Charakterisierung neuer Inhibitoren; das etablierte Kristallisationsprotokoll eréffnet

aullerdem den Zugang zu einem grundlegenden Verstandnis der Struktur-Wirkungs-Beziehungen.
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5 Material und Methoden

5.1 Allgemeines

Losungsmittel, Reagenzien, geschutzte Aminosauren und Harze fir die Festphasenpeptidsynthese
wurden von Acros Organics (Dreieich), Alfa Aesar (Kandel), Bachem Distribution Services GmbH
(Weil am Rhein), BLDPharm (Kaiserslautern), Carbolution Chemicals GmbH (St. Ingbert), ChemPur
Feinchemikalien und Forschungsbedarf GmbH (Karlsruhe), Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich),
Iris Biotech GmbH (Marktredwitz), Merck KGaA (Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
oder VWR International GmbH (Darmstadt) bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Zu
synthetischen und analytischen Zwecken wurde ausschlieBlich demineralisiertes Wasser eingesetzt. Zur
Lyophilisierung, fur die analytische und préparative HPLC sowie flr enzymkinetische Messungen
wurde Reinstwasser verwendet, das durch Reinigung von demineralisiertem Wasser mit einem

Nowapure Select-System (KSN Wassertechnik, Nistertal) erhalten wurde.

Synthesen in Lésung wurden in glasernen Rundkolben durchgefiihrt und mithilfe eines Magnetriihrers
und eines Magnetrihrstabchens gertihrt. Die Kontrolle des Reaktionsfortschritts erfolgte mit
analytischer HPLC oder, falls das zu erwartende Produkt unter HPLC-Bedingungen instabil war, mit
Massenspektrometrie.  Festphasenpeptidsynthesen erfolgten unter standigem  Schiitteln in
verschlieBbaren, mit Filterfritten (aus Glas oder PTFE) ausgestatteten Glas- oder Polycarbonat-
reaktionsgefaBen. Alle Reaktionen wurden, wenn nicht in der zugehdrigen Vorschrift anders vermerkt,

bei Umgebungstemperatur durchgefiihrt.

Solche Reaktion, die bedingt durch die Anwesenheit wasser- oder luftempfindlicher Substanzen ein
Arbeiten unter Schutzgas notwendig machten, wurden mittels SCHLENK-Technik unter Argon in
ausgeheizten  Glasapparaturen durchgefiihrt. Daflr wurde eine Wechselhahnanlage mit
Drehschiebervakuumpumpe (vacuubrand RZ2.5) und zwischengeschalteter Kuhlfalle (gekuhlt durch
flissigen Stickstoff) eingesetzt. Fur 0.g. Reaktionen wurden kommerziell erhéltliche Lésungsmittel der
Qualitdtsstufe ,,extra dry* eingesetzt. Sofern unter Schutzgasatmosphire gearbeitet wurde, ist dies in der

zugehdrigen Versuchsvorschrift vermerkt.

Chromatographie. Als stationdre Phase fir die S&ulenchromatographie wurde Kieselgel 60
(KorngroRe 40-63 um) des Herstellers Merck verwendet. Die mobile Phase wurde je nach Trennproblem
ausgewahlt und ist fiir jede Trennung gesondert angegeben. Die stationédre Phase wurde als Suspension
mit der mobilen Phase in die Sdule eingebracht und unter Luftdruck verdichtet. Sodann wurde das
aufzutrennende Substanzgemisch in einem moglichst kleinen VVolumen der mobilen Phase gelést und
auf die Saulenoberfliche aufgetragen. Eluiert wurde bei leichtem Uberdruck (<1 bar) bei

Umgebungstemperatur. Die Detektion erfolgte mit Dunnschichtchromatographie auf DC-Fertigfolien
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(ALUGRAM Xtra SIL G/UVas4; Schicht: 0,20 mm Kieselgel 60 mit Fluoreszenz-Indikator UV2ss) des
Herstellers Macherey-Nagel (Diren). Detektiert wurde durch Fluoreszenzl6schung unter UV-Licht
(A=254nm) oder durch Anfarbung mit einer Kaliumpermanganat-Farbelosung (1,59
Kaliumpermanganat, 10 g Kaliumcarbonat, 1,25 mL Natronlauge (10 %), 200 mL Wasser). In letzterem

Falle wurde die DC-Fertigfolie bis zur Farbreaktion mit einem Heilluftgeblése erwarmt.

HPLC-Experimente im analytischen MaRstab wurden auf einer Primaide-Anlage (Hitachi Europe,
Dusseldorf; Primaide 1110 Pumpenmodul, 1210 Autoinjektor, 1310 Saulenofen, 1410 Diodenarray-
Detektor; Saule: NUCLEODUR Cyg ec, 5 um, 100 A, 4,6 mm x 250 mm, Macherey-Nagel) bei einer
Séulentemperatur von 30,0 °C durchgefihrt. Als Elutionsmittel dienten 0,1 % TFA in Wasser
(Laufmittel A) und 0,1 % TFA in Acetonitril (Laufmittel B), wobei ein linearer Gradient mit einer
Erhéhung des B-Anteils von 1 % Laufmittel B/min und eine Flussrate von 1 mL/min benutzt wurden.
Das Startverhéltnis von Laufmittel A zu Laufmittel B ist fiir alle gezeigten Chromatogramme bzw. alle
Retentionszeiten jeweils angegeben. Die UV-Detektion erfolgte bei 220 nm. Zur besseren
Vergleichbarkeit der HPLC-Daten sind in der Regel nicht die Retentionszeiten angegeben, sondern der
Anteil an Laufmittel B in der Pumpe (,,% B*), bei dem das Produktsignal detektiert wurde. Der
Zahlenwert des % B-Werts entspricht bei den oben angegebenen Bedingungen der Summe aus dem
Zahlenwert der Retentionszeit in Minuten und dem Zahlenwert des prozentualen Startanteils an
Laufmittel B (Beispiel: Eine Retentionszeit von 19 min bei einem Lauf, der bei 10 % B gestartet wurde,
entspricht 29 % B).

HPLC-Experimente im praparativen MaRstab wurden auf einer Varian-Anlage (Pumpen: Varian
PrepStar model 218 gradient system; Detektor: ProStar model 320; Fraktionssammler: Varian model
701) oder auf einer Anlage von Knauer (Berlin; Knauer Azura P 2.1L mit Pumpenkopf E4099AB und
HyperShear statischer Mischkammer; Detektor: Knauer UVD 2.1L; Fraktionssammler: Foxy R1) bei
Umgebungstemperatur durchgefiihrt; mit beiden Anlagen wurden Cis-S&ulen (NUCLEODUR Cis €c,
5um, 100A, 32mmx250 mm, Macherey-Nagel) mit Vorsiule (NUCLEODUR 100-5 Cis ec,
32 mmx15 mm, Macherey-Nagel) verwendet. Als Elutionsmittel dienten 0.1 % TFA in Wasser
(Laufmittel A) und 0.1 % TFA in Acetonitril (Laufmittel B), wobei ein linearer Gradient mit einer
Erhéhung des B-Anteils von 0,5 % Laufmittel B/min und eine Flussrate von 20 mL/min angewendet
wurden. Die zu reinigende Probe wurde in einem Gemisch aus den Laufmitteln A und B gel6st. Die
Zusammensetzung dieses Gemischs wurde derart gewdhlt, dass die Elution der zu reinigenden
Verbindung nach ungeféhr 30 bis 40 min zu erwarten war (als Berechnungsgrundlage diente das jeweils

zugehorige, analytische HPLC-Chromatogramm). Die UV-Detektion erfolgte auch hier bei 220 nm.
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5.2 Enzymkinetische Messungen

Gefriertrocknung von Inhibitoren. Gereinigte Inhibitoren wurden vor weiterer Verwendung oder
Charakterisierung an einer Gefriertrocknungsanlage (Alpha 2-4 LDplus; Martin  Christ
Gefriertrocknungsanlagen, Osterode am Harz) aus Wasser oder 80 % tert-Butanol in Wasser
lyophilisiert. Wegen des TFA-Anteils in den Laufmitteln der praparativen HPLC wurden die Inhibitoren
als TFA-Salze erhalten. Zur Berechnung der molaren Masse der TFA-Salze wurde zur molaren Masse
der unprotonierten Inhibitoren pro protonierbarer Gruppe die molare Masse eines TFA-Molekils
addiert.

NMR-Spektroskopie. Die Messung von Kernspinresonanzspektren erfolgte durch Mitarbeiter der
NMR-Abteilung des Fachbereichs Pharmazie der Philipps-Universitat Marburg an einem Spektrometer
(Typ ECX400; Messfrequenzen: *H: 400 MHz, C: 101 MHz) des Herstellers Jeol (Freising) in
deuterierten Losungsmitteln. Die chemische Verschiebung & ist sowohl fiir *H- als auch fiir 3C-Spektren
in parts per million (ppm) relativ zu Tetramethylsilan angegeben. Die Restprotonen des jeweiligen
deuterierten Losungsmittels bzw. dessen **C-Signal dienten dabei als interner Standard (Referenzsignale
in & [ppm]: Chloroform-d: H: 7,26, ¥C: 77,2; Dimethylsulfoxid-ds: 'H: 2,50; 3C: 39,5).
Kopplungskonstanten J sind in Hz angegeben. Multiplizitaten sind wie folgt abgekirzt: s = Singulett,
d = Dublett, t=Triplett, g = Quartett, dd = Dublett von Dubletts, dt=Dublett von Tripletts,
pt = Pseudotriplett, m = Multiplett, br = breites Signal). Die Auswertung erfolgte mit der Software
MestReNova.

Massenspektrometrie. Massenspektrometrie-Experimente wurden an einem QTrap 2000 ESI-
Massenspektrometer des Herstellers Life Technologies GmbH (Darmstadt) von Mitarbeitern der
Abteilung fir Massenspektrometrie des Fachbereichs Pharmazie der Philipps-Universitdt Marburg

durchgefuhrt. Die zu untersuchende Probe wurde aus wassriger oder methanolischer Losung vermessen.

5.2 Enzymkinetische Messungen

Alle enzymkinetischen Messungen erfolgten bei Umgebungstemperatur in schwarzen 96-well-Platten
(FluoroNunc F96 MaxiSorp, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Vereinigte Staaten) an einem
Fluoroskan-Ascent-Plattenlesegerat (Thermo Fisher Scientific) bei Aex = 355 NM und Aem = 460 nM mit
fluorogenen AMC-Substraten. Pro Messung wurden 40 Messpunkte jeweils im Abstand von 15s
aufgenommen. Die Reaktion wurde immer durch Zugabe des Enzyms gestartet; unmittelbar nach der
Zugabe des Enzyms wurde die Platte 10 s geschiittelt und anschlieRend mit der Messung begonnen. Die
steady-state-Geschwindigkeiten, d.h. Zunahme des Fluoreszenzsignals im initialen, linearen Bereich der
Umsatzkurven in Abwesenheit eines Inhibitors (vo) und in Gegenwart unterschiedlicher
Inhibitorkonzentrationen (v) wurden durch lineare Regression bestimmt. Die Bestimmung von

Michaelis-Menten-Konstanten erfolgte durch Messung bei verschiedenen Substratkonzentrationen [S]
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und Anpassung der [S],vo-Paare an Gleichung (1). Die Bestimmung von Ki- und 1Cso-Werten erfolgte
durch  Messung mit acht verschiedenen Inhibitorkonzentrationen [I] bei konstanter

Substratkonzentration [S] und Anpassung der [1],v-Paare an Gleichung (2) bzw. Gleichung (3).

_ VmaxX[S] (1) VmaxX[S] (2) v Vo ( )

Vo= — o vV = —
Km+[S 1 1 yp
m+(S] KnX(145) +(S] (o)

K: Hemmkonstante; Aw: Michaelis-Menten-Konstante; [I]: Inhibitorkonzentration; ICso: Mittlere inhibitorische
Konzentration; p: Hill-Koeffizient; [S]: Substratkonzentration; vo: Umsatzgeschwindigkeit der ungehemmten Reaktion;

Vmax: Maximale Umsatzgeschwindigkeit; v: Von [I] abhadngige Geschwindigkeit der gehemmten Reaktion.

Zur Anpassung der Messdaten an die Gleichung (2) wurden die acht Inhibitorkonzentrationen [I] in
Abhangigkeit von der Hemmwirkung des Inhibitors gewahlt (im Ansatz ca. 32xICsp; 16x1Cso; 8%1Csp;
4x1Csp; 2XI1Csp; 1xICso; 0,5xICs0; 0,25x1Cs). Zur Abschéatzung des ICso-Werts wurde vor der
eigentlichen Messung ein Vortest durchgefiihrt, bei dem mit 3-4 verschiedenen Inhibitor-
konzentrationen, die einen Konzentrationsbereich von 3-4 Groéfenordnungen abdeckten, gemessen

wurde; aus den dabei bestimmten v konnte der ICso-Wert ndherungsweise errechnet werden.

Substratlésungen wurden aus Stammldsungen (10 mM in Wasser) durch Verdinnung mit Wasser
hergestellt; Inhibitorlésungen wurden aus Stammlésungen (10 mM in DMSO) durch Verdiunnung mit
Messpuffer oder DMSO hergestellt. Die Substrat- und Inhibitorstammlésungen wurden bei —20 °C
gelagert. Pro Inhibitor wurden unabhéngig voneinander mindestens drei Stammldsungen hergestellt, aus
denen unabhéngige Verdinnungsreihen zur Bestimmung von K- bzw. ICso-Werten angesetzt wurden.
Enzymldsungen in Messpuffer (,,Messlosungen®) wurden vor jeder Messung frisch aus aliquotierten
Stammlésungen angesetzt; Konzentration und Lagerpuffer sind auf den folgenden Seiten fiir jedes

Enzym angegeben. Die Enzymstammlésungen wurden bei —80 °C gelagert.

Folgend werden die genauen Bedingungen fur jedes Enzym beschrieben.
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5.2 Enzymkinetische Messungen

ZIKV-Protease

Enzym: Binares Konstrukt nach LUo (,,bZiPro*); M = 25 kDa; hergestellt von Mitarbeitern der AG LU0
(Nanyang Technical University, Singapur) bzw. von S. HUBER (AG STEINMETZER).121-122:206

Lagerpuffer: 20 mM HEPES; 150 mM NaCl; 2 mM DTT; 50 g/L Glycerin; pH 7,5.
Messpuffer: 20 mM Tris; 2 mM DTT; 1 g/L Triton X-100; 100 g/L Glycerin; pH 8,5.148
Enzym-Stamml6sung: 1,54 uM in Lagerpuffer.
Enzym-Messlésung: 15,4 nM in Messpuffer (verdlinnt aus der Enzym-Stammlésung).
Substrat: Phac—Leu—Lys—Lys—Arg—AMC (52);'* Ky = 1,36 uM.
Fur die Bestimmung von Ku-Werten wurden sechs Ansatze folgender Zusammensetzung gemessen:
125 pL Messpuffer
50 pL Substratlésung (80 uM; 40uM; 20 uM; 10 uM; 5,0 uM; 2,5 uM)
(im Ansatz: 20 uM; 10 uM; 5,0 uM; 2,5 uM, 1,25 uM; 0,63 uM)
25 pL Enzym-Messldsung (Enzymkonzentration im Ansatz: 1,93 nM).
Fur die Bestimmung von Kj- bzw. 1Cso-Werten setzte sich ein Messansatz wie folgt zusammen:
125 pL Inhibitor in Messpuffer (acht verschiedene Konzentrationen, abhangig vom Inhibitor)
50 pL Substratlosung (40 pM; im Ansatz: 10 uM)

25 pL Enzym-Messldsung (Enzymkonzentration im Ansatz: 1,93 nM).

Fur die Bestimmung von Ku- und K;-Werten bei niedrigeren pH-Werten (8,0; 7,5; 7,0) wurde der
pH-Wert des Messpuffers mit Salzséure eingestellt. Die Inhibitorlésungen und die Enzym-
Messlésungen wurden mit diesem Puffer angesetzt. Zur Messung bei pH 4,5 wurde der Kristallisations-
puffer (2 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Natriumacetat, 30 % PEG 2000) benutzt.

Fur die ke-Bestimmung wurde eine Eichmessung mit verschiedenen AMC-Konzentrationen
aufgenommen; mittels linearer Regression der Messpunkte wurde der Zusammenhang zwischen AMC-
Konzentration und der relativen Fluoreszenz bestimmt (Abb. 5.1, Gleichung (5), S.158). Aus
Gleichung (5) konnte mit der bekannten Enzymkonzentration Eo (1,93 nM) und dem in der jeweiligen

Messung bestimmten Vmax die Wechselzahl berechnet werden.
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Abbildung 5.1 Kalibriergerade zur Umrechnung der relativen Fluoreszenz in eine AMC-Konzentration (Fluoroskan-Ascent-
Plattenlesegerat). Der Anstieg der relativen Fluoreszenz um 52,1 Einheiten entspricht einer Zunahme der AMC-Konzentration
um 1 uM.

Vmax
5
AamcXEo ()

kear =

Mit: kear: Wechselzahl in [s—1]; Vmax: Max. Umsatzgeschwindigkeit in [RFUXs~1]; Aamc: Steigung der Kalibriergeraden
(52,1 RFUXpM-1); Eo: Enzymkonzentration zu Beginn der Messung (1,93 nM); RFU: Relative Fluoreszenzeinheit.

WNV-Protease

Enzym: Kovalent G4SGs-verlinktes Konstrukt nach HILGENFELD; M =26 kDa; hergestellt von
Mitarbeitern der AG HILGENFELD (Universitét zu Liibeck) bzw. von S. HUBER (AG STEINMETZER).!#*

Lagerpuffer: 25 mM Tris; 50 g/L Glycerin; pH 8,5.

Messpuffer: 100 mM Tris; 1 g/L Triton X-100; 320 g/L Glycerin; pH 8,5.14

Enzym-Stammldsung: 2,60 uM in Lagerpuffer.

Enzym-Messlésung: 65,0 nM in Messpuffer (verdiinnt aus der Enzym-Stammldsung).

Substrat: Phac—Leu—Lys—Lys—Arg—AMC (52);*** Ky = 54,1 uM.

Fir die Bestimmung von Ky-Werten wurden sechs Ansatze folgender Zusammensetzung gemessen:
125 pL Messpuffer
50 pL Substratlésung (800 uM; 400uM; 200 uM; 100 uM; 50 uM; 25 uM)

(im Ansatz: 200 uM; 100 pM; 50 pM; 25 pM, 12,5 uM; 6,25 uM)

25 pL Enzym-Messlésung (Enzymkonzentration im Ansatz: 8,16 nM).

Fur die Bestimmung von K- bzw. 1Cso-Werten setzte sich ein Messansatz wie folgt zusammen:
125 pL Inhibitor in Messpuffer (acht verschiedene Konzentrationen, abhéngig vom Inhibitor)
50 pL Substratlésung (400 pM; im Ansatz: 100 pM)

25 pL Enzym-Messlésung (Enzymkonzentration im Ansatz: 8,16 nM).
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5.2 Enzymkinetische Messungen

DENV?2-Protease

Enzym: GiSG.-verlinktes Konstrukt nach SCHIRMEISTER (Johannes-Gutenberg-Universitdt Mainz;
nicht veroffentlicht); M = 26 kDa; hergestellt von S. HUBER (AG STEINMETZER).

Lagerpuffer: 20 mM TrisxHCI; 50 mM NacCl; 50 g/L Glycerin; pH 7,5.

Messpuffer: 100 mM Tris; 1 g/L Triton X-100; 320 g/L Glycerin; pH 8,5.14

Enzym-Stamml6sung: 3,46 UM in Lagerpuffer.

Enzym-Messlésung: 346 nM in Messpuffer (verdinnt aus der Enzym-Stammldsung).

Substrat: Phac—Lys—Arg—Arg—AMC (53);'*® Ky = 58,8 uM.

Fur die Bestimmung von Ku-Werten wurden sechs Ansatze folgender Zusammensetzung gemessen:
125 pL Messpuffer
50 pL Substratlésung (500 uM; 250uM; 125 uM; 31,3 uM; 15,6 uM; 7,81 uM)

(im Ansatz: 125 uM; 31,3 uM; 15,6 uM; 7,81 uM; 3,91 uM; 1,95 uM)

25 pL Enzym-Messldsung (Enzymkonzentration im Ansatz: 43 nM).

Fur die Bestimmung von Kj- bzw. 1Cso-Werten setzte sich ein Messansatz wie folgt zusammen:
125 pL Inhibitor in Messpuffer (acht verschiedene Konzentrationen, abhangig vom Inhibitor)
50 pL Substratlosung (400 uM; im Ansatz: 10 pM)

25 pL Enzym-Messldsung (Enzymkonzentration im Ansatz: 43 nM).

Bovines a-Chymotrypsin

Enzym: 350 E/mg, Merck KGaA; M = 25 kDa.

Lagerpuffer: —

Messpuffer: 50 mM Tris; 154 mM; pH 8,0.24

Enzym-Stammldsung: Lagerung als Feststoff bei 4 °C.

Enzym-Messlésung: 8,4 nM in Messpuffer (verdinnt aus der Enzym-Stammlésung).
Substrat: Bzls—D-Arg—Pro—Phe—AMC;?** Ky = 90,0 uM.

Ein Messansatz fur die Bestimmung der Hemmung bei einer Inhibitorkonzentration von 100 uM setzte
sich wie folgt zusammen:

100 pL Inhibitor in Messpuffer (140 uM; im Ansatz: 100 uM)
20 pL Substratldsung (2,4 mM; im Ansatz: 200 uM)

20 pL Enzym-Messldsung (Enzymkonzentration im Ansatz: 1,20 nM).
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Fir die Bestimmung von Kj- bzw. 1Cso-Werten setzte sich ein Messansatz wie folgt zusammen:
100 pL Inhibitor in Messpuffer (acht verschiedene Konzentrationen, abhangig vom Inhibitor)
20 pL Substratlésung (1,4 mM; im Ansatz: 200 uM)

20 pL Enzym-Messlésung (Enzymkonzentration im Ansatz: 1,20 nM).

Bovines Thrombin

Enzym: Konstrukt nach WALSMANN; M = 34 kDa; hergestellt von Mitarbeitern der AG STURZEBECHER
(Friedrich-Schiller-Universitat Jena).?*

Lagerpuffer: 250 mM NaH.PO./Na,HPO.; 0,5 g/L BSA; pH 6,5.

Messpuffer: 50 mM Tris; 154 mM NaCl; 0,1 g/L Triton X-100; pH 8,0.24
Enzym-Stammldsung: 8,59 uM in Lagerpuffer.

Enzym-Messlosung: 430 pM in Messpuffer (verdlinnt aus der Enzym-Stammldsung).
Substrat: Tos—Gly—Pro—Arg—AMC,*** Ky = 3,0 uM

Ein Messansatz fur die Bestimmung der Hemmung bei einer Inhibitorkonzentration von 100 uM setzte
sich wie folgt zusammen:

100 pL Inhibitor in Messpuffer (140 uM; im Ansatz: 100 pM)
20 pL Substratlésung (140 pM; im Ansatz: 20 uM)

20 pL Enzym-Messlésung (Enzymkonzentration im Ansatz: 61 pM).

Humaner Faktor Xa

Enzym: Faktor Xa (human) 2530PL, 100 1U, 200,35 1U/mg, M = 46 kDa.
Lagerpuffer: 154 mM NaCl; 1 g/L BSA.

Messpuffer: 154 mM NaCl; 1 g/L BSA.

Enzym-Stammldsung: 10,9 uM in Lagerpuffer.

Enzym-Messlosung: 226 pM in Messpuffer (verdiinnt aus der Enzym-Stammldsung).
Substrat: Ms—D-Arg—Gly—Arg—AMC,*" Ky = 50,0 UM.

Ein Messansatz fiur die Bestimmung der Hemmung bei einer Inhibitorkonzentration von 100 uM setzte
sich wie folgt zusammen:

100 pL Inhibitor in Messpuffer (140 uM; im Ansatz: 100 pM)
20 pL Substratlésung (140 pM; im Ansatz: 100 pM)

20 pL Enzym-Messlésung (Enzymkonzentration im Ansatz: 32 pM).
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Humanes Furin

Enzym: Konstrukt nach LINDBERG; M = 74 kDa; hergestellt durch Mitarbeiter der AG LINDBERG
(University of Maryland School of Medicine, Baltimore, MD, Vereinigte Staaten).?

Lagerpuffer: 100 g/L Glycerin.

Messpuffer: 100 mM HEPES, 2 g/L Triton X-100; 2 mM CaCly; 0,2 g/L NaNs;1 g/L BSA, pH 7,0.
Enzym-Stammlésung: 22,8 UM in Lagerpuffer.

Enzym-Messlésung: 9,6 nM in Messpuffer (verdinnt aus der Enzym-Stammlésung).

Substrat: Phac—Arg—Val-Arg—Arg—AMC;?*® Ky = 10,8 uM.

Ein Messansatz fur die Bestimmung der Hemmung bei einer Inhibitorkonzentration von 100 uM setzte
sich wie folgt zusammen:

158 puL Messpuffer
2 pL Inhibitor in DMSO (10 mM; im Ansatz: 100 pM)
20 pL Substratlésung (125 puM; im Ansatz: 12,5 uM)
20 pL Enzym-Messldsung (Enzymkonzentration im Ansatz: 0,96 nM).
Fur die Bestimmung von K- bzw. 1Cso-Werten setzte sich ein Messansatz wie folgt zusammen:
158 pL Messpuffer
2 UL Inhibitor in DMSO (acht verschiedene Konzentrationen, abhangig vom Inhibitor)
20 pL Substratlésung (125 puM; im Ansatz: 12,5 uM)

20 pL Enzym-Messldsung (Enzymkonzentration im Ansatz: 0,96 nM).

Porcines Trypsin

Enzym: 8 E/mg; Merck KGaA; M = 23 kDa.

Lagerpuffer: 1 mM HCI.

Messpuffer: 50 mM Tris; 154 mM NaCl; 0,1 g/L Triton X-100; pH 8,0.24
Enzym-Stammldsung: 21,5 UM in Lagerpuffer.

Enzym-Messlésung: 530 pM in Messpuffer (verdiinnt aus der Enzym-Stammlésung).
Substrat: Mes—D-Arg—Gly—Arg-AMC,?*’ Ky = 5.8 pM.

Ein Messansatz flr die Bestimmung der Hemmung bei einer Inhibitorkonzentration von 100 uM setzte
sich wie folgt zusammen:

100 pL Inhibitor in Messpuffer (140 uM; im Ansatz: 100 uM)
20 pL Substratldsung (140 pM; im Ansatz: 20 pM)

20 pL Enzym-Messldsung (Enzymkonzentration im Ansatz: 76 pM).
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Humane neutrophile Elastase

Enzym: #3244681, Calbiochem; M = 30 kDa.

Lagerpuffer: 50 mM NaOAc; 500 mM NaCl; pH 5,5.

Messpuffer: 50 mM Tris; 154 mM; pH 8,0.24

Enzym-Stammldsung: 1,69 uM in Lagerpuffer

Enzym-Messldsung: 8,4 nM in Messpuffer (verdiinnt aus der Enzym-Stammlésung).
Substrat: MeOSuc—Ala—Ala—Pro—Val-AMC;?° Ky = 196 uM.

Ein Messansatz fir die Bestimmung der Hemmung bei einer Inhibitorkonzentration von 100 uM setzte
sich wie folgt zusammen:

100 pL Inhibitor in Messpuffer (140 uM; im Ansatz: 100 uM)
20 L Substratlésung (1,4 mM; im Ansatz: 200 uM)
20 pL Enzym-Messlésung (Enzymkonzentration im Ansatz: 1,20 nM).
Fir die Bestimmung von Kj- bzw. 1Cs-Werten setzte sich ein Messansatz wie folgt zusammen:
100 pL Inhibitor in Messpuffer (acht verschiedene Konzentrationen, abhangig vom Inhibitor)
20 L Substratlésung (1,4 mM; im Ansatz: 200 uM)

20 pL Enzym-Messlésung (Enzymkonzentration im Ansatz: 1,20 nM).
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5.3 Synthesevorschriften

5.3.1 Synthesen von Bausteinen fir die Festphasenpeptidsynthese

Fmoc—DL-B2-Homophenylalanin (78)

o 0 J< o J< = o J< o o
B/\© (¢} o @u o HoN OH FmocHN OH
74 75 76 77 130 78

tert-Butyl-2-benzyl-3-oxobutanoat (75). Eine Lésung von Kalium-tert-butanolat (1,2 Ag.; 34,5 mmol;
3,87 ), tert-Butanol (0,1 Aqg.; 2,7 mmol; 273 uL) und tert-Butylacetoacetat (1,1 Ag.; 31,6 mmol;
5,00 g) in THF (150 mL) wurde unter Argon 30 min bei 0 °C geriihrt. Dann wurde Benzylbromid
(1,00 Ag.; 28,7 mmol; 3,41 mL) liber einen Zeitraum von 5 min zugetropft. AnschlieRend wurde 6 h bei
65 °C gerlihrt. Nachdem das Gemisch wieder auf Umgebungstemperatur abgekihlt war, wurde die
Reaktion durch Zugabe von Wasser (150 mL) abgebrochen. Dann wurden THF und Wasser in vacuo
entfernt und der Riickstand in Ethylacetat aufgenommen. Die so erhaltene Suspension wurde mit Wasser
und geséttigter wassriger NaCl-Lésung gewaschen, Gber MgSO. getrocknet und in vacuo eingeengt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Cyclohexan/Ethylacetat 10:1),
wonach der tert-Butylester 75 als farbloses Ol isoliert wurde (3,82 g; 15,4 mmol; 53 %). HPLC:
46,6 % B; MS (ESI*): ber. m/z 248,14; gef. m/z 271,04 [M+Na]*; *H-NMR (400 MHz; CDCls): § 7,30
— 7,24 (m; 2H); 7,22 — 7,13 (m; 3H); 3,69 (dd; J=7,8; 7,3; 1H); 3,11 (pt; J = 7,6; 2H); 2,19 (s; 3H);
1,38 (s; 9H).%!

tert-Butyl-2-benzylacrylat (76). Eine Lésung von LHMDS (1,1 Ag.; 16,8 mmol; 2,82 g) und dem
tert-Butylester 75 (1,0 Ag.; 15,3 mmol; 3,80 g) in THF (150 mL) wurde unter Argon 30 min bei —78 °C
geriihrt. Dann wurde Paraformaldehyd im Uberschuss (2,5 g) in einer Portion zugegeben. Anschlieend
wurde das Reaktionsgemisch auf Umgebungstemperatur erwarmt und dann 6 h bei dieser Temperatur
gerthrt. Dann wurde Uberschissiges Paraformaldehyd abfiltriert und das Filtrat in vacuo eingeengt. Der
Riickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen. Die so erhaltene Suspension wurde mit gesattigter
waéssriger NaHCOs-L6sung und gesattigter wassriger NaCl-Losung gewaschen, tiber MgSQ, getrocknet
und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt
(Cyclohexan/Ethylacetat 20:1), wonach das tert-Butylacrylat 76 als farbloses Ol isoliert wurde (2,42 g;
11,1 mmol; 72 %). HPLC: 72,2 % B; MS (ESI*): ber. 218,13; gef. m/z 219,14 [M+H]";'H-NMR
(400 MHz; CDCls): 67,32 — 7,26 (m; 2H); 7,23 — 7,17 (m; 3H); 6,15 (dt; J=1,6; 0,8; 1H); 5,37 (q;
J=1,5; 1H); 3,60 (s; 2H); 1,43 (s; 9H).2*2

Fmoc-(R,S)-p?-homophenylalanin (78). Eine Lo6sung von (S)-1-phenylethan-1-amin (5,0 Aq.;
54,5 mmol; 6,60 g) und tert-Butyl-2-benzylacrylat (76; 1,0 Aq.; 10,9 mmol; 2,39 g) in Methanol
(15 mL) wurde unter Argon bei 60 °C 120 h gerthrt. AnschlieRend wurde das Ldsungsmittel in vacuo

entfernt und der Ruckstand in Ethylacetat aufgenommen. Die so erhaltene Suspension wurde mit
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waéssriger KHSO4-Losung (5 %) und gesattigter wassriger NaCl-Ldsung gewaschen und in vacuo
eingeengt, wodurch das Rohprodukt 77 erhalten wurde (HPLC: 50,8 % B; MS (ESI*): ber. 339,22; gef.
340,16 [M+H]*). Dieses wurde in AcOH (90 % in Wasser; 100 mL) geldst. Nach Zugabe von Palladium
auf Aktivkohle (10 %; 239 mg) wurde das Gemisch unter Wasserstoff 18 h bei Umgebungstemperatur
geriihrt. Dann wurde der Katalysator abfiltriert und das Filtrat in vacuo eingeengt. Der Riickstand wurde
mit 32 % HBr in AcOH (10 mL) versetzt und 2 h bei Umgebungstemperatur gertihrt. Dann wurde das
Reaktionsgemisch in Diethylether (150 mL) getropft. Nach Zentrifugieren wurde das Rohprodukt 130
erhalten (MS (ESI¥): ber. 179,09; gef. 180,07 [M+H]"). Dieses wurde in 1,4-Dioxan/Wasser 3:2 (50 mL)
gelost. Dazu wurden bei 0 °C unter Rihren DIPEA (3,5 mL; 20,0 mmol) und eine Ldsung von
Fmoc-OSu (3,37 g; 10,0 mmol) in 1,4-Dioxan (20 mL) gegeben. Nachdem die Mischung auf
Umgebungstemperatur erwdrmt worden war, wurde fur 18 h bei dieser Temperatur gerlhrt. Das
Ldsungsmittel wurde anschlieBend in vacuo entfernt und der Rickstand in Ethylacetat aufgenommen.
Die so erhaltene Losung wurde mit Wasser und gesattigter wassriger NaCl-Ldsung gewaschen und in
vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt
(Cyclohexan/Ethylacetat 10:1 — 2:1; 1% V/V  AcOH), wonach das racemische
Fmoc-B?-Homophenylalanin (78) als farbloser Feststoff isoliert wurde (2,14 g; 5,33 mmol; 49 %).
HPLC: 63,8 % B; MS (ESI"): ber. 401,16, gef. m/z 402,14 [M+H]*; *H-NMR (400 MHz; DMSO-d¢): 6
12,22 (s; 1H); 7,88 (d; J = 7,5; 2H); 7,69 (d; J = 7,5; 2H); 7,47 (t; J = 5,5; 1H); 7,41 (t; J = 7,3; 2H);
7,36 — 7,24 (m; 4H); 7,23 — 7,14 (m; 2H); 4,29 (m; 2H); 4,22 (m; 2H); 3,27 — 3,08 (m; 2H); 2,84 — 2,59
(m; 3H); *C-NMR (101 MHz; DMSO-de): 6 174,6; 156,1; 143,9; 143,8; 140,7; 139,1; 128,7; 128,2;
127,6; 127,0; 126,1; 125,2; 120,1; 65,4; 47,0; 46,7; 42,0; 35,1.

Fmoc—NIle(s-OH)—OH (88)

Fmoc—Lys—OH (87; 1,00 g; 2,71 mmol; 1,0 Aq.; HPLC: 40,4 % B) und AcOH (286 pL; 13,6 mmol;
5.0 Ag.) wurden in THF/H,O (5:1 V/V; 25 mL) gelost. Unter Rithren wurde zu dieser Lésung bei
Umgebungstemperatur tber einen Zeitraum von 5 min eine Losung von NaNO; (374 mg; 5,42 mmol;
2,0 Ag.) in H.0 (5,0 mL) getropft. AnschlieBend wurde 24 h bei Umgebungstemperatur geriithrt. Dann
wurde das THF in vacuo entfernt und die verbleibende wassrige Phase mit Ethylacetat extrahiert (3x).
Die organischen Phasen wurden vereint, mit Wasser (2x) und gesattigter wéssriger NaCl-Losung
gewaschen und dann in vacuo vom Ld&sungsmittel befreit. Aus dem Rohprodukt wurde
Fmoc—NIle(e-OH)—OH (88) mittels praparativer HPLC (aufgeteilt auf drei L&ufe) als farbloses Pulver
isoliert (316 mg; 855 umol; 32 % Ausbeute). HPLC: 48,6 % B; MS (ESI*): ber. 369,16; gef. 370,18
[M+H]* .25
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5.3.2  Synthese der linkermodifizierten Inhibitoren C-1 bis C-49

Die Synthese jedes linkermodifizierten Inhibitors erfolgte analog zur Synthese der Leitstruktur 42,12
Stellvertretend sei hier die Synthese des Inhibitors C-8 im Detail beschrieben. Die Ubrigen Inhibitoren
(C-1bis C-7 und C-9 bis C-49) wurden, abgesehen von der Verwendung unterschiedlicher Aminoséure-
bausteine in der Festphasenpeptidsynthese, auf gleiche Weise hergestellt. Die analytischen Daten der
Inhibitoren C-1 bis C-49 sind in Tabelle 5.1 (S.167 f.) zusammengefasst; etwaige Besonderheiten

beziiglich der Synthese sind dort ebenfalls ausgewiesen.

Synthese des Inhibitors C-8
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I. Harzbeladung. Boc—D-Lys(Fmoc)-OH (188 mg; 0,40 mmol; 1,0 Ag.) und DIPEA (275 pL;
1,60 mmol; 4,0 Ag.) wurden in trockenem DCM (3,0 mL) gelést. Diese Losung wurde auf 2-CTC-Harz
(250 mg; 0,40 mmol; 1,0 Aq.; Harzbeladung 1,60 mmol/g) gegeben. Nachdem diese Mischung 2 h
geschiittelt worden war, wurde die Losung abfiltriert. Das zurlickbleibende Harz wurde mit
DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1 VIVIV; 3,0 mL; 3x1 min) behandelt, anschlieend mit DCM (2x),
DMF (3x) und DCM (4x) gewaschen und dann in vacuo getrocknet.

Il. Fmoc-Festphasenpeptidsynthese. Das nach | erhaltene, beladene Harz wurde mit DMF gewaschen
(2x) und anschlieRend zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit einer Losung von Piperidin in DMF
(20% V/V; 1x5 min und 1x15 min, je 3,0 mL) behandelt. AnschlieBend wurde das Harz mit DMF
gewaschen (8%) und dann mit einer Losung von Fmoc—Lys(Cbz)—OH (603 mg; 1,20 mmol; 3,0 Aq.),
HATU (456 mg; 1,20 mmol; 3,0 Aq.) und DIPEA (414 pL; 2,40 mmol; 6,0 Aq.) in DMF (3,0 mL)
versetzt und 1,5 h geschdittelt. Dann wurde das Losungsmittel abfiltriert und das zuriickbleibende Harz
mit DMF gewaschen (2x). Die folgenden Fmoc-Aminosduren (Fmoc—Lys(Cbz)—-OH, Fmoc—3-
Amphac—OH und Fmoc—D-hCha—OH) wurden unter Anwendung der gleichen Prozedur gekuppelt.
Nach der letzten Kupplung wurde zweimal mit DMF gewaschen, zur Fmoc-Entfernung mit Piperidin in
DMF (20 % V/V; 1x5 min und 1x15 min, je 3,0 mL) behandelt und dann mit DMF gewaschen (8x).

I11. Mild-saure Abspaltung vom Harz. Das nach Il erhaltene Harz wurde mit DCM gewaschen (3x)
und dann 30 min mit einer L6sung von TFA in DCM (1 % V/V; 3,0 mL) behandelt. Dann wurde die
Losung abfiltriert und der pH-Wert des Filtrats mit DIPEA auf > 7 eingestellt. Das zurtickbleibende
Harz wurde noch drei weitere Male auf gleiche Weise mit 1 % TFA in DCM behandelt, wobei das nach

Ablauf der 30 min erhaltene Filtrat immer sofort mit DIPEA auf pH > 7 eingestellt wurde. Im Anschluss
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wurde das Harz mit DCM (3x) gewaschen. Die Waschphasen und die vier erhaltenen Filtrate wurden
vereint und (sofern nétig) mit DIPEA erneut auf pH > 7 eingestellt. Die so erhaltene Lésung wurde bei
vermindertem Druck eingeengt, wonach das Boc/Cbz-geschiitzte Peptid 131 als Rohprodukt erhalten
wurde (HPLC: 57,5 % B; MS (ESI*): ber. 1084,62; gef. 1085,79 [M+H]").

IVV. Head-to-tail-Cyclisierung. Das nach Il erhaltene Peptid 131 wurde in DMF (100 mL) gel6st. Unter
Ruhren wurden eine Lésung von HATU (456 mg; 1,20 mmol; 3,0 Ag.) in DMF (5,0 mL) und eine
Losung von DIPEA (414 pL; 2,40 mmol; 6.0 Ag.) in DMF (5,0 mL) jeweils tber einen Zeitraum von
60 min zugegeben. AnschlieBend wurde weitere 60 min gertihrt. Dann wurde das Losungsmittel in
vacuo entfernt, wonach das Rohprodukt 132 als 6liger Rickstand erhalten wurde.

V. Selektive Boc-Abspaltung in Gegenwart von Cbz-Schutzgruppen. Das nach IV erhaltene
Rohprodukt (132) wurde mit HCI in 1,4-Dioxan (4 M; 5,0 mL) versetzt und 3 h gerihrt. Im Laufe der
Reaktion wurde eine Triibung der zu Beginn klaren Mischung beobachtet. Nach Ablauf der 3 h wurde
das Reaktionsgemisch in Et,O getropft. Ausgefallener Feststoff wurde abzentrifugiert und aus diesem
Feststoff mittels préparativer HPLC das cyclische Peptid mit freier P1-Aminogruppe (133) isoliert
(TFA-Salz; HPLC: 55,9 % B; MS (ESI*): ber. 966,56; gef. 967,58 [M+H]*).

V1. Uberfiihrung des Amins in ein zweifach Boc-geschiitztes Guanidin. Das nach V erhaltene
Peptid 133, N,N'-Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin®® (559 mg; 1,80 mmol; 4,5 Aqg.) und DIPEA
(517 pL; 3,00 mmol; 7,5 Ag.) wurden in DMF (5,0 mL) gel6st. Diese Lésung wurde 60 h geriihrt und

anschlielend in vacuo vom Ldsungsmittel befreit.

VII. Simultane Boc- und Cbz-Abspaltung. Das nach VI erhaltene Rohprodukt wurde mit HBr in
AcOH (32 % m/m; 3,0 mL) versetzt und 1,5 h geriihrt (im Unterschied zur Umsetzung in Schritt V
wurde hier keine Trlbung beobachtet). Dann wurde das Reaktionsgemisch in Et,O getropft.
Ausgefallener Feststoff wurde abzentrifugiert. Nach préparativer HPLC wurde der Inhibitor C-8 als
farbloses Lyophilisat isoliert (TFA-Salz; 119 mg; 0,11 mmol; 27 % Ausbeute ber alle Stufen). HPLC:
34,1 % B; MS (ESI*): ber. 740,51; gef. 741,39 [M+H]*; 'H-NMR (400 MHz, DMSO-de): & 8,63 (d;
J=6,4 Hz; 1H); 8,38 (t; J = 6,1 Hz; 1H); 8,20 (d; J = 8,3 Hz; 1H); 7,86 — 7,72 (m; 8H); 7,65 — 6,892
(br; 8H); 7,48° (t; J = 5,5 Hz); 7,21° (t; J = 7,8 Hz); 7,16 — 7,11° (m); 7,05 (d; J = 7,6 Hz); 4,44 (dd;
J=15,5; 6,7 Hz; 1H); 4,32 — 4,24 (m; 1H); 4,19 — 4,06 (m; 3H); 3,97 — 3,89 (m; 1H); 3,05 - 2,91 (m;
1H); 2,83 — 2,68 (m; 5H); 1,90 — 0,77 (m; 33H); *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): § 171,7; 171,53;
171,46; 170,8; 169,6; 158,5 (q; J = 32,2 Hz); 156,4; 139,2; 136,0; 128,2; 128,0; 127,5; 124,8; 116,9
(9; J = 298 Hz); 54,7; 53,5; 53,4; 52,1; 42,1; 41,7; 38,64; 38,60; 38,4; 36,6; 32,9; 32,8; 32,6; 31,6;
30,8; 30,5; 29,1; 27,9; 26,6; 26,5; 26,1; 25,8; 25,7; 22,6; 22,3; 21,6. **Das mit ,,a* gekennzeichnete,
breite Signal iiberlappt mit den mit ,b“ gekennzeichneten Signalen, deren Verschiebungen,
Multiplizitdten und Kopplungskonstanten jedoch bestimmbar blieben. Einzelne Integrale waren

hingegen nicht bestimmbar; das Gesamtintegral ist beim breiten Signal angegeben.
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Tabelle 5.1 Analytische Daten der linkermodifizierten Inhibitoren C-1 bis C-49 sowie zugehériger Intermediate. Die Schritte |

bis VIl entsprechen denen der oben beschriebenen Synthese des Inhibitors C-8. Inh. 42 ist als Referenz mit aufgefiihrt.
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c9 D-Phe - - 3-Amphac (1822?2) 54,3 65,0 (gjé:ig) 50,9 (;gé:zg) 25,9 (4,75"6%)
c-10 D-hPhe - - 3-Amphac &8;3:?3) 54,9 n.b. (ggé:gi) 52,9 (;zijé) 29,3 (4,72’?:%)
C-11 Gly - - e-Aca (323122) 48,3 55,9 (:;iflg) 44,9 égé:zi) 14,5 (fg';)
C-12 Gly - - 6-Ava (Zié::i) 47,8 54,9 (:gz:ii) 44,2 égi:ié) 13,2 (fg’;,)
cis ooy - - vaw | 298 g | s | 9B ey | 0B ms
c-14  Gly - Gly B-Ala (gggjgg) 47,1 52,0 (:gsjﬂ) 42,8 (gii:gg) 11,9 (f;':/t)
C-15 Gly - B-Ala Gly (Zggti(z)) 47,2 52,9 (:gg:jj) 43,0 (21?;3) 12,6 (]2.5,;0)
16 &y - Gy Gy iras 70 | 23 | gyan 22 | oran  ore  asw
C-17 B-Ala - Gly Gly (ggg:gg) 47,1 52,6 (:gs:ii) 42,5 (gii::g) 11,8 (21;0)
c18  Gly - 6y A (Zig"ig) 46,0 53,0 (:ggﬁi) 42,8 (21?‘3‘3) 13,4 (115';’)
cio oy - oy oM | 20 | s | B8R, | GRS e
¢o0 6y - Gy Phe (18???2) 98 | 90 (gig:ij) 478 (36‘:3471323 é;g) (11;;)
C-21 Gly - Gly D-Phe (igiigg) 51,5 59,3 (gigzi;) 47,8 (gggjg) 20,1 (8%4;;,)
C-22 Gly - Phe Gly (18:12:) 51,1 59,3 (gigﬁg) 47,6 (361:347’§122b) 20,7 (;‘2";’)
¢ oy - eme oy | SR o | s | B | w0
C-24 Gly Gly Gly Phe (18:2:;; 50,6 57,6 (g;é:ig) 47,9 (77631’,311 20,9 (fj';)
¢25 Gl Gly Gy o-Phe (1822:;:) L8 | 586 (g;cliig) 48,2 (;ii:gZ) 19,4 (f;)';)
C-27 Gly Gly D-Phe Gly (18:2:22) 51,0 58,6 (g;é:zg) 48,1 (77631’231 20,3 (]?-’;';,)
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Tabelle 5.1 (Fortsetzung)

Intermediat A Int. B Intermediat C Finaler Inhibitor
Nr. Pw P6 P5 P4 Msa ?;;t]: ?;:;? Ms l[-::]: Ms? "[';:Zlg Ausb.h
c28 Gy  Phe Gl Gly (iggzg) 501 | 588 (g;éjig) 46,9 (771?,13 20,6 (fg';)
C-29 Gly D-Phe Gly Gly ég:z:g;) 49,9 58,1 (g;é:i;) 47,4 (771?:11 20,7 (7];?;1)
C-30f Gly Gly Gly Arge (112?,’22) 51,6 58,0 (gigjig) 40,2 (?;7573’23;2 12,8 (fZ’;)
c31 Gy Gy Gy  pArg (ﬁggzz) 524 | 587 (333228) 39,7 (Z:g:zg) 12,6 (fi';’)
C-32 Gly - B-Ala Ala (gég::;) 46,9 53,3 (:ii:ig) 43,2 (gigjg) 12,7 (7];;’;1)
¢33 aly - BAla val (gg’;g;) 483 | 565 (Z?gﬁg) 45,3 (g:gzig) 16,6 (f;';’)
C-34 Gly - B-Ala Leu (181?:;2) 50,1 59,0 (:2‘3";3) 47,4 (223:4112) 19,6 (]]:Z'nz)
c3 ey - pAa oma | GO0 s | 552 | G M8 | (S0 one  (rae
c36 Gl - BAla  oval (223122) 500 | 587 (Zggi"g) 46,6 (22‘3‘:22) 15,7 (fg'ui)
7 ey - BAla odley égﬁﬁéé) 18 | 610 (:Zgiig) 188 (22314112) (;gi) (z?ég;x,)
c38 Gy - BAla N &81?22) 51,8 | 61,1 (zgggg) 485 (223:2; 19,1 (55)
c39 Gy - BAla  pcCha &82%23) 561 | 652 (gzggg) 53,6 (;g?i;) 24,2 (f?i)
o o - w23 ac | we | B we | @2 m
ca1 Gy - BAla  oPhg &8:?:22) 520 | 600 (gg%) 487 (22322) 17,3 (fg'ui)
C-42 Gly - B-Ala D-Phe (182?:‘5153)) 52,3 61,4 (2;3:2;) 48,9 (;gi:jg) 20,1 (6];2),;))
c43  Gly - B-Ala  o-hPhe éggg:gg) 537 | 630 (Ziigﬁ) 50,7 (;igi;) 23,1 é;i)
ca8 Gy - Gl o--hphes &82?1?; wa | 28 (35?33) 47,9 (;giﬁ;) 194 (Slé';)
case  Gly - Gly 1-BhPhee (182?2;) 49,4 23‘7‘ (353122) 47,4 (Zgiﬁg) 20,2 (ﬁ';)
C46  eAca - - B éﬁgjﬁ) 487 | 391 (;ggiii) 453 (igg:g;) 119 (3;’02)
Ca7  SAva - - B (:égﬁ;) 484 | 568 (;gii;) 44,3 éﬁ?i; (;;2) (571'02)
C48  yAbu - - - (gigﬁg) 484 | 559 (;igii?) 44,2 éﬁié) 11,9 (:z';)
Cas  B-Ala - - B (:ﬁ:ié) 483 | 557 (;g:ig) 438 (2327;::421) (;;:g) (33'02)

a(ESI*), wenn nicht anders vermerkt, ist m/z des gef. [M+H]*-Signals angegeben; die ber. monoisotopische Masse ist in
Klammern angegeben.
bGef. m/z des [M+2H]?*-Signals.
ceprakursoren/Schutzgruppen:

¢Stufe A,B: Orn(Boc); Stufe C: Orn

dStufe A,B: b-Orn(Boc); Stufe C: b-Orn

eStufe A,B: pL-B2-hPhe
fSchritt VI: 9,0 Aq. N, N’-Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin, 15 Aq. DIPEA.
gintermediat A: H-Lys(Cbz)-Lys(Cbz)-s(Boc)p-Lys—Gly-pL-B2-hPhe-OH; Intermediat C: Zwei in der HPLC unterscheidbare
Diastereomere.
gReinheit immer > 95 %, wenn nicht anders angegeben. Falls die Reinheit < 95 % ist, ist die Reinheit in Klammern angegeben.
hAusbeute in [mg], in Klammern darunter die Ausbeute in Prozent tber alle Stufen bezogen auf das unbeladene Startharz.
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5.3.3  Synthese der P3- bzw. P2-modifizierten Inhibitoren C-50 bis C-90

Die Synthese der Inhibitoren C-50 bis C-90 erfolgte ausgehend vom harzgebundenen
Prékursorpeptid 84. An dieses harzgebundene Intermediat wurden anschlielend nach einem Standard-
Fmoc-Protokoll die jeweiligen P2- und P3-Reste gekuppelt. Die auf die Festphasenpeptidsynthese
folgenden Schritte sind die gleichen, die auch zur Synthese der linkermodifizierten Derivate benutzt
wurden. Hier sei nun stellvertretend die Synthese des Inhibitors C-89 im Detail erldutert. Die ibrigen
Inhibitoren C-50 bis C-88 und C-90 wurden auf gleiche Weise hergestellt, abgesehen natirlich von der
Verwendung unterschiedlicher Aminosaurebausteine in der Festphasenpeptidsynthese. Des Weiteren
wurden in einigen Fallen zusatzliche Schritte durchgefiihrt, um Prakursoren in die gewdinschten
Aminosdurereste zu 0Oberflhren bzw. um Seitenkettenschutzgruppen von Aminosdureresten
abzuspalten. Die analytischen Daten der Inhibitoren C-50 bis C-90 sind in Tabelle 5.2 (S.172)
zusammengefasst; etwaige Besonderheiten beziiglich der Synthese oder zusatzliche Schritte sind dort
ebenfalls erlautert.

Synthese des Inhibitors C-89

NH,

O, NH
o I o] lla T Ib-11
FmocHN\/©\)L FmocHN\/©\)L /O NH
OH ()
O
83

134 NHBoc 84

o]
NH, NHCbz OH NHCbz
QU QU
OgNH H o VIV OgNH H o Y O NH e o
T HN - T HN - T HN
NH OW/ NH OYI\/\/ NH OW/
04\(\/\/“” o)\(\/\/NH OWNH

HN___NH, x 2 CF3CO,H X NHBoc

T

o — Lo oon

I. Harzbeladung. Fmoc—3-Amphac—OH (134; 2,00 g; 3,20 mmol; 1,0 Ag.) und DIPEA (2,2 mL;
12,8 mmol; 4,0 Ag.) wurden in trockenem DCM (15 mL) gelést. Diese Losung wurde auf 2-CTC-Harz
(1,00 g; 3,20 mmol; 1,0 Aq.; Harzbeladung 1,60 mmol/g) gegeben. Nachdem diese Mischung 2 h
geschiittelt worden war, wurde die LoOsung abfiltriert. Das zurlckbleibende Harz wurde mit
DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1 V/VIV; 15mL; 3x1 min) behandelt, anschlielend mit DCM (2x),
DMF (3x) und DCM (4x) gewaschen und dann in vacuo getrocknet, wonach 2,93 g (b = 0,84 mmol/g;

2,46 mmol) des beladenen Harzes 83 isoliert wurden.

Ila. Kupplung des P®- und des P1-Bausteins. Das nach | erhaltene Harz wurde mit DMF gewaschen
(2x) und anschliefend zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit einer Losung von Piperidin in DMF
(20 % V/V; 1x5 min und 1x15 min, je 3,0 mL) behandelt. AnschlieBend wurde das Harz mit DMF
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gewaschen (8x) und dann mit einer Losung von Fmoc—Gly—OH (2,20 g; 7,38 mmol; 3,0 Aq.), HATU
(2,80 g; 7,38 mmol; 3,0 Ag.) und DIPEA (2,6 mL; 14,8 mmol; 6,0 Ag.) in DMF (15 mL) versetzt und
1,5 h geschdttelt. Dann wurde das Losungsmittel abfiltriert und das zuriickbleibende Harz mit DMF
gewaschen (2x). Die folgende Fmoc-Aminosédure (Boc—D-Lys(Fmoc)-OH) wurde unter Anwendung
der gleichen Prozedur gekuppelt. AnschlieBend wurde zusatzlich noch zweimal mit DMF gewaschen
und dann zur Entfernung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe mit einer Lésung von Piperidin in DMF
(20 % V/V; 1x5 min und 1x15 min, je 3,0 mL) behandelt. Danach wurde das Harz mit DMF (8%) und
DCM (3x) gewaschen. Nach Trocknung in vacuo wurden 2,94 g (b = 0,74 mmol/g) des Prékursor-
Harzes 84 erhalten.

I1b. Kupplung des P2- und des P3-Bausteins. Ein Teil des nach lla erhaltenen Harzes (450 mg;
b =0,74 mmol/g; 0,33 mmol) wurde (unter den gleichen Bedingungen wie in Schritt lla fir
Fmoc—Gly—OH beschrieben) mit Fmoc—NIle—OH und dann mit Fmoc—Lys(Cbz)-OH gekuppelt.
AnschlieBend wurde zusatzlich noch zweimal mit DMF gewaschen und dann zur Entfernung der
N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe mit einer Lésung von Piperidin in DMF (20 % V/V; 1x5 min und

1x15 min, je 3,0 mL) behandelt. Danach wurde das Harz mit DMF gewaschen (8x).

I11. Mild-saure Abspaltung vom Harz. Das nach Ilb erhaltene Harz wurde mit DCM gewaschen (3x)
und dann 30 min mit einer Losung von TFA in DCM (1 % V/V; 3,0 mL) behandelt. Dann wurde die
Losung abfiltriert und der pH-Wert des Filtrats mit DIPEA auf > 7 eingestellt. Das zurtickbleibende
Harz wurde noch drei weitere Male auf gleiche weise mit 1 % TFA in DCM behandelt, wobei das nach
Ablauf der 30 min erhaltene Filtrat immer sofort mit DIPEA auf pH > 7 eingestellt wurde. Im Anschluss
wurde das Harz mit DCM (3x) gewaschen. Diese Waschphasen und die vier erhaltenen Filtrate wurden
vereint und (sofern notig) mit DIPEA erneut auf pH > 7 eingestellt. Die so erhaltene Lésung wurde bei
vermindertem Druck eingeengt, wonach das Boc/Chz-geschiitzte Peptid 135 als Rohprodukt erhalten
wurde (HPLC: 42,1 % B; MS (ESI*): ber. 825,46; gef. 826,51 [M+H]").

V. Head-to-tail-Cyclisierung. Das nach 1l erhaltene Peptid 135 wurde in DMF (100 mL) geldst. Unter
Rihren wurden eine Losung von HATU (380 mg; 1,00 mmol; 3,0 Ag.) in DMF (5,0 mL) und eine
Losung von DIPEA (349 pL; 2,00 mmol; 6.0 Ag.) in DMF (5,0 mL) jeweils tber einen Zeitraum von
60 min zugegeben, woran anschlielend weitere 60 min gertihrt wurde. Dann wurde das L&sungsmittel

in vacuo entfernt, wonach das Rohprodukt 136 als 6liger Riickstand erhalten wurde (HPLC: 54,2 % B).

V. Selektive Boc-Abspaltung in Gegenwart einer Cbz-Schutzgruppe. Das nach IV erhaltene
Rohprodukt 136 wurde mit HCI in 1,4-Dioxan (4 M; 5,0 mL) versetzt und 3 h geriihrt. Im Laufe der
Reaktion wurde eine Tribung der zu Beginn klaren Mischung beobachtet. Nach Ablauf der 3 h wurde
das Reaktionsgemisch in Et,O getropft. Ausgefallener Feststoff wurde abzentrifugiert und aus diesem
Feststoff mittels praparativer HPLC das cyclische Peptid mit freier P1-Aminogruppe (137) isoliert
(TFA-Salz; 141 mg; 172 pmol; HPLC: 42,4 % B; MS (ESI*): ber. 707,40; gef. 708,40 [M+H]").
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V1. Uberfuhrung des Amins in ein zweifach Boc-geschiitztes Guanidin. Das nach V erhaltene
Peptid 137 (141 mg; 172 umol; 1,0 Ag.), N,N'-Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin®® (240 mg;
774 umol; 4,5 Aq.) und DIPEA (225 pL; 1,29 mmol; 7,5 Aqg.) wurden in DMF (5,0 mL) gel6st. Diese
Ldsung wurde 60 h gerthrt und anschlielend in vacuo vom Ldsungsmittel befreit. Das Rohprodukt

wurde ohne weitere Reinigung im néchsten Schritt eingesetzt.

VII. Simultane Boc- und Cbz-Abspaltung. Das nach VI erhaltene Rohprodukt wurde mit HBr in
AcOH (32 % m/m; 3,0 mL) versetzt und 1,5 h geriihrt (im Unterschied zur Umsetzung unter V wurde
hier keine Tribung beobachtet). Nach Ablauf der 1,5 h wurde das Reaktionsgemisch in Et,O getropft.
Ausgefallener Feststoff wurde abzentrifugiert und aus diesem Feststoff mittels praparativer HPLC und
anschlielender Lyopbhilisierung der Inhibitor C-89 als farbloses Pulver isoliert (TFA-Salz; 78,2 mg;
92,7 umol; 19 % Ausbeute Uber alle Stufen). HPLC: 25,6 % B; MS (ESI*): ber. 615,39; gef. 616,42
[M+H]*; *H-NMR (400 MHz, DMSO-de): ¢ 8,50 (d; J = 6,6 Hz; 1H); 8,37 (dd; J = 6,9; 4,9 Hz; 1H);
8,15 (t; J = 6,0 Hz; 1H); 7,84 — 7,65 (m; 5H); 7,55 (t; J = 5,6 Hz; 1H); 7,50 — 7,03? (br; 7H); 7,22° (t; J
=7,6 Hz); 7,19 (d; J = 1,7 Hz); 7,10° (ddt; J = 17,9; 7,6; 1,5 Hz); 4,42 — 4,26 (m; 2H); 4,22 — 3,92 (m;
4H); 3,69 — 3,41 (m; 4H); 3,05 — 2,95 (m; 1H); 2,93 — 2,83 (m; 1H); 2,83 — 2,69 (m; 2H); 1,80 — 1,10
(m; 18H); 0,83 (t; J = 7,0 Hz; 3H); *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6 171,5; 171,2; 171,1; 170,2;
168,6; 158,4 (q; J = 31,5 Hz); 156,5; 139,0; 136,0; 128,1; 128,0; 127,7; 125,1; 117,2° (q; J = 299 Hz);
54,2; 53,7, 52,4; 42,7; 42,1; 41,8; 38,6; 38,1; 31,6; 31,1; 30,6; 28,0; 27,4; 26,6; 22,4; 21,7; 21,4; 13,8.
abDas mit ,,a“ gekennzeichnete, breite Signal iiberlappt mit den mit ,,b* gekennzeichneten Signalen,
deren Verschiebungen, Multiplizitdten und Kopplungskonstanten jedoch bestimmbar blieben. Einzelne
Integrale waren hingegen nicht bestimmbar; das Gesamtintegral ist beim breiten Signal angegeben. “Die

beiden &uReren Signale des Quartetts gehen im Rauschen unter.
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Tabelle 5.2 Analytische Daten der P3- bzw. P2-modifizierten Inhibitoren C-50 bis C-90 sowie zugehdriger Intermediate. Die

Schritte | bis VIl entsprechen denen der oben beschriebenen Synthese von C-89. Inh. 42 ist als Referenz mit aufgefiihrt.

(o}
OH

S

HN L R? W O NH

L — T
H HN” 0 NH
O)\(\/\/ R?

VI3, (VIa)®, (VIb)®,

v

L

OTNH

NH

HN
0. R?
NH

NHBoc o X ¢ NH; x n CF3CO,H
Intermediat A y |: Intermediat B, X = NHBoc NH clnsl‘;izito:;e;n
Ui
Intermediat C, X = NH, x CF3CO,H
Intermediat A Int. B Intermediat C Finaler Inhibitor

o n e e e e e e
42 Lys® Lyss (g;iigi) 496 | 574 (Z;:g) 46,7 (gg;ﬁg) 17,0 (122';])
c-50 nArgh Lyse (213:3(7)) 47,2 54,7 (ggigg) 30,8 (22232) 16,7 (gf’; )
C-51 Arg Lyse (22(75::(15) 47,3 55,4 n.b. 30,9 (222:1618) 18,0 (91]111,;)
C-52 Phe(3-CH2NH,)i Lyse (ggz:ii) 45,2 54,6 (;22‘;3) 42,7 (232:23) 19,8 (4,60'5%)
C53  Phe(d-CHNHa)  Lyst ssaen 57 | | Jeess S (?g;%i?;) 3)  (13%
¢s4 G Lyse &822122) 63 | 664 (ggiig) >4 (giéjgg) 173 (4,5559%)
ess i tyst seoae M| 46 | Jiva B3 | eosn)  son  oo%
¢S6  Nle(e-OH)P Lys™ (188:51,"512) 168 | >0 <§§21§3> 34 éﬁi’,ig) 19,2 (zii‘t%)
cs7 Ty Lyse (g:i:;‘) 505 | 606 (;?:é) 38,4 (ggggg) 28 (71’8’;)
C58  Tyr(3-NH)e Lyst oaay  M64 | sa7 | gl a8 | gaoam B gav
€ Qe oay O | T | o 2E | g @) pow
C-60  Phe(3-CN) Lyse (ggi:ii) 52| 48 (322133) a7 (232?71) 278 (112';,)
C-62 TrpP Lyse (ggz:gi) 54,8 56,1 (;2(])-:1913) 43,8 (233:52) 28,5 (2?9'5:%)
c68  Phe Lyst moan S| S5 | a9 | s e (%
C-6427  hPhe Lyse (Z;::Zé) 48,3 57,5 (;zgiig) 45,1 (gg;‘g:) 29,8 (5’7?;6%)
C-65 2-Nal Lyse (gég:ig) 48,4 60,1 (;gi:ig) 47,7 (égggg) 33,2 (7];(;';)
C66%7  1-Nal Lyst conan 07 | nb | Jotan BB | gesas) B o
C-67 Cha Lyse (ggg:i;) 47,5 n.b. n.b. 47,0 (gggizg) 31,8 (235?'50)
C-68 Nle Lyse (Zig:ié) 42,1 54,2 (;ggjjg) 42,4 (gig::g) 25,6 (fé';)
c69 Al Lys Deray A7 | b |G mss | enn, s L
C-70 Dabd Lyse (222:2:) 49,3 57,1 (252:22) 45,6 (283:;% 16,4 (7?]'-7%)
crE Lyse nArgh oLeo 463 | 545 | gavi 320 (3611',23993 71 e
72 Lyse Argi g;z:gi) 471 55,3 nb. 32,0 (gggzjé) 17,7 (9112';0 )
C-73 Lyse Phe(3-CH2NH) (222:2471) 45,5 54,0 (;2;::) 42,6 (g;::Zg) 19,0 (229%)
c7a Lys Phe(d-CHaNHa)< | GO 456 | 36 | rerag 424 | (E7sao 00 A0
C-75 Lyse Gln' (1823:?:) 55,9 65,7 n.b. 54,1 (g:é:gé) 17,5 (223';:)
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Tabelle 5.2 (Fortsetzung)

Intermediat A Int. B Intermediat C Finaler Inhibitor
Nr. P3 P2 Mse '[";:]: '[";:]: Mse ?;;? Mse *;;LB"; Ausb.*
c76 b cit sioae 05 | 98 | oo 0 | ons) (o241 o)
77 L Nle(e-OHJe ooasy 0 | 7 | asese 42 (zéi',gag) o0 (05%)
CTET Lyst e sy 06 | 08 | godn B4 | Gessn 22w
c79 Lyse Tyr(3-NH2)° (ggéi’é) 46,7 | 542 (gg;gé) 42,8 (2:(1)32) 19,0 (2,3io%)
o e Qe | oom %7 | 92 | ose 28 | gman 20 aaw
c8l Ly Phe(3-CN) (222:451471) 55 | 540 (;Zggg) 22,6 (g;féi) 26,1 (f;";)
C-82 Lyss Phe(3-C(O)NH2) (Z:i:iz) 45,5 54,0 (;2(75::‘8‘) 42,6 (ggiég) 21,8 (1,2"‘]%)
c83 Lyt Trpr (2221‘5“;’) 538 | 647 (33(1)%) 2,4 (gzgzgz) 26,2 (11385)
C-84 Lyse Phe (gggijé) 45,7 54,7 (;2132) 42,8 (228:;);) 25,5 (3,58,3%)
o8 Lyss hPhe (:;::Ztls) 7.4 nb. (;:gflé) 448 (?(’5?(’523',279; (égg) (f;é)
c86  Lyst 2-Nal (238122) 290 | 588 (;gijé) 26,6 (égg:gg) 30,5 (1139%
c87 Ly 1-Nal (gégﬁz) 486 | 591 (;Ziig) 46,5 (Zggég) 30,7 (2,31'1%)
C-88 Lyse Cha égg:ig) 48,6 n.b. n.b. 46,2 (gggf‘;) 30,5 (597";’)
8 Lyt Nle (gggﬁg) 453 | 543 (;83'%) 2,1 (giggg) 254 (f;’i)

aUmsetzung VI bei den Synthesen v. C-50, C-51, C-71, C-72: 9,0 Aq. N,N’-Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin, 15 Aq. DIPEA;
sonst immer analog zur Synthese v. C-89.

bUmsetzung Vla (nur bei den Synthesen v. C-52, C-53, C-58, C-59, C-73, C-74, C-79, C-80): Das nach Umsetzung VI erhaltene
Rohprodukt wurde in 25 mL AcOH/H,0 9:1 (V/V) gel6st. Pd/C (10 %; ca. 100 mg Pd/C pro 1 mmol zu hydrierenden Edukts)
wurde zugegeben und die Mischung bis zum vollstandigen Umsatz (Kontrolle mittels MS) unter einer H,-Atmosphare gerthrt
(3 h bis 18 h).

cUmsetzung VIb (nur bei den Synthesen v. C-56, C-77): Das nach Umsetzung VI erhaltene Rohprodukt wurde analog zur
Herstellung von 88 (S.164) umgesetzt. AnschlieRend wurde das so erhaltene Rohprodukt mit TFA zur Entfernung der Boc-
Schutzgruppen mit TFA (3,0 mL) behandelt. Nach Reinigung mittels praparativer HPLC wurde die Dde-Schutzgruppe unter
milden Bedingungen nach BRADLEYZ® mit NH,OHxHCl/Imidazol in NMP/DCM entfernt. Final wurde nochmals mittels
praparativer HPLC gereinigt.

dUmsetzung VII bei den Synthesen v. C-56, C-77 nicht durchgefiihrt.

e(ESI*), wenn nicht anders vermerkt, ist m/z des gef. [M+H]*Signals angegeben; die ber. monoisotopische Masse ist in
Klammern angegeben.

fGef. m/z des [M+2H]2*-Signals.

8Prakursoren/Schutzgruppen:

gintermediat A,B,C: Lys(Cbz) MIntermediat A,B,C: Lys(Dde)
hintermediat A,B: Dab(Boc); Intermediat C: Dab x CF3CO,H "Intermediat A,B: Tyr(tBu)
iintermediat A,B: Orn(Boc); Intermediat C: Orn x CF3CO,H °Intermediat A,B,C: Tyr(3-NO>)
iIntermediat A,B,C: Phe(3-CN) PIntermediat A: Trp(Boc)
kIntermediat A,B,C: Phe(4-CN) dIntermediat A,B,C: Dab(Cbz)
Intermediat A,B,C: GIn(Trt) Intermediat A,B: Trp(Boc)

SNMR v. C-71: TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): § 8,61 (d; J = 5,9 Hz; 1H); 8,40 (dd; J = 6,9; 4,9 Hz; 1H); 8,18 (t; J = 6,0 Hz; 1H);
7,98 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 7,86 — 7,72 (m; 4H); 7,68 (t; J = 5,7 Hz; 1H); 7,50 — 6,972 (br; 13H); 7,45 (t; J = 5,6 Hz); 7,22 (t;
J=7,6Hz); 7,18 (t; J = 1,7 Hz); 7,100 (ddt; J = 13,2; 7,6; 1,4 Hz); 4,40 — 4,25 (m; 2H); 4,22 — 4,10 (m; 2H); 4,04 (dd; J = 15,9;
6,9 Hz; 1H); 3,93 (dt; J = 8,8; 5,6 Hz; 1H); 3,68 — 3,40 (m; 4H); 3,13 — 3,02 (m; 1H); 3,02 — 2,84 (m; 2H); 2,82 — 2,72 (m; 2H);
2,06 — 1,92 (m; 1H); 1,78 — 1,11 (m; 13H); 3C-NMR (101 MHz, DMSO-De): & 172,0; 171,7; 170,5; 170,2; 168,7; 158,6 (q;
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J=31,4 Hz); 156,9; 156,5; 139,0; 136,0; 128,1; 128,0; 127,5; 125,2; 117,1 (q; J =299 Hz); 54,7; 53,7; 50,2; 42,7, 42,0; 41,9;
38,6; 38,3; 38,0; 31,6; 30,7; 30,3; 27,9; 26,6; 22,5; 21,4; a,b: s. unter Schritt VII, S.171.

INMR v. C-90: IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 8,48 (d; J = 6,7 Hz; 1H); 8,35 (dd; J = 6,8; 4,8 Hz; 1H); 8,17 (t; J = 6,0 Hz; 1H);
7,85 — 7,66 (m; 5H); 7,55 (t; J = 5,6 Hz; 1H); 7,47 — 7,022 (br; 7H); 7,24° (t; J = 7,6 Hz; 1H); 7,18 (t; J = 1,8 Hz; 1H); 7,11 (ddt;
J=16,6; 7,6; 1,5 Hz; 2H); 4,39 — 4,25 (m; 2H); 4,20 — 4,07 (m; 2H); 4,05 — 3,93 (m; 2H); 3,68 — 3,37 (m; 4H); 3,09 — 2,85 (m;
2H); 2,82 -2,72 (m; 2H); 1,78 — 1,49 (m; 6H); 1,46 — 1,05 (m; 9H); 13C-NMR (101 MHz, DMSO-De): 6 171,5; 171,2; 171,1; 170,1;
168,6; 158,3 (q; J=31,5 Hz); 157,9; 156,4; 139,0; 136,1; 128,1; 127,9; 127,8; 125,2; 117,1 (q; J =300 Hz); 53,9; 53,7; 48,2;
42,6;42,0; 41,9; 38,6; 38,1; 31,6; 30,3; 28,1; 26,6; 22,4; 21,3; 18,0; a,b: s. unter Schritt VII, S.171.

UReinheit immer > 95 %, wenn nicht anders angegeben. Falls die Reinheit < 95 % ist, ist die Reinheit in Klammern angegeben.
VAusbeute in [mg], in Klammern darunter die Ausbeute in Prozent (iber alle Stufen bezogen auf das unbeladene Startharz.

5.3.4  Synthese der P1-modifizierten Inhibitoren C-91 bis C-98

Inhibitor C-91

NHCbz NHCbz

e oul Pw{
e o HN

NH
T HN
O

o
NHCbz NHCbz NH
NH NH NH
HOJ@‘ NN O%h NN o7y NN
NHBoc 138 X HN._NH, x 3 CF5CO,H
139, X = NHBoc
v NH - Jnhibitor
c-o1

140, X = NH, x CF4CO,H

Bei der Synthese des Inhibitors C-91 wurde im ersten Schritt 2-CTC-Harz mit Boc—L-Lys(Fmoc)—OH
beladen. Alle folgenden Schritte wurden analog zur Synthese des Inhibitors C-8 (vgl. Kapitel 5.3.2,
S.165 ff.) durchgefihrt. Analytische Daten: 138: HPLC: 49,5 % B; MS (ESI¥): ber. 974,51; gef. 975,50
[M+H]*; 139: HPLC: 57,9 % B; 140: HPLC: 46,4 % B; MS (ESI*): ber. 856,45; gef. 857,52 [M+H]*;
C-91: HPLC: 16,9 % B; MS (ESI*): ber. 630,40; gef. 631,26 [M+H]"; Ausbeute 8,7 mg pro 100 mg
Startharz; 5,6 % uber alle Stufen ausgehend vom 2-CTC-Harz.

Inhibitor C-92

NHCbz NH,

NH NH

NHBoc 66 NH, x 3 CF,CO,H
Inhibitor C-92

Der Inhibitor C-92 mit freier P1-Aminogruppe wurde ausgehend vom Intermediat 66 (aus der Synthese
der Leitstruktur, vgl. Schema 3.1, S.123) hergestellt. Dazu wurden die Boc- und Chz-Schutzgruppen,
wie unter Schritt VII in der Synthese des Inhibitors C-8 beschrieben (vgl. Kapitel 5.3.2, S.165 ff.), mit
32 % HBr in AcOH (m/m; 3,0 mL) vom Intermediat 66 (16,2 mg; 16,7 umol; 1,0 Aqg.) abgespalten.
Nach Reinigung mittels préparativer HPLC wurde C-92 als farbloses Lyophilisat erhalten (TFA-Salz;
11,9 mg; 12,8 umol; 77 % Ausbeute). HPLC: 15,9 % B; MS (ESI*): ber. 588,37; gef. 589,42 [M+H]".
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Inhibitor C-93
NHCbz
o)
N
O NH H )=o
T HN
NH OW\/\NHCbZ
NHCbz NHCbz NH
o
H
o o HN\n/N\n/NHz 141
N TMS-NCO N o O
Ox NH HHN ¢} DIPEA » Oy NH HHN o + oder NHCbz
T o DCM, RT, 40 h T o
NH NHCbz NH NHCbz o
o NH o NH N
NH, xCF;CO,H 67 HN\H/NHZ 99 OTNH " o)
o
o NH W/\NHCbZ

32% HBr in AcOH
RT, 1,5h
anschl. Trennung
mit prép. HPLC

NH,
JOU:
O NH H o
T HN
NH Oﬁ)\/\/\mﬁ

NH, NH;
OWNH
HN. _NH, *2CFsCOH o} o
\g/ Inhibitor C-93 N N
H o H 0
OgNH O NH
T HN oder T HN
NH Oﬁ)\/\/\r\m2 NH ° NH,
o . NH o NH
HN N\n/NH2 x 2 CF3CO,H HZN\n,N\n,NHZ x 2 CF3CO,H
S & 143 L) 144

Der Inhibitor C-93 mit einer P1-Harnstoffgruppe wurde ausgehend vom Intermediat 67 (aus der
Synthese der Leitstruktur, vgl. Schema 3.1, S.123) hergestellt: Intermediat 67 (87,0 mg; 89,6 umol,
1.0 Ag.; HPLC: 46,7 % B) wurde in DCM (2,0 mL) suspendiert. Unter Riihren wurden TMS-Isocyanat
(36,4 pL; 269 umol; 3,0 Ag.) und DIPEA (94,0 uL; 538 pmol; 6,0 Aqg.) in jeweils einer Portion
zugegeben. Dann wurde flr 40 h gertihrt und anschlieBend das Ldsungsmittel in vacuo entfernt. Es
wurde die Bildung zweier Produkte beobachtet, wobei neben dem Produkt 99 entweder 141 oder 142
als zweifach carbamoyliertes Nebenprodukt entstand (HPLC: 49,0 % B und 49,2 % B; Verhaltnis 3:4;
es ist unklar, welches HPLC-Signal zu welchem Produkt gehért). Die Chz-Schutzgruppen des so
erhaltenen Rohprodukts wurden wie unter Schritt VIl der Synthese des Inhibitors C-8 beschrieben (vgl.
Kapitel 5.3.2, S.165 ff.) mit 32 % HBr in AcOH (m/m; 3,0 mL) abgespalten. Nach Reinigung mittels
praparativer HPLC und Lyophilisierung wurde der Inhibitor C-93 als farbloses Pulver erhalten (TFA-
Salz; 15,8 mg; 18,4 umol; 21 % Ausbeute Uber beide Stufen). HPLC: 16,7 % B; MS (ESI*): ber. 631,38;
gef. 632,25 [M+H]". Als Hauptprodukt wurde eine zweifach carbamoylierte Verbindung isoliert
(entweder 143 oder 144), die ebenfalls als farbloses Pulver erhalten wurde (TFA-Salz; 20,0 mg;
22,2 umol; 25 % Ausbeute (ber beide Stufen). HPLC: 17,2 % B; MS (ESI*): ber. 674,39; gef. 675,21
[M+H]*. Die Hemmwirkung dieser Verbindung 143 bzw. 144 wurde ebenfalls bestimmt (ZIKV:
Ki=4,25uM % 0,43 uM; WNV: K;=70,9 uM = 0,6 uM). Wegen der vergleichsweise niedrigen

Hemmwirkung wurde auf weitere Untersuchungen zur Aufklarung der Regiochemie verzichtet.
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Inhibitoren C-94 bis C-98

Die Inhibitoren C-94 bis C-98 ohne den Ublichen P1-Rest wurden analog zur Synthese des
linkermodifizierten Inhibitors C-89 hergestellt (vgl. Kapitel 5.3.3, S.169 ff.). Bei der Synthese der
Inhibitoren C-94 und C-96 bis C-98 entfielen jedoch der Guanylierungsschritt (V1) und die
Schutzgruppenabspaltung mit HBr in AcOH (VII), da die finalen Inhibitoren direkt nach der Boc-
Abspaltung (V) erhalten wurden. Die analytischen Daten der finalen Inhibitoren C-94 bis C-98 und der
zugehdrigen Intermediate sind in Tabelle 5.3 zusammengefasst.

Tabelle 5.3 Analytische Daten der Inhibitoren C-94 bis C-98 und zugehériger Intermediate. Die Schritte | bis VIl entsprechen
denen der oben beschriebenen Synthese der Inhibitors C-89 (vgl. Kapitel 5.3.3, 5.169 ff.).

o RS

i

viiP
x 2 CF3CO,H

Intermediat C°

0 9
(@\)‘\ N N)S=
""'_,‘ OTNH v OTNH HHN 0 va2 OTNH HHN 0

NH NHy N—«\RZ N—«\RQ

H H H
o 0
Oél\l/zN\n)\R3 Intermediat B * m CF3CO,H
R™© Inhibit
Intermediat A C-r;-tl blisotr:e-r9|8
Intermediat A Int. B Intermediat C Finaler Inhibitor
N P3 P2 Mse HPLC [%B] HPLC [%B] Mse HPLC [%B] Mse HPLC [%B] Ausb.i
479,43 461,32 10,3
94 Lyst Ly g 40,7 4 - - g 17,4 g
¢9 ¥s ¥s (678,40) 0 99 (460,28) g (9,4 %)
713,32 595,37 503,24 20,5
g . ‘ ) ) , ,
Co5 Ly hag | DT 43,1 51,8 (294.32) 36,3 (202.30) 18,8 (18 %)
665,51 447,38 10,0
C-96 Lysd Orng ! 39,3 49,3 - - ! 17,1 !
¥s m (664,38) (446,26) (9,2 %)
859,45 489,21 19,6
y d h : _ _ ) )
Cc-97 Lys! Arg (858.43) 46,8 55,3 (488,29) 18,1 (17 %)
: 737,45 519,29 25,2
g g . , B _ , ,
c98 Llyst Trp (736.38) 49,4 61,5 (51862) 28,3 (5%)

aUmsetzung Va (nur bei den Synthesen der Inhibitoren C-94, C-96, C-97, C-98): Das nach der Cyclisierung gemaR IV erhaltene
Rohprodukt wurde mit TFA (5,0 mL) versetzt und 3 h geriihrt. Nach Ablauf der 3 h wurde das Reaktionsgemisch in Et,0
getropft. Ausgefallener Feststoff wurde abzentrifugiert und aus diesem Feststoff mittels praparativer HPLC der jeweilige
Inhibitor als farbloses Lyophilisat isoliert.

bNur bei der Synthese des Inhibitors C-95.

¢(ESI*), angegeben ist m/z des gef. [M+H]*-Signals; die ber. monoisotopische Masse ist in Klammern angegeben.
diprikursoren/Schutzgruppen:

dintermediat A,B: Lys(Boc) gIntermediat A,B: Orn(Boc)
eIntermediat A,B,C: Lys(Cbz) hIntermediat A,B: Arg(Pbf)
fintermediat A,B: Lys(Boc); Intermediat C: Lys iIntermediat A,B: Trp(Boc)

iAusbeute in [mg], in Klammern darunter die Ausbeute in Prozent tiber alle Stufen bezogen auf das unbeladene Startharz.
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5.3.5 Synthese der kombinierten Inhibitoren C-99 bis C-128

Inhibitoren C-99 bis C-101

Die Inhibitoren C-99 bis C-101 (Pw-modifizierte Derivate des Inhibitors C-14) wurden analog zur

Synthese des linkermodifizierten Inhibitors C-89 hergestellt (vgl. Kapitel 5.3.3, S.169 ff.). Die

zugehdrigen analytischen Daten sind in Tabelle 5.4 zusammengefasst.

Tabelle 5.4 Analytische Daten der Inhibitoren C-99 bis C-101 und zugehoriger Intermediate. Die Schritte | bis VIl entsprechen
denen der oben beschriebenen Synthese des Inhibitors C-89 (vgl. Kapitel 5.3.3, S.169 ff.). Die Daten des Inhibitors C-14 sind
als Referenz mit aufgefiihrt.

NHCbz NH,

L9 " " o} o} o} o}
R%N/\H,N\/\H/N NHCbz HLN/\)LN HJ\N/\)J\
-1l NH, O ) v O NH " /=0 Vvl O NH H
— 07 NH > I HN »
0 OW\ANHCbZ RYNH OMNHCbz W
HOJK(\/\,NH OJ\(\/\/NH J\(\/\/
NHBoc X HN NHZ x 3 CF3CO,H
Intermediat A v Intermediat B, X = NHBoc NH Inhibitoren
€-99 bis C-101
Intermediat C, X = NH, x CF;CO,H
Intermediat A Int. B Intermediat C Finaler Inhibitor

Nr. Pw Ms? HPLC [%B] | HPLC [%B] Ms? HPLC [%B] Msa HPLC® [%B] Ausb.c

956,49 838,37 612,42 27,4
c14 Gly (955,50) 47,1 52,0 (837,44) 42,8 (611,39) 11,9 (18 %)

1052,75 934,71 708,55 24,8 53,1
€99 b-Cha (1051,60) 527 nb (933,53) 49,1 (707,48) (86,0) (32 %)

1066,77 948,64 722,52 36,0
C-100 p-hCha (1065,61) 53,9 67,1 (947.55) 51,6 (721.50) 29,7 (21%)

1059,56 942,61 716,51 56,8
c-101 D-hPhe (1060.78) 51,9 n.b. (941.50) 48,3 (715.45) 22,0 (34%)

3(ESI*), angegeben ist m/z des gef. [M+H]*-Signals; die ber. monoisotopische Masse ist in Klammern angegeben.
bReinheit immer > 95 %, wenn nicht anders angegeben. Falls die Reinheit < 95 % ist, ist die Reinheit in Klammern angegeben.
cAusbeute in [mg], in Klammern darunter die Ausbeute in Prozent liber alle Stufen bezogen auf das unbeladene Startharz.

Inhibitoren C-102 bis C-109

Die Inhibitoren C-102 bis C-104 wurden von L. C. SCHMACKE im Rahmen ihrer Masterarbeit
hergestellt.?” Die Inhibitoren C-105 bis C-109 wurden analog zur Synthese des Inhibitors C-89
hergestellt (vgl. Kapitel 5.3.3, S.169 ff.), allerdings mit einem zusétzlichen Hydrierungsschritt (Vla,
analog zur Synthese von C-73, s. Anmerkungen unter Tabelle 5.2, S.172f.) vor der finalen
Schutzgruppenabspaltung, um das 3- bzw. 4-Cyano-phenylalanin in das entsprechende Aminomethyl-
phenylalanin zu tberfiihren. Die finale Schutzgruppen-abspaltung erfolgte abweichend mit HCI in
1,4-Dioxan (4 M) analog zu Schritt V. Als Prékursor des 3- bzw. 4-Aminomethyl-phenylalanins wurde
jeweils das entsprechende Cyanophenylalanin eingesetzt. Im Falle des Inhibitors C-109 konnte das
gewilinschte Produkt mit 3-Aminomethylphenylalanin als P2-Rest nicht isoliert werden, es wurde
lediglich das entsprechende Carbamoylphenylalanin-Derivat erhalten. Die analytischen Daten sind in

Tabelle 5.5 (S.178) zusammengefasst.
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Tabelle 5.5 Analytische Daten der Inhibitoren C-105 bis C-109 und zugehdriger Intermediate. Die Schritte | bis VI entsprechen
denen der oben beschriebenen Synthese des Inhibitors C-89 (vgl. Kapitel 5.3.3, S.169 ff.).

- OgNH HN R vy OxNH H)S=0 VI, Via®, v OxNH H’S=
— X L = OX b == X b
WTSNH HN" 0 WTSNH ° CN WTSNH ° X
OWN OWNH OWNH

NHBoc 0 NH, x CF3CO,H HN._NH, x n CF3CO,H
Intermediat A cN Intermediat B NH
Inhibitoren C-105 bis C-108, X = CH,NH,
Inhibitor C-109, X = C(O)NH,

(o}
OH

Nr. P3 X Intermediat A Intermediat B Finaler Inhibitor
MSP HPLC [%B] MSP HPLC [%B] MSP HPLC' [%B] Ausb.8
C-105 Lys® CH2NH: (223:2471) 50,0 (:23:25) 50,8 (;;Z:Z;) 31,3 (2?2'?%)
C-106 Phe(4-CHoNHz)¢  CHaNH; (22(1):2; 51,4 (;Z;:ﬁ) 47,5 (:Sizg) 33,0 (0,1538; %
C-107 Phe CH2NH: (:gg:gg) 51,5 (;23;‘31?) 48,5 (;ggizg) 41,6 (f;,;,)
C-108 2-Nal CH2NH: (gig:ig) 54,8 (;g?:ig) 53,4 (22;2;) 46,2 (51,(‘.3)),“1/:)
c109 e O, %f%%fé w2 | 220w | B ey 2

aUmsetzung Vla: Das nach Umsetzung VI erhaltene Rohprodukt wurde in 25 mL AcOH/H,0 9:1 (V/V) gel6st, Pd/C (10 %; ca.
100 mg Pd/C pro 1 mmol zu hydrierenden Edukts) wurde zugegeben und die Mischung bis zum vollstindigen Umsatz
(Kontrolle mittels MS, da wegen der unter HPLC-Bedingungen labilen Boc-Gruppen der Reaktionsfortschritt mit HPLC nicht
eindeutig nachzuvollziehen war) unter einer H,-Atmosphére geriihrt (3 h bis 18 h).
b(ESI*), angegeben ist m/z des gef. [M+H]*-Signals; die ber. monoisotopische Masse ist in Klammern angegeben.
cdprikursoren/Schutzgruppen:

‘Intermediat A,B: Lys(Cbz)

dintermediat A,B: Phe(4-CN)

eIntermediat A: Trp(Boc)
fReinheit > 95 %.
8Ausbeute in [mg], in Klammern darunter die Ausbeute in Prozent (iber alle Stufen bezogen auf das unbeladene Startharz.
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Inhibitoren C-110 bis C-116

Die Inhibitoren C-110 bis C-116 wurden analog zur Synthese des Inhibitors C-8 synthetisiert (vgl.
Kapitel 5.3.2, S.165 ff.); die zugehdrigen analytischen Daten sind Tabelle 5.6 zu entnehmen.

Tabelle 5.6 Synthese und analytische Daten der Inhibitoren C-110 bis C-116 und zugehdriger Intermediate. Die Schritte |
bis VIl entsprechen denen der oben beschriebenen Synthese des Inhibitors C-8 (vgl. Kapitel 5.3.2, S.165 ff.).

Cy
o} o 7 o 2 o] 2
w :H H R H R
R /\)L NN R? N N
. ﬁu 1y oy ))LM:O ~ ))LM:O
A A% NH O VI, VIa2,Vil OxNH O
07 NH A I ¢y HN ) Via®,Vil 0 j\: ¢y HN
o ° R? RV NH Oﬁ)\RZ RV ONH Oﬁ)‘RZ
Ho NH o NH o NH
NHBoc NH, x n CF3CO,H HN\n/NHz x n CF3CO,H
Intermediat A Intermediat B Inhibitoren
C-110 bis C-116
Intermediat A Intermediat B Finaler Inhibitor
Nr. Pw P3 P2 HPLC HPLC HPLCf
b b b h
MS (%B] MS (%8] MS (%8] Ausb.
1148,92 1030,62 804,30 53,1
_ . q d 5 , , )y
C-110 D-Cha Lys Lys (1147.69) 61,6 (1029.38) 61,0 (803,57) 36,12 (32 %)
1162,80 1044,80 722,52 41,2
_ " q d , y , ,
C-111 D-hCha Lys Lys (1161,70) 64,6 (1043,64) 63,7 (721,50) 29,7 (22%)
1156,93 1038,82 812,67 34,8 57,8
_ | q d , . " y ,
¢z o-hPhe  Lys tys (a1s566) V0 | (03759) %% | (s1158) (006  (31%)
1058,77 940,85 852,48 16,4
- -~ d . e , ) , 2
C-113 D-Cha Lys Phe(3-CH2NH.) (1057.62) 59,2 (939,56) 58,4 (851.57) 37,8 (8,6 %)
1058,77 940,85 866,42 3,6
- - d i e ’ ) ), }
c-114 p-Cha Lys Phe(3-C(O)NH;) (105762) 59,2 (939.56) 58,4 (865.55) 40,1 (21%)
943,64 825,54 436,46¢ 2,0
- - . e
C-115 p-Cha Phe Phe(3-CH2NH2) (942,56) 57,9 (824,49) 57,1 (870,55) 48,3 (1,1%)
943,64 825,54 885,64 2,6
- N . e
C-116 p-Cha Phe Phe(3-C(O)NHz) (942,56) 57,9 (824,49) 57,1 (884,53) 58,3 (1,6 %)

aUmsetzung Vla (nur bei der Synthese v. C-113, C-114, C-115, C-116): Das nach Umsetzung VI erhaltene Rohprodukt wurde in
25 mL AcOH/H,0 9:1 (V/V) gelést, Pd/C (10 %; ca. 100 mg Pd/C pro 1 mmol zu hydrierenden Edukts) wurde zugegeben und
die Mischung bis zum vollstandigen Umsatz (Kontrolle mittels MS) unter einer H,-Atmosphare geriihrt (3 h bis 18 h).
b(ESI*), wenn nicht anders vermerkt, ist m/z des gef. [M+H]*-Signals angegeben; die ber. monoisotopische Masse ist in
Klammern angegeben.
cGef. m/z des [M+2H]?*-Signals.
deprikursoren/Schutzgruppen:

¢Intermediat A,B: Lys(Cbz)

dintermediat A,B: Phe(4-CN)
fReinheit immer > 95 %, wenn nicht anders angegeben. Falls die Reinheit < 95 % ist, ist die Reinheit in Klammern angegeben.
gDer Inhibitor C-112 wurde zweimal mit prdparativer HPLC gereinigt, bei der augenscheinlich nur die Fraktionen eines
einzelnen Signals gesammelt wurden. Bei der Analyse mit analytischer HPLC war sowohl nach der ersten als auch der zweiten
Reinigung jeweils die gleiche Verunreinigung vorhanden. Die Ursache dafir ist unklar.
hAusbeute in [mg], in Klammern darunter die Ausbeute in Prozent Gber alle Stufen bezogen auf das unbeladene Startharz
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Inhibitoren C-117 und C-118

Die Inhibitoren C-117 und C-118 wurden analog zur Synthese des Inhibitors C-89 hergestellt (vgl.
Kapitel 5.3.3, S.169 ff.). Allerdings wurde zu Beginn der Fmoc-Festphasensynthese das 2-CTC-Harz
mit Fmoc—DL-B%-Homophenylalanin beladen. Das lineare Peptid 102 wurde als Diastereomerengemisch
hergestellt. Nach Cyclisierung und Boc-Abspaltung wurden die Diastereomere 104 und 105 mittels
praparativer HPLC voneinander getrennt und dann separat zu den Inhibitoren C-117 bzw. C-118
umgesetzt; es ist nicht bekannt, bei welchem der beiden Inhibitoren der P4-Rest D- und bei welchem er
L-konfiguriert ist. Die zugehdrigen analytischen Daten sind in Tabelle 5.7 zusammengefasst.

Tabelle 5.7 Analytische Daten der Inhibitoren C-117 und C-118 und zugehdériger Intermediate.

SPPS
Inhibitoren

R
C-117 und C-118

OW/NH
NH, x CF;CO,H 104 (1. Diastereomer)
105 (2. Diastereomer)

Intermediat B

NHBoc 102
Intermediat A

Intermediat A Intermediat B Finaler Inhibitor
. N Y
¢117 1. Diastereomer (gzéﬁiz) 490 éiijﬁ) 18,6 (;;éf;;) 38 (5?52%)
118 2. Diastereomer o020 0 | woan % | gomn T4 eow

a(ESI*), angegeben ist m/z des gef. [M+H]*-Signals; die ber. monoisotopische Masse ist in Klammern angegeben.
bReinheit > 95 %.
cAusbeute in [mg], in Klammern darunter die Ausbeute in Prozent tber alle Stufen bezogen auf das unbeladene Startharz
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Inhibitoren C-119 bis C-128

Die Inhibitoren C-119 bis C-128 wurden analog zur Synthese des Inhibitors C-8 hergestellt (vgl.
Kapitel 5.3.2, S.165 ff.). Im Guanylierungsschritt (V1) wurden die Aquivalente an N,N'-Di-Boc-1H-
pyrazol-1-carboxamidin®® (4,5 Aq. pro Aminogruppe) und DIPEA (7,5Aq. pro Aminogruppe)
angepasst. Die analytischen Daten der Inhibitoren C-119 bis C-128 und der zugehérigen
Zwischenstufen sind in Tabelle 5.8 zusammengefasst.

Tabelle 5.8 Analytische Daten der Inhibitoren C-119 bis C-128 und zugehdriger Intermediate. Die Schritte | bis VIl entsprechen
denen der Synthese des Inhibitors C-8 (vgl. Kapitel 5.3.2, S.165 ff.).

H H H
il I I I
— oo NH W 0PN VRV 07 NH
[ " OYK Oﬁ)\RZ

o) R R?
O NH o NH o NH
NHBoc NH, x CF3CO,H HN\n/NHz x n CF3CO,H
Intermediat A Intermediat B NH Inhibitoren
C-119 bis C-128
Intermediat A Intermediat B Finaler Inhibitor
h
Nr. Pw PS5 P4 P3 P2 Msb ?;;? Ms? ?;lé(]: Msb I-E‘E/JLBC] Aush.!
0 0 0
C
Cc-119 p-hCha - 3-Amphac Argd Argd (g::’gi) 54,4 (g;é'fé) 34,4 (379996'?;82) 35,6 é;’;)
4 i ) (4
C
C-120 Phe 2-Nal Argd Argd Argd &;:g';i) 58,2 (Zii’ig) 33,1 (‘;’322’177) 34,7 (123’;)
7 ’ 7 0
C
C-121 D-Phe 2-Nal Argd Argd Argd (g:g'gi) 60,8 (:12"?8) 32,8 (:98223;57) 35,4 (1227’;)
4 i 73 (4
c
C-122 D-hCha 2-Nal Argd Argd Argd &;;;'33) 65,7 (22451[57);) 38,7 (15802'2434) 41,3 (5:";)
’ ” "’ °
C
Cc-123 D-Phe Phe Argd Argd Argd (EZ?E;) 57,7 (;gi’ig) 28,2 (‘;272,3;76) 30,7 (253’3)
’ ’ ’ o
e oncha b e e o | 24 geg | 1B o | 0030, 27
7 ’ 7 (4
C
cizs ohcl A e s e | 9B geg | BT ooy | SO0, s
’ ’ ’ 0
1238,92 894,55 36,1
- - e e
C-126 D-hCha Lys Phe Lys Cha (1237.74) 67,3 n.b. 53,7 (893,62) 39,6 (18 %)
1190,90 838,67 482,98¢ 4,8
_ | " P , A , y
C-127 D-hCha Arg Phe hArg Cha (1189,74) 66,3 (837.58) 35,4 (963 65) 39,3 (2,3 %)
1190,83 838,64 483,00¢ 3,5
_ | Ao ¢ , 3 A ,
C-128 D-hCha D-Arg! Phe hArg Cha (1189,74) 65,4 (837,58) 39,5 (963,65) 43,0 (1,7 %)

aUmsetzung VI bei den Synthesen v. C-125: 9,0. Aq. N,N’-Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin, 15,0 Aq. DIPEA; bei den
Synthesen v. C-119, C-127, C-128: 13,5 Aq. N,N’-Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin, 22,5 Aq. DIPEA; bei den Synthesen v.
C-120 bis C-123: 18,0 Aq. N,N’-Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin, 30,0 Aq. DIPEA; sonst analog zur Synthese v. C-89.
b(ESI*), wenn nicht anders vermerkt, ist m/z des gef. [M+H]*-Signals angegeben; die ber. monoisotopische Masse ist in
Klammern angegeben.
cGef. m/z des [M+2H]?*-Signals.
dfPrakursoren/Schutzgruppen:

dintermediat A: Orn(Boc); Intermediat B: Orn x CF3CO,H

eIntermediat A,B: Lys(Cbz)

fintermediat A: Lys(Cbz); Intermediat B: Lys x CF3CO,H

gintermediat A: p-Orn(Boc); Intermediat B: b-Orn x CF3CO,H
hReinheit immer > 95 %.
iAusbeute in [mg], in Klammern darunter die Ausbeute in Prozent tber alle Stufen bezogen auf das unbeladene Startharz
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5.3.6  Synthese der Boroleucin-basierten Inhibitoren B-1 bis B-8

Die Inhibitoren B-1 bis B-8 wurden durch Kombination von Festphasenpeptidsynthese und einigen
darauffolgenden Schritten in Losung hergestellt. An dieser Stelle sei nun die Synthese des Inhibitors
B-5 im Detail beschrieben (vgl. Schema 3.22, S.143). Die Inhibitoren B-1 bis B-4 und B-6 bis B-8
wurden auf gleiche Weise hergestellt, abgesehen natirlich von der Verwendung anderer
Aminoséurebausteine in der Festphasenpeptidsynthese. Die analytischen Daten der Inhibitoren B-1 bis

B-8 und der zugehorigen Intermediate sind in Tabelle 5.9 (S.184) zusammengefasst.
Synthese des Inhibitors B-5

I. Harzbeladung. Fmoc—Lys(Boc)-OH (750 mg; 1,60 mmol; 1,0 Ag.) und DIPEA (1,10 mL;
6,40 mmol; 4,0 Ag.) wurden in trockenem DCM (10 mL) gel6st. Diese Losung wurde auf 2-CTC-Harz
(b = 1,60 mmol/g; 1,00 g; 1,60 mmol; 1,0 Ag.) gegeben. Nachdem diese Mischung 2 h geschiittelt
worden war, wurde die Losung abfiltriert. Das zurtickbleibende Harz wurde mit DCM/MeOH/DIPEA
(17:2:1 VIVIV; 3,0 mL; 3x1 min) behandelt, anschliefend mit DCM (2x), DMF (3x) und DCM (4x)

gewaschen und dann in vacuo getrocknet.

Ila. Fmoc-Festphasenpeptidsynthese. Das nach I. erhaltene Harz wurde mit DMF gewaschen (2x)
und anschlielend zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit einer Losung von Piperidin in DMF
(20 % V/V; 1x5 min und 1x15 min, je 10 mL) behandelt. AnschlieBend wurde das Harz mit DMF
gewaschen (8x) und dann mit einer Losung von Fmoc—Lys(Boc)-OH (2,25 g; 4,80 mmol; 3.0 Aq.),
HATU (1,83 g; 4,80 mmol; 3,0 Aqg.) und DIPEA (1,65 mL; 9,60 mmol; 6.0 Ag.) in DMF (10 mL)
versetzt und 1,5 h geschittelt. Dann wurde das Ldsungsmittel abfiltriert und das zuriickbleibende Harz
mit DMF gewaschen (2x). Die folgende Fmoc-Aminosdure (Fmoc—3-Amphac—OH) wurde unter
Anwendung der gleichen Prozedur gekuppelt. Nach dieser Kupplung wurde noch zweimal mit DMF
gewaschen und dann zur Entfernung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe mit einer Ldsung von
Piperidin in DMF (20 % V/V; 1x5 min und 1x15 min, je 3,0 mL) behandelt, mit DMF (8%) und DCM
(3x) gewaschen und dann in vacuo getrocknet.

Ein Drittel des so erhaltenen Harzes (ca. 0,53 mmol; 1,0 Aqg.) wurde mit DMF gewaschen (4x). Dann
wurde unter analogen Bedingungen (mit gleichen Uberschiissen, aber angepassten Stoffmengen) wie
oben fir Fmoc—Lys(Boc)—OH beschrieben Fmoc—D-Ala—OH gekuppelt. Nach dieser Kupplung wurde
noch zweimal mit DMF gewaschen und dann zur Entfernung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe mit
einer LOsung von Piperidin in DMF (20 % V/V; 1x5 min und 1x15 min, je 3,0 mL) behandelt, wonach

erneut mit DMF gewaschen wurde (8x%).
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I1b. Uberfiihrung des Amins in ein zweifach Boc-geschiitztes Guanidin an der festen Phase. Das
nach Ila erhaltene Harz wurde 18 h mit einer Lésung von N,N'-Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin?®
(497 mg; 1,60 mmol; 3,0 Aqg.) und DIPEA (550 pL; 3,20 mmol; 6,0 Ag.) in DMF (3,0 mL) behandelt.

Dann wurde die Ldsung abfiltriert und das zurtickbleibende Harz mit DMF (8x) gewaschen.

I11. Mild-saure Abspaltung vom Harz. Das nach Ilb erhaltene Harz wurde mit DCM gewaschen (3x)
und dann 30 min mit einer Losung von TFA in DCM (1 % V/V; 3,0 mL) behandelt. Dann wurde die
Losung abfiltriert und der pH-Wert des Filtrats mit DIPEA auf > 7 eingestellt. Das zurtickbleibende
Harz wurde noch drei weitere Male auf gleiche Weise mit 1 % TFA in DCM behandelt, wobei das nach
Ablauf der 30 min erhaltene Filtrat immer sofort mit DIPEA auf pH > 7 eingestellt wurde. Im Anschluss
wurde das Harz mit DCM (3x) gewaschen. Diese Waschphasen und die vier Filtrate wurden vereint und
(sofern nétig) mit DIPEA erneut auf pH >7 eingestellt. Die so erhaltene Ldsung wurde bei
vermindertem Druck eingeengt, wonach das Boc-geschiitzte Peptid 125 als Rohprodukt erhalten wurde
(HPLC: 64,7 % B; MS (ESI*): ber. 934,54; gef. 935,47 [M+H]").

IV. Intermolekulare HATU-Kupplung. Das nach 111 erhaltene Peptid 125 wurde in DMF (5,0 mL)
gelost. Nach Zugabe von HATU (232 mg; 0,61 mmol; 1,15 Ag.) und DIPEA (370 pL; 2,13 mmol;
4,0 Ag.) wurde 15 min gerihrt. Dann wurde (R)-Boroleucin-(1S,2S,3R,5S)-(+)-2,3-pinanediolester-
trifluoroacetat (231 mg; 0,61 mmol; 1,15 Aq.) in einer Portion zugegeben und die entstandene Mischung
1 h geriihrt. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel in vacuo entfernt, wonach das Rohprodukt 128 als
Oliger Riickstand erhalten wurde.

V. Selektive Boc-Abspaltung in Gegenwart eines Boronsaure-Pinandiolesters. Das nach IVa
erhaltene Rohprodukt 128 wurde mit HCI in 1,4-Dioxan (4 M; 5,0 mL) versetzt und 3 h gerlhrt. Im
Laufe der Reaktion wurde eine Triibung der zu Beginn der Reaktion klaren Mischung beobachtet. Nach
Ablauf der 3h wurde das Reaktionsgemisch in Et;O getropft. Ausgefallener Feststoff wurde
abzentrifugiert und aus diesem Feststoff mittels praparativer HPLC das Peptid 129 isoliert (TFA-Salz;
HPLC: 36,8 % B; MS (ESI"): ber. 781,54; gef. 782,47 [M+H]").

V1. Pinandiol-Abspaltung. Das nach V erhaltene Peptid 129 und Isobutylboronséure (109 mg;
1,07 mmol; 2,0 Ag.) wurden in einer Mischung aus Salzsiure (1 M; 0,5 mL), MeOH (3,8 mL) und
Pentan (3,8 mL) geldst und anschlielend 18 h gerlhrt. Dann wurde das Ldsungsmittel in vacuo entfernt
und aus dem Rohprodukt mittels préparativer HPLC der Inhibitor B-5 als farbloses Lyophilisat mit
charakteristischem Boronséuregeruch isoliert (TFA-Salz; 23,0 mg; 23,2 pmol, 4 % Ausbeute Uber alle
Schritte).
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Tabelle 5.9 Analytische Daten der Inhibitoren B-1 bis B-8 und zugehdriger Intermediate.

NHBoc NH,

seps D — e S K
R H R N B.
pr— N)ﬁ/:) pr— N ~"oH
[¢] H [e] o H [¢] E
Intermediat A Inhibitoren Y

B-1 bis B-8

Intermediat A Finaler Inhibitor
Nr. R P3
Ms¢ HPLCE [%B] Ms¢ HPLCh [%B] Ausb.
NH o]
! o , 978,56 691,29 1,4
B-1 HaN u/\g \)L’,j/y Lys (977,54) 589 (690,43) 19,7 (0,9 %)
o]
K 836,48 671,33 1,9
] y . , , ,
B-2 H Y \)Lu/y tys (835,47) 518 (648,41) 20,6 (1,2 %)
[e]
H 921,46 634,50 19,8 6,9
- HoN N b 4 ’ ’ )
B-3 T \)Lu/y Lys (920,52) 6138 (633,41) (90,1) (4,4 %)
(o]
5 935,50 648,70 20,8 48
- HoN N b 4 4 ’ 4
B-4 iy \)Lu/y tys (934,54) 64,6 (647,43) (93,0) (3,0%)
[e]
H 935,47 648,50 6,9
i HoN N b , , )
B-5 : \L]’H ])Lu/y Lys (934,54) 64,7 (647,43) 20,7 (4,4 %)
NH o]

’ b ) 935,53 648,27 2,3
B-6 iy~ Hoyy Lys (034.54) 593 (647,43) 209 (1,5 %)
] ; . 593,33 506,40 17,6 18,9
87 7 tys (592,35) 55,3 (505,34) (80,0) (16 %)

o]
5 1115,40 338,97' 22,7 16,8
. HoN N c ’ 4 ’ 4
B-8 : m ])ku/y Arg (1114,57) 35,8 (675,44) (77,0) (10 %)

aAuf der Stufe des Intermediats A waren N-terminale Guanidinogruppen zweifach Boc-geschiitzt und N-terminale
Aminogruppen Boc-geschiitzt.
bcprikursoren/Schutzgruppen:

bIntermediat A: Lys(Boc)

Intermediat A: Arg(Pbf)
d(ESI*), wenn nicht anders vermerkt, ist m/z des gef. [M+H]*-Signals angegeben; die ber. monoisotopische Masse ist in
Klammern angegeben.
eGef. m/z des [M+Na]*-Signals.
fGef. m/z des [M+2H]%+-Signals.
eDie Boc-Gruppen des N-terminalen Guanidins sind unter HPLC-Bedingungen (0,1 % TFA) labil. Daher wurden neben dem
angegeben Signal i.d.R. noch ein weiteres, hydrophileres Signal detektiert.
hReinheit immer > 95 %, wenn nicht anders angegeben. Falls die Reinheit < 95 % ist, ist die Reinheit in Klammern angegeben.
iAusbeute in [mg], in Klammern darunter die Ausbeute in Prozent Uber alle Stufen bezogen auf das unbeladene Startharz.
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5.3.7 Synthese der linearen Referenzinhibitoren L-1 bis L-6

Inhibitoren L-1 und L-2

Die Vorstufen der Inhibitoren L-1 und L-2 wurden an einem Sieber-Amid-Harz (b = 0.69 mmol/g) nach
einem Standard-Fmoc-Protokoll analog zur Synthese des Inhibitors C-8 (Schritt 11, vgl. Kapitel 5.3.2,
S.165 ff.) hergestellt. Bei der Synthese des Inhibitors L-1 wurde als letzter Baustein
Fmoc—Gly(Cbz)—OH gekuppelt, bei der Synthese von L-2 AcOH. AnschlieRend wurde das Peptid
analog zu den Schritten der Synthese des Inhibitors C-8 mit TFA in DCM (1% V/V) vom Harz
abgespalten (Schritt 111), die Boc-Gruppe des P1-Rests mit HCI in 1,4-Dioxan abgespalten (Schritt V),
das P1-Amin in ein zweifach Boc-geschutztes Guanidin uberfihrt (Schritt V1) und dann final entschiitzt
(Schritt V11), wonach die Inhibitoren L-1 und L-2 jeweils als farbloses, hygroskopisches Pulver erhalten
wurden (TFA-Salz). Die analytischen Daten zeigt Tabelle 5.10.

Tabelle 5.10 Analytische Daten der Inhibitoren L-1 und L-2 und zugehdriger Intermediate.

NHCbz NH,
] H\)OL H i VLIl R H\i H 2
N NS N\/\/":.')LNH2 — Ry NS N\/\/""HLNHZ
H o F H o X H o . " o HaN o _NH
T
Intermediat A, X = NHBoc x n CF3CO,H NH
NHCbz  V |: Inhibitoren NHz
Intermediat B, X = NH, x CF3CO,H L-1und L-2
Intermediat A Intermediat B Finaler Inhibitor
Nr. R?
Msb HPLC [%B] Msb HPLC [%B] msb HPLCe [%B] Ausb.d
1008,53 648,53 14,5 12,3
L-1 HoN n.b. 60,4 51,2
o (1007,51) (647,42) (68,0) (9,3 %)
959,50 633,68 35,5
L-2 54,2 n.b. 45,1 16,6
(o] (958,52) (632,41) (30 %)

aAuf der Stufe der Intermediate A und B der Synthese des Inhibitors L-1 war die N-terminale Aminogruppe Cbz-geschiitzt.
b(ESI*), wenn nicht anders vermerkt, ist m/z des gef. [M+H]*-Signals angegeben; die ber. monoisotopische Masse ist in
Klammern angegeben.

‘Reinheit immer > 95 %, wenn nicht anders angegeben. Falls die Reinheit < 95 % ist, ist die Reinheit in Klammern angegeben.
dAusbeute in [mg], in Klammern darunter die Ausbeute in Prozent Gber alle Stufen bezogen auf das unbeladene Startharz.
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Inhibitor L-3

NHCbz NH,

* 3 CF3CO,H

NHCb. NH Inhibitor NH HN NH,
z 2 L-3 2 \n/ 2

NH

Der Prakursor 120 des Inhibitors L-3 wurde an einem Trityl-Harz hergestellt. Dazu wurde Tritylchlorid-
Harz (b = 1,20 mmol/g; 266 mg; 319 pumol; 1.0 Ag.) fur 2 h mit einer Losung von Cadaverin (226 uL;
1,91 mmol; 6,0 Aq.) in DCM (2,0 mL) behandelt. Dann wurde die Losung abfiltriert und das
zuruckbleibende Harz mit DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1 VIVIV; 3,0 mL; 3x1min) behandelt,
anschliefend mit DCM (2x), DMF (3x) und DCM (4x) gewaschen und dann in vacuo getrocknet. Dann
wurde analog zu den Schritten der Synthese des Inhibitors C-8 (vgl. Kapitel 5.3.2, S.165 ff.) das
Prékursorpeptid mittels Festphasenpeptidsynthese aufgebaut (Schritt I1), das anschlieBend mit TFA in
DCM (1 % V/V) vom Harz abgespalten (Schritt 111) wurde (120: HPLC: 45,7 % B; MS (ESI*): ber.
815,46; gef. 816,35 [M+H]*). Dann wurde analog zur Synthese des Inhibitors C-8 die C-terminale
Aminogruppe in ein zweifach Boc-geschitztes Guanidin berfuhrt (Schritt V). Nach Abspaltung aller
Schutzgruppen mit 32% HBr in AcOH (Schritt VII) wurde der Inhibitor L-3 als farbloses,
hygroskopisches Lyophilisat erhalten (TFA-Salz; Ausbeute 94,8 mg; 101 umol; 32 % Uber alle Stufen
ausgehend vom unbeladenen Tritylchlorid-Harz). HPLC: 18,2% B; MS (ESI*): ber. 589,41; gef.
590,46 [M+H]".

Inhibitoren L-4 und L-5

NH,

H (0] H (0] H (0] H (o]
HoN N N N HoN N N
iy JLH o : %H \)L 1,
NH \I/ NH Y
x 3 CF3CO,H \H x 3 CF3CO,H \H
Inhibitor Inhlbltor

L-4

Die Inhibitoren L-4 und L-5 wurden zur Ganze an der festen Phase synthetisiert; die Synthese von L-4
erfolgte ausgehend von einem 2-CTC-Harz, die Synthese von L-5 ausgehend von einem Fmoc-Sieber-
Amid-Harz. Harzbeladung und die anschlielende Festphasenpeptidsynthese erfolgte bei L-4 analog zur
Synthese des Inhibitors C-8 (Schritte I und 11, vgl. Kapitel 5.3.2, S.165 ff.); bei der Synthese von L-5
wurden die Bausteine sukzessive nach einem Standard-Fmoc-Protokoll an ein Sieber-Amid-Harz
(b = 0.69 mmol/g) gekuppelt. Als Baustein zur Einfihrung des P3- und des P2-Lysins wurde jeweils
Fmoc—Lys(Boc)—OH verwendet. Nach der Kupplung von Fmoc—D-Ala—OH und der finalen Fmoc-
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Abspaltung erfolgte die Uberfiinrung des freien N-Terminus in ein zweifach Boc-geschiitztes Guanidin
an der festen Phase analog zum Schritt lla der Synthese des Inhibitors B-5 (vgl. Kap. 5.3.6, S.182 f.).
Dann wurde das Harz 3 h mit TFA/TIS/H20 (95:2,5:2,5 V/V/V) behandelt, wodurch simultan das Peptid
vom Harz und die Boc-Schutzgruppen vom Peptid abgespalten wurden. Nach den 3 h wurde das
Reaktionsgemisch in Et,O getropft. Ausgefallener Feststoff wurde abzentrifugiert und aus diesem
Feststoff mittels praparativer HPLC der Inhibitoren L-4 bzw. L-5 jeweils als farbloses Lyophilisat
isoliert (TFA-Salz). Inhibitor L-4: Ausbeute 94,6 mg pro 100 mg 2-CTC-Harz; 60 % uber alle Stufen;
HPLC: 21,7 % B; MS (ESI*): ber. 647,41; gef. 648,38 [M+H]*; Inhibitor L-5: Ausbeute 89,1 mg pro
100 mg Tritylchlorid-Harz; 75 % tber alle Stufen; HPLC: 20,0 % B; MS (ESI*): ber. 646,43; gef. 647,51
[M+H]".

Inhibitor L-6

NHBoc NH,

o 0 9 0
H H /\)\ 1Va, V H H H
—
BocHN\n/N N N\_)I\N OH v HZN\n,N N N\_)I\N N
A E A !
NBoc ) ) NH ) )

125 126 x 3 CF3CO,H

Inhibitor
NHBoc L-6 NH,

Der Inhibitor L-6 wurde durch Kupplung von Isopentylamin (126) an das geschiitzte Peptid 125 und
anschlielfende Boc-Abspaltung hergestellt. Das Peptid 125 wurde wie in der Synthese des Inhibitors B-5
beschrieben hergestellt (vgl. Kap. 5.3.6, S.182 f.). Das erhaltene Peptid 125 wurde analog zum Schritt
IVa der Synthese des Inhibitors B-5 mit HATU und DIPEA an Isopentylamin gekuppelt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde analog zu Schritt V der Synthese des Inhibitors C-8 (vgl. Kapitel 5.3.2, S.165 ff.) in
den Inhibitor L-6, der nach praparativer HPLC als farbloses Lyophilisat (TFA-Salz) isoliert wurde,
Uberfuhrt. Ausbeute 20,6 mg pro 100 mg 2-CTC-Harz; 14 % Uber alle Stufen; HPLC: 25,7 % B;
Reinheit (HPLC): 86,0 %; MS (ESI*): ber. 603,42; gef. 302,82 [M+2H]?".
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7 Anhang

7.1  Summary in English

The proteolytically active complex of the viral proteins NS2B and NS3 is called flavivirin. Flavivirin is
a serine protease with trypsin-like substrate specificity and is involved in the processing of the
polyprotein of all flavivirus species. Since the processing of the polyprotein is essential for flavivirus
replication, flavivirin is considered a target for antiviral drug development.

Compound 42 (figure 1) is a cyclic flavivirin inhibitor developed by the STEINMETZER group. The
inhibitory effect on the protease of Zika (ZIKV), West Nile (WNV) and Dengue 4 viruses (DENV4) is
in the nanomolar range in vitro. Nevertheless, the inhibitor 42 shows only a small effect on ZIKV
propagation in cell culture.

In order to identify possible modifications of compound 42, 98 derivatives were synthesised and their
inhibition constants were determined with the ZIKV and the WNV protease. During this SAR study,
only one position or functional group was changed per derivative in order to understand the effect of
each modification. The SAR study was supported by S. HUBER and the Luo group (NTU Singapore),
who determined a total of 23 crystal structures of inhibitors in complex with the ZIKV protease.
Accordingly, a structure-based inhibitor design was possible. The modification options are summarised
in figure 1. In investigations in cellulo by D. BENDER and R.O. MURRA (HILDT group, Paul-Ehrlich-
Institut, Langen), no higher inhibition of ZIKV propagation was determined for any of the individually
modified compounds than for lead structure 42. However, for some compounds with increased

lipophilicity, a similar inhibitory effect was found.

Various sequences containing
glycine, B-alanine and
hydrophobic p-amino acids

P4
39 derivatives
O U1

Hydrophobic
D-amino acids

OsNH
HN P2
) Other basic
10 derivatives Pw  “NH NH,  amino acids
NH
O)\(\/\/ \_/(
HN___NH, .
21 derivatives
No alternatives P1

Inhibitor 42
ZIKV Pro.: K; [uM] = 0.00168
WNYV Pro.: K; [uM] = 0.149

were identified

8 derivatives

Figure 1 Starting from inhibitor 42 as the lead structure, 98 derivatives were prepared. By determination of the inhibitory
effect on the ZIKV and the WNV proteases, the specified residues or segments were identified as useful for further
optimisation.
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Based on these findings, two series of combined derivatives were synthesised: In a first series, 20
inhibitors with high lipophilicity were designed. In a second series, 10 inhibitors based on cyclic cell-
penetrating peptides were developed. For the inhibitors of the second series, a significant increase in the
antiviral effect compared with the starting compound 42 was observed in cell culture experiments: The
compounds C-122 and C-125 (figure 2) inhibit the ZIKV replication at a concentration of 40 uM with

similar effectiveness like ribavirin at a concentration of 100 uM.

O HNY
2

NH,
NH
T NH ’ OTNH O A~k
& N NH &

NH NH NH
o) OW
HN. _NH,  C-122 HN_ _NH, C-125
hig ZIKV-Pro.: ICsq [uM] = 0.750 hig ZIKV-Pro.: ICgq [uM] = 16.1
NH WNV-Pro.: ICsq [uM] = 2.67 NH WNV-Pro.: ICsq [UM] = 67.1

Figure 2 The inhibitors C-122 and C-125 were developed based on cell-penetrating peptides and show a similarly high level
of activity against ZIKV propagation in cellulo as ribavirin.

Furthermore, a high selectivity for flavivirin was determined for the individually modified and the
combined derivatives: The serine proteases trypsin, thrombin and factor Xa are inhibited at least one

order of magnitude less effectively than flavivirin.

Finally, eight covalent flavivirin inhibitors were prepared. These compounds were derived from the
cyclic inhibitors and have a boroleucine as the P1 residue. The covalent binding mode of the most potent
inhibitor of this series (B-5, figure 3) was confirmed by determination of a crystal structure in complex
with the ZIKV protease. Inhibitor B-5 is the first known covalent inhibitor of the ZIKV protease with a
Ki value < 10 nM.

Os_NH
Pw I HN P2
o
HN WNHZ
HZNANH ""rNH
P1

B
HO™  "OH

Inhibitor B-5
ZIKV-Pro.: K; [uM] = 0.00796
WNV-Pro.: K; [uM] = 3.82

Figure 3 The linear inhibitor B-5 developed in this work binds covalently to the serine of the catalytic triad.
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7.7

Inhibitoren nach Nummer

Tabelle 7.1 Inhibitoren nach Nummer. Die Inhibitoren 38 bis 56 wurden nicht im Rahmen dieser Arbeit hergestellt und sind

nur der Vollstandigkeit halber aufgefiihrt. Einige Inhibitoren wurden von L.C. ScCHMACKE im Rahmen ihrer Masterarbeit auf

Anregung des Verfassers hergestellt, siehe dazu Tabelle 7.2 (S.XIll). Sofern eine Kristallstruktur im Komplex mit der ZIKV-
Protease existiert, so ist der zugehorige PDB-Code angegeben. Ein ,g“ vor der Aminosdureabkiirzung symbolisiert einen

guanylierten N-Terminus, ein ,s“ eine Verknipfung der P1-Seitenkette mit dem C-Terminus des P2-Rests, ein ,u” eine

Harnstoffgruppe anstelle einer Aminogruppe am N-Terminus.

Zu finden Ki [uM]
Nr. L\ PDB inTab. (S.) Pw P6 P5 P4 P2 P1 ZIKV-Pro. WNV-Pro.
38 1240 6KK2  3.1(45) y-Abu - - 4-Amphac Lys Lys sglys 0,0918 6,30
39 2108 6KK3  3.1(45) y-Abu - - 4-Amphac Lys Lys D-sglys 0,0701 4,97
40 2112 6KPQ 3.2 (47) y-Abu - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00433 0,702
41 2111 6KK4 3.2 (47) B-Ala - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00388 0,374
42 2110 6Y3B 3.2(47) Gly - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00168 0,149
43 1239 / 3.1 (45) y-Abu - - 4-Amphac Lys Lys sgOrn 0,846 27,8
a4 2109 / 3.1 (45) y-Abu - - 4-Amphac Lys Lys D-sgOrn 3,61 22,0
45 2106 / 3.1 (45) y-Abu - - 4-Amphac Lys Lys D-sLys 24,7 68,1
46 2107 / 3.1 (45) y-Abu - - 4-Amphac Lys Lys D-sOrn 13,2 31,7
47 759 / 3.2(47) 3-Amphac - - - Lys Lys D-sglys 0,0373 15,3
48 2114 / 3.2 (47) Gly - - 3-Aphac Lys Lys D-sglys 1,42 47,6
49 2137 / 3.2 (47) 3-Amphac - - Gly Lys Lys D-sglys 0,0412 1,76
50 2138 / 3.2(47) 3-Amphac - - B-Ala Lys Lys D-sglys 0,0814 56,5
54 2113 7ZMI 3.4 (54) H-Gly - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys-OH 2,04 51,6
55 2115 6KK5 3.5(57) Ala - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,0182 1,39
56 2116 6KK6  3.5(57) D-Ala - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00352 0,237
B-1 2275 / 3.28(118) gGly - Gly 3-Amphac  Lys Lys Ble-OH 0,0315 2,73
B2 2273 / 3.28(118) H-Gly - Gly 3-Amphac  Lys Lys Ble-OH 0,294 11,7
B-3 2268 / 3.28(118) gGly - - 3-Amphac  Lys Lys Ble-OH 0,0114 4,01
B-4 2269 / 3.28 (118) gAla - - 3-Amphac Lys Lys Ble-OH 0,0114 3,63
B-5 2270 7ZNO 3.28(118) D-gAla - - 3-Amphac  Lys Lys Ble-OH 0,00796 3,82
B-6 2271 / 3.28(118) gp-Ala - - 3-Amphac  Lys Lys Ble-OH 0,0184 0,838
B-7 2149 / 3.28(118) - - - Phac Lys Lys Ble-OH 0,845 5,44
B-8 2147 / 3.28 (118) Dp-gAla - - 3-Amphac Arg Lys Ble-OH 0,0508 3,67
C-1 2226 / 3.2 (47) y-Abu - - 3-Aphac Lys Lys D-sglys 0,106 16,5
C-2 2202 / 3.2 (47) B-Ala - - 3-Aphac Lys Lys D-sglys 0,0802 4,28
Cc-3 2225 / 3.5(57) Val - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,0428 6,71
C-4 2201 7VLG  3.5(57) p-Val - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00774 0,439
C-5 2218 / 3.5(57) D-Pro - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,0177 0,850
C-6 2295 70C2 3.5(57) D-Leu - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00953 0,276
Cc-7 2267 7PFZ 3.5(57) p-Cha - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00359 0,395
C-8 2191 7PGC 3.5(57) p-hCha - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00233 0,219
C-9 2266 / 3.5(57) D-Phe - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00534 0,693
Cc-10 2192 / 3.5(57) D-hPhe - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00602 0,331
c-11 2203 / 3.6 (62) Gly - - e-Aca Lys Lys D-sglys 0,0154 0,973
c-12 2204 / 3.6 (62) Gly - - 5-Ava Lys Lys p-sglys 0,0167 1,22
c-13 2212 / 3.6 (62) Gly - - y-Abu Lys Lys D-sglys 0,124 6,70
C-14 2220 7VLH 3.6(62) Gly - Gly B-Ala Lys Lys D-sglys 0,00172 0,0686
C-15 2221 7PG1  3.6(62) Gly - B-Ala  Gly Lys Lys D-sglys 0,00735 0,468
C-16 2219 7VLl  3.6(62) Gly - Gly Gly Lys Lys p-sglys 0,00374 0,129
c-17 2222 / 3.6 (62) B-Ala - Gly Gly Lys Lys D-sglys 0,0128 0,974
Cc-18 2198 / 3.7 (66) Gly - Gly Ala Lys Lys D-sglys 0,0922 1,17
Cc-19 2197 / 3.7 (66) Gly - Gly D-Ala Lys Lys D-sglys 0,187 6,97
Cc-20 2299 / 3.7 (66) Gly - Gly Phe Lys Lys D-sglys 0,0319 0,657
c-21 2199 / 3.7 (66) Gly - Gly D-Phe Lys Lys D-sglys 0,139 17,3
c-22 2169 / 3.7 (66) Gly - Phe Gly Lys Lys p-sglys 0,0576 4,07
C-23 2168 / 3.7 (66) Gly - D-Phe Gly Lys Lys D-sglys 0,0169 0,908
C-24 2163 / 3.8 (67) Gly Gly Gly Phe Lys Lys D-sglys 0,315 5,93
C-25 2162 7ZWK 3.8(67) Gly Gly Gly D-Phe Lys Lys D-sglys 0,0144 1,74
C-26 2167 / 3.8 (67) Gly Gly Phe Gly Lys Lys D-sglys 0,145 3,32
C-27 2164 / 3.8 (67) Gly Gly D-Phe Gly Lys Lys D-sglys 0,204 3,43
C-28 2166 / 3.8 (67) Gly Phe Gly Gly Lys Lys D-sglys 0,0399 2,04
C-29 2165 / 3.8 (67) Gly D-Phe Gly Gly Lys Lys D-sglys 0,0171 1,32
c-30 2161 / 3.8(67) Gly Gly Gly Arg Lys Lys p-sglys 0,0699 5,30
C-31 2160 / 3.8 (67) Gly Gly Gly D-Arg Lys Lys D-sglys 0,00862 1,22
C-32 2240 / 3.9 (68) Gly - B-Ala Ala Lys Lys D-sglys 0,075 7,76
C-33 2241 7PFY 3.9(68) Gly - B-Ala Val Lys Lys D-sglys 0,340 39,7
C-34 2242 / 3.9 (68) Gly - B-Ala Leu Lys Lys D-sglys 0,124 10,3
C-35 2231 7055 3.9 (68) Gly - B-Ala  D-Ala Lys Lys D-sglys 0,00562 1,43
Cc-36 2232 / 3.9 (68) Gly - B-Ala p-Val Lys Lys D-sglys 0,00826 1,68
Cc-37 2233 / 3.9 (68) Gly - B-Ala D-Leu Lys Lys D-sglys 0,00430 1,03
C-38 2247 7PFQ 3.9(68) Gly - B-Ala  D-Nle Lys Lys D-sglys 0,00494 0,892




7.7 Inhibitoren nach Nummer

Zu finden Ki [uM]
Nr. Mi PDB inTab. (S.) Pw P6 P5 P4 P2 P1 ZIKV-Pro. WNV-Pro.
C-39 2264 / 3.9 (68) Gly - B-Ala p-Cha Lys Lys D-sglys 0,00694 0,735
C-40 2246 / 3.9 (68) Gly - B-Ala D-Pro Lys Lys D-sglys 0,0210 2,59
c-41 2263 / 3.9 (68) Gly - B-Ala D-Phg Lys Lys D-sglys 0,00484 0,371
C-42 2248 70BV 3.9 (68) Gly - B-Ala  D-Phe Lys Lys D-sglys 0,00306 1,92
C-43 2249 / 3.9 (68) Gly - B-Ala p-hPhe Lys Lys D-sglys 0,0103 1,29
C-44 2289 702M 3.10(73) Gly - Gly D-B%-hPhe Lys Lys D-sglys 0,0630 14,8
C-45 2288 / 3.10(73) Gly - Gly B2-hPhe Lys Lys D-sglys 0,0860 6,49
C-46 2216 / 3.11(75) e-Aca - - - Lys Lys D-sglys 1,48 63,3
C-47 2215 / 3.11(75) &-Ava - - - Lys Lys D-sglys 9,24 239
C-48 2214 / 3.11 (75) y-Abu - - - Lys Lys D-sglys 11,0 116
Cc-49 2213 / 3.11(75) B-Ala - - - Lys Lys D-sglys 7,91 91,8
C-50 2259 7ZW5 3.12(77) Gly - - 3-Amphac  nArg Lys p-sglys 0,00225 0,141
C51 2254 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac  Arg Lys p-sglys 0,00334 0,209
C-52 2294 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Phe(3-CH,NH,) Lys D-sglys 0,0454 1,36
C-53 2298 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Phe(4-CH,NH,) Lys D-sglys 0,0178 0,964
C-54 2292 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Gln Lys D-sglys 0,0524 0,742
C-55 2236 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Cit Lys D-sglys 0,0525 0,824
C-56 2260 8AQA 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Nle(e-OH) Lys D-sglys 0,0331 0,905
C-57 2132 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Tyr Lys D-sglys 0,197 3,75
C-58 2206 7zQF 3.12(77) Gly - - 3-Amphac  Tyr(3-NH,) Lys p-sglys 0,187 2,13
Cc-59 2210 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Tyr(3-NH,, Lys D-sglys 0,192 4,72
0-C(NH)NH,)
c-60 2179 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac  Phe(3-CN) Lys p-sglys 0,0725 3,04
c-61 2175 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac  Phe(3-C(O)NH,)  Lys D-sglys 0,190 5,87
C-62 2205 7zQ1 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Trp Lys D-sglys 0,0344 0,678
C-63 2238 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Phe Lys D-sglys 0,0593 1,53
c-64 2131 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac  hPhe Lys p-sglys 0,442 3,85
C-65 2230 8A15 3.12(77) Gly - - 3-Amphac 2-Nal Lys D-sglys 0,0481 5,09
Cc-66 2134 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac 1-Nal Lys D-sglys 0,266 3,15
C-67 2186 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Cha Lys D-sglys 0,0407 1,61
C-68 2228 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Nle Lys D-sglys 0,0735 1,27
Cc-69 2239 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Ala Lys D-sglys 0,0469 0,714
C-70 2148 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys Dab D-sglys 0,0129 0,689
C-71 2258 8AQK 3.13(81) Gly - - 3-Amphac  Lys nArg D-sglys 0,0395 0,803
C-72 2252 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys Arg D-sglys 0,0112 0,898
C-73 2293 7zPD 3.13(81) Gly - - 3-Amphac Lys Phe(3-CH,NH,)  D-sglys 0,00269 0,183
Cc-74 2297 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac Lys Phe(4-CH;NH,)  D-sglys 0,0115 0,852
C-75 2253 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac  Lys Gln p-sglys 1,97 27,6
c-76 2235 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac  Lys Cit p-sglys 2,44 75,3
c-77 2262 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac  Lys Nle(g-OH) D-sglys 2,64 121
C-78 2135 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac Lys Tyr D-sglys 18,2 422
c-79 2207 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys Tyr(3-NH,) D-sglys 3,71 77,9
c-80 2211 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac  Lys Tyr(3-NH,0-  D-sglys 0,697 57,1
C(NH)NH,)
c-81 2178 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac Lys Phe(3-CN) D-sglys 6,92 124
c-82 2174 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac  Lys Phe(3-C(O)NH,) D-sglys 6,62 135
C-83 2257 8AQB 3.13(81) Gly - - 3-Amphac Lys Trp D-sglys 2,79 69,5
c-84 2237 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac Lys Phe D-sglys 8,68 99,7
Cc-85 2291 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac Lys hPhe D-sglys 39,2 > 500
c-86 2229 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac  Lys 2-Nal p-sglys 3,06 101
c-87 2290 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac  Lys 1-Nal D-sglys 20,3 95,5
Cc-88 2185 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac Lys Cha D-sglys 7,83 50,4
C-89 2227 7zvs 3.3(81) Gly - - 3-Amphac  Lys Nle D-sglys 12,4 99,1
Cc-90 2255 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac  Lys Ala p-sglys 52,5 342
C91 2251 / 3.14 (85) Gly - - 3-Amphac Lys Lys sglys 0,0450 9,98
C-92 2200 / 3.14 (85) Gly - - 3-Amphac Lys Lys D-sLys 22,6 98,9
Cc-93 2208 / 3.14 (85) Gly - - 3-Amphac Lys Lys D-sulys 11,7 67,7
C-94 2244 / 3.15 (86) Gly - - 3-Amphac Lys Lys - 29,2 > 500
C-95 2250 / 3.15 (86) Gly - - 3-Amphac Lys hArg - 56,9 > 500
C-96 2243 / 3.15 (86) Gly - - 3-Amphac Lys Orn - 35,5 > 500
C-97 2245 / 3.15 (86) Gly - - 3-Amphac Lys Arg - 34,1 > 500
C-98 2234 / 3.15(86) Gly - - 3-Amphac Lys Trp - 231 > 500
Cc-99 2189 / 3.16(86) Dp-Cha - Gly B-Ala Lys Lys D-sglys 0,103 2,04
c-100 2177 / 3.16(86)  D-hCha - Gly B-Ala Lys Lys p-sglys 0,0366 0,767
C-101 2188 / 3.16 (86) p-hPhe - Gly B-Ala Lys Lys D-sglys 0,0850 1,81
C-102 2130 7ZUM 3.17(88) p-Cha - - 3-Amphac Trp Lys D-sglys 0,299 2,97
C-103 2128 7ZTM 3.17(88) p-Cha - - 3-Amphac 2-Nal Lys D-sglys 0,148 8,96
C-104 2133 / 3.17 (88) p-Cha - - 3-Amphac N-Me-2-Nal Lys D-sglys 0,435 7,94
C-105 2195 77ZV4 3.17(88) Db-Cha - - 3-Amphac  Lys Phe(3-CH,NH,)  Dp-sglys 0,0141 0,519
C-106 2196 7zVV 3.17(88) Dp-Cha - - 3-Amphac  Phe(4-CH,NH,)  Phe(3-CH,NH,)  D-sglys 0,0339 0,907
C-107 2194 / 3.17 (88) p-Cha - - 3-Amphac Phe Phe(3-CH,;NH;)  D-sglys 0,254 2,23
C-108 2193 / 3.17(88) D-Cha - - 3-Amphac  2-Nal Phe(3-CH,NH,)  Dp-sglys 0,259 1,78
C-109 2181 / 3.17(88) D-Cha - - 3-Amphac  Trp Phe(3-CONH,)  D-sglys ICso= 25,8 ICso= 45,5
C-110 2190 / 3.18(89) Db-Cha - B-Ala  D-Cha Lys Lys p-sglys 0,00428 0,993
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Anhang

Zu finden K; [uM]
Nr. mi PDB inTab. (S.) Pw P6 P5 P4 P2 P1 ZIKV-Pro. WNV-Pro.
C-111 2176 / 3.18(89) p-hCha - B-Ala p-Cha Lys Lys D-sglys 0,00637 0,843
C-112 2187 / 3.18 (89) p-hPhe - B-Ala p-Cha Lys Lys D-sglys 0,0125 0,983
C-113 2184 / 3.18 (89) p-Cha - B-Ala p-Cha Lys Phe(3-CH;NH,)  D-sglys 0,145 0,803
c-114 2183 / 3.18(89) D-Cha - B-Ala  D-Cha Lys Phe(3-CONH,)  D-sglys ICso= 27,3 I1Cso= 82,5
c-115 2182 / 3.18(89) D-Cha - B-Ala  D-Cha Phe Phe(3-CH,NH,)  D-sglys 0,245 6,22
C-116 2180 / 3.18(89) D-Cha - B-Ala  D-Cha Phe Phe(3-CONH,)  D-sglys ICs0=2,14 1Cso= 1,48
C-117 2286 / 3.20(93) Gly - Gly B2-hPhe? 2-Nal Lys D-sglys 1,80 63,1
c-118 2287 / 3.20(93) Gly - Gly B2-hPhe? 2-Nal Lys D-sglys 1Cso= 15,1 104
C-119 2159 / 3.22(101) Db-hCha - - 3-Amphac Arg Arg D-sglys 1Cs0= 0,711 IC50=4,72
C-120 2156 / 3.22(101) Phe - 2-Nal Arg Arg Arg D-sglys 1Cs0= 0,310 IC50=1,81
C-121 2158 / 3.22(101) Db-Phe - 2-Nal Arg Arg Arg D-sglys 1Cs0= 0,380 IC5o=12,4
C-122 2157 / 3.22(101) b-hCha - 2-Nal Arg Arg Arg D-sglys 1Cs0=0,750 ICso=2,67
C-123 2155 / 3.22(101) Db-Phe - Phe Arg Arg Arg D-sglys 1Cs0= 0,685 ICso=42,5
C-124 2154 / 3.23(101) Db-hCha - Lys Cha Lys Cha D-sglys 1Cs0=32,8 1Cs0=131
C-125 2153 / 3.23(101) b-hCha - Arg Cha Lys Cha D-sglys 1Cs0=16,1 1C50=67,1
C-126 2152 / 3.23(101) Dp-hCha - Lys Phe Lys Cha D-sglys ICsp=52,2 ICso= 196
C-127 2151 / 3.23(101) Dp-hCha - Arg Phe hArg Cha D-sglys ICsp=10,6 1Cso= 295
C-128 2150 / 3.23(101) b-hCha - D-Arg Phe hArg Cha D-sglys 1Cs0=11,6 1C50=39,9
C-129 2122 / 3.24 (105) Sar - Gly B-Ala Lys Lys D-sglys 0,332 30,5
C-130 2121 / 3.24 (105) Gly - Sar B-Ala Lys Lys D-sglys 0,333 30,6
C-131 2129 / 3.24 (105) Gly - Gly N-Me-B-Ala  Lys Lys D-sglys 0,396 31,3
C-132 2120 / 3.24 (105) Sar - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,0623 6,13
C-133 2123 / 3.24 (105) Gly - - 3-Amphac Nqo-Me-Lys Lys D-sglys 0,00637 0,373
C-134 2124 / 3.24 (105) Gly - - 3-Amphac Lys Nq-Me-Lys D-sglys 0,490 36,9
L-1 2217 / 3.4 (54) H-Gly - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys-NH, 0,0136 1,55
L-2 2223 7ZLD  3.4(54) Ac - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys-NH,  0,00948 1,48
L3 2224 7ZIC  3.4(54) Ac - - 3-Amphac  Lys Lys hAgm 0,0882 4,94
L-4 2173 / 3.29(119) Db-gAla - - 3-Amphac Lys Lys Leu-OH 37,1 630
L-5 2172/ 3.29(119) Db-gAla - - 3-Amphac Lys Lys Leu-NH, 0,275 163
L-6 2171 / 3.29(119) Db-gAla - - 3-Amphac Lys Lys NH-iPe 1,64 57,2

Xl
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7.8

Inhibitoren nach MI-Nummer

Tabelle 7.2 Inhibitoren nach MI-Nummer. Die Inhibitoren MI-759 bis MI-2116 wurden nicht im Rahmen dieser Arbeit
hergestellt und sind nur der Vollstandigkeit halber aufgefiihrt. Die Inhibitoren MI-2120 bis MI-2138 wurden von L.C. SCHMACKE
im Rahmen ihrer Masterarbeit auf Anregung des Verfassers hergestellt. Sofern eine Kristallstruktur im Komplex mit der ZIKV-
Protease existiert, so ist der zugehorige PDB-Code angegeben. Ein ,g“ vor der Aminosdureabkiirzung symbolisiert einen

guanylierten N-Terminus, ein ,s“ eine Verknlpfung der P1-Seitenkette mit dem C-Terminus des P2-Rests, ein ,u” eine

Harnstoffgruppe anstelle einer Aminogruppe am N-Terminus.

Zu finden Ki [uM]
MI Nr. PDB inTab. (S.) Pw P6 P5 P4 P2 P1 ZIKV-Pro. WNV-Pro.
759 47 / 3.2 (47) 3-Amphac - - - Lys Lys D-sglys 0,0373 15,3
1239 43 / 3.1(45) y-Abu - - 4-Amphac Lys Lys sgOrn 0,846 27,8
1240 38 6KK2  3.1(45) y-Abu - - 4-Amphac Lys Lys sglys 0,0918 6,30
2106 45 / 3.1 (45) y-Abu - - 4-Amphac Lys Lys D-sLys 24,7 68,1
2107 46 / 3.1(45) y-Abu - - 4-Amphac Lys Lys D-sOrn 13,2 31,7
2108 39 6KK3  3.1(45) y-Abu - - 4-Amphac Lys Lys D-sglys 0,0701 4,97
2109 44 / 3.1 (45) y-Abu - - 4-Amphac Lys Lys D-sgOrn 3,61 22,0
2110 42 6Y3B  3.2(47) Gly - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00168 0,149
2111 41 6KK4 3.2 (47) B-Ala - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00388 0,374
2112 40 6KPQ 3.2 (47) y-Abu - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00433 0,702
2113 54 7ZMI 3.4 (54) H-Gly - - 3-Amphac  Lys Lys D-sglys-OH 2,04 51,6
2114 48 / 3.2 (47) Gly - - 3-Aphac Lys Lys D-sglys 1,42 47,6
2115 55 6KK5  3.5(57) Ala - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,0182 1,39
2116 56 6KK6 3.5 (57) D-Ala - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00352 0,237
2120 C-132 / 3.24 (105) Sar - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,0623 6,13
2121 C-130 / 3.24 (105) Gly - Sar B-Ala Lys Lys D-sglys 0,333 30,6
2122 C129 / 3.24 (105) Sar - Gly B-Ala Lys Lys D-sglys 0,332 30,5
2123 C-133 / 3.24 (105) Gly - - 3-Amphac No-Me-Lys Lys D-sglys 0,00637 0,373
2124 C-134 / 3.24 (105) Gly - - 3-Amphac Lys No-Me-Lys D-sglys 0,490 36,9
2128 C-103 7ZTM 3.17 (88) p-Cha - - 3-Amphac 2-Nal Lys D-sglys 0,148 8,96
2129 C-131 / 3.24(105) Gly - Gly N-Me-B-Ala  Lys Lys D-sglys 0,396 31,3
2130 C-102 7ZUM 3.17(88) p-Cha - - 3-Amphac Trp Lys D-sglys 0,299 2,97
2131 C64 / 3.12 (77) Gly - - 3-Amphac hPhe Lys D-sglys 0,442 3,85
2132 C57 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac  Tyr Lys D-sglys 0,197 3,75
2133 C-104 / 3.17 (88) p-Cha - - 3-Amphac N-Me-2-Nal Lys D-sglys 0,435 7,94
2134 C66 / 3.12 (77) Gly - - 3-Amphac 1-Nal Lys D-sglys 0,266 3,15
2135 C-78 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys Tyr D-sgLys 18,2 422
2137 49 / 3.2 (47) 3-Amphac - - Gly Lys Lys D-sglys 0,0412 1,76
2138 50 / 3.2 (47) 3-Amphac - - B-Ala Lys Lys D-sglys 0,0814 56,5
2147 B8 / 3.28(118) Dp-gAla - - 3-Amphac  Arg Lys Ble-OH 0,0508 3,67
2148 C70 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys Dab D-sglys 0,0129 0,689
2149 B-7 / 3.28(118) - - - Phac Lys Lys Ble-OH 0,845 5,44
2150 C-128 / 3.23(101) Db-hCha - D-Arg Phe hArg Cha D-sglys 1Cs0=11,6 1C5p=39,9
2151 C-127 / 3.23(101) Db-hCha - Arg Phe hArg Cha D-sglys 1Cs0=10,6 1Cs0=295
2152 C-126 / 3.23(101) Db-hCha - Lys Phe Lys Cha D-sglys 1C50=52,2 1Csp=196
2153 C-125 / 3.23(101) Db-hCha - Arg Cha Lys Cha D-sglys ICso= 16,1 1Cso= 67,1
2154 C-124 / 3.23(101) Db-hCha - Lys Cha Lys Cha D-sglys 1C50=32,8 1Cs0=131
2155 C-123 / 3.22(101) Db-Phe - Phe Arg Arg Arg D-sglys ICso= 0,685 ICso=42,5
2156 C-120 / 3.22(101) Phe - 2-Nal  Arg Arg Arg D-sglys ICso= 0,310 ICso= 1,81
2157 C-122 / 3.22(101) Db-hCha - 2-Nal Arg Arg Arg D-sglys 1Cs0= 0,750 IC5o=2,67
2158 C-121 / 3.22(101) Db-Phe - 2-Nal Arg Arg Arg D-sglys 1C50=0,380 1Cs5o=12,4
2159 C-119 / 3.22(101) Db-hCha - - 3-Amphac Arg Arg D-sglys 1Cs0=0,711 IC50=4,72
2160 C31 / 3.8(67) Gly Gly Gly D-Arg Lys Lys D-sglys 0,00862 1,22
2161 C30 / 3.8 (67) Gly Gly Gly Arg Lys Lys D-sglys 0,0699 5,30
2162 C-25 7ZWK 3.8 (67) Gly Gly Gly D-Phe Lys Lys D-sglys 0,0144 1,74
2163 C24 / 3.8(67) Gly Gly Gly Phe Lys Lys D-sglys 0,315 5,93
2164 C-27 / 3.8 (67) Gly Gly D-Phe Gly Lys Lys D-sglys 0,204 3,43
2165 C29 / 3.8 (67) Gly D-Phe Gly Gly Lys Lys D-sglys 0,0171 1,32
2166 C28 / 3.8(67) Gly Phe Gly Gly Lys Lys D-sglys 0,0399 2,04
2167 C-26 / 3.8 (67) Gly Gly Phe Gly Lys Lys D-sglys 0,145 3,32
2168 C-23 / 3.7 (66) Gly - D-Phe Gly Lys Lys D-sglys 0,0169 0,908
2169 C-22 / 3.7 (66) Gly - Phe Gly Lys Lys D-sglys 0,0576 4,07
2171 L6 / 3.29(119) Db-gAla - - 3-Amphac Lys Lys NH-iPe 1,64 57,2
2172 L5 / 3.29(119) Db-gAla - - 3-Amphac Lys Lys Leu-NH, 0,275 163
2173 L4 / 3.29 (119) Db-gAla - - 3-Amphac Lys Lys Leu-OH 37,1 630
2174 C82 [/ 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys Phe(3-C(O)NH,) D-sglLys 6,62 135
2175 C61 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Phe(3-C(O)NH,) Lys D-sglys 0,190 5,87
2176  C-111 / 3.18(89) Dp-hCha - B-Ala  Dp-Cha Lys Lys D-sglys 0,00637 0,843
2177 C-100 / 3.16(86)  Dp-hCha - Gly B-Ala Lys Lys D-sglys 0,0366 0,767
2178 C81 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac Lys Phe(3-CN) D-sglys 6,92 124
2179 C60 / 3.12 (77) Gly - - 3-Amphac Phe(3-CN) Lys D-sglys 0,0725 3,04
2180 C-116 / 3.18(89) D-Cha - B-Ala p-Cha Phe Phe(3-CONH,) D-sglys 1Cs0=2,14 1C50=1,48

Xl



Anhang

Zu finden K; [uM]
Mi Nr. PDB inTab. (S.) Pw P6 P5 P4 P2 P1 ZIKV-Pro. WNV-Pro.
2181 C-109 / 3.17 (88) p-Cha - - 3-Amphac Trp Phe(3-CONH,) D-sglys 1Cso= 25,8 1Cso=45,5
2182 C-115 / 3.18(89) D-Cha - B-Ala  D-Cha Phe Phe(3-CH,NH,)  D-sglys 0,245 6,22
2183 C-114 / 3.18(89) D-Cha - B-Ala  D-Cha Lys Phe(3-CONH;)  D-sglys ICs0=27,3 1Cso= 82,5
2184 C-113 / 3.18(89) D-Cha - B-Ala  D-Cha Lys Phe(3-CH,NH,)  D-sglys 0,145 0,803
2185 (C-88 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys Cha D-sglys 7,83 50,4
2186 C-67 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Cha Lys D-sglys 0,0407 1,61
2187 C-112 / 3.18(89) D-hPhe - B-Ala p-Cha Lys Lys D-sglys 0,0125 0,983
2188 C-101 / 3.16 (86) D-hPhe - Gly B-Ala Lys Lys D-sglys 0,0850 1,81
2189 C-99 / 3.16 (86) p-Cha - Gly B-Ala Lys Lys D-sglys 0,103 2,04
2190 C-110 / 3.18(89) Db-Cha - B-Ala  D-Cha Lys Lys D-sglys 0,00428 0,993
2191 C-8 7PGC  3.5(57) p-hCha - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00233 0,219
2192 C10 / 3.5(57) p-hPhe - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00602 0,331
2193 C-108 / 3.17 (88) p-Cha - - 3-Amphac 2-Nal Phe(3-CH,NH;)  D-sglys 0,259 1,78
2194 C-107 / 3.17 (88) p-Cha - - 3-Amphac Phe Phe(3-CH,NH,)  D-sglys 0,254 2,23
2195 C-105 7zZv4  3.17 (88) p-Cha - - 3-Amphac Lys Phe(3-CH,NH,)  D-sglys 0,0141 0,519
2196 C-106 7ZVV 3.17(88) D-Cha - - 3-Amphac  Phe(4-CH,NH,) Phe(3-CH,NH,)  D-sglys 0,0339 0,907
2197 C-19 / 3.7 (66) Gly - Gly D-Ala Lys Lys D-sglys 0,187 6,97
2198 C-18 / 3.7 (66) Gly - Gly Ala Lys Lys D-sglys 0,0922 1,17
2199 C-21 / 3.7 (66) Gly - Gly D-Phe Lys Lys D-sglys 0,139 17,3
2200 C92 / 3.14(85) Gly - - 3-Amphac  Lys Lys D-slys 22,6 98,9
2201 C4 7VLG  3.5(57) p-Val - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00774 0,439
2202 C-2 / 3.2 (47) B-Ala - - 3-Aphac Lys Lys D-sglys 0,0802 4,28
2203 C11 / 3.6 (62) Gly - - e-Aca Lys Lys D-sglys 0,0154 0,973
2204 C-12 / 3.6 (62) Gly - - 8-Ava Lys Lys D-sglys 0,0167 1,22
2205 C-62 7ZQ1 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Trp Lys D-sglys 0,0344 0,678
2206 C-58 7ZQF 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Tyr(3-NH,) Lys D-sglys 0,187 2,13
2207 C-79 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac  Lys Tyr(3-NH,) D-sglys 3,71 77,9
2208 C-93 / 3.14 (85) Gly - - 3-Amphac Lys Lys D-sulys 11,7 67,7
2210 C-59 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Tyr(3-NH,, Lys D-sglys 0,192 4,72
0-C(NH)NH,)
2211 C80 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys Tyr(3-NH,,0- D-sglys 0,697 57,1
C(NH)NH,)
2212 C-13  / 3.6 (62) Gly - - y-Abu Lys Lys D-sglys 0,124 6,70
2213 C49 / 3.11 (75) B-Ala - - - Lys Lys D-sglys 7,91 91,8
2214 C48 / 3.11 (75) y-Abu - - - Lys Lys D-sglys 11,0 116
2215 C47 / 3.11 (75) §-Ava - - - Lys Lys D-sglys 9,24 239
2216 C-46 / 3.11 (75) e-Aca - - - Lys Lys D-sglys 1,48 63,3
2217 L1 / 3.4 (54) H-Gly - - 3-Amphac Lys Lys D-sglLys-NH, 0,0136 1,55
2218 C-5 / 3.5(57) p-Pro - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,0177 0,850
2219 C-16 7V 3.6(62) Gly - Gly Gly Lys Lys D-sglys 0,00374 0,129
2220 C-14 7VLH 3.6(62) Gly - Gly B-Ala Lys Lys D-sglys 0,00172 0,0686
2221 C-15 7PG1 3.6(62) Gly - B-Ala Gly Lys Lys D-sglys 0,00735 0,468
2222 c17 / 3.6 (62) B-Ala - Gly Gly Lys Lys D-sglys 0,0128 0,974
2223 L2 7ZLD 3.4 (54) Ac - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys-NH,  0,00948 1,48
2224 L3 7ZLC 3.4 (54) Ac - - 3-Amphac Lys Lys hAgm 0,0882 4,94
2225 C-3 / 3.5(57) Val - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,0428 6,71
2226 C-1 / 3.2 (47) y-Abu - - 3-Aphac Lys Lys D-sglys 0,106 16,5
2227 C-89 7zZYs  3.13(81) Gly - - 3-Amphac Lys Nle D-sgLys 12,4 99,1
2228 C68 / 3.12 (77) Gly - - 3-Amphac Nle Lys D-sglys 0,0735 1,27
2229 C8 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac  Lys 2-Nal D-sglys 3,06 101
2230 C-65 8A15 3.12(77) Gly - - 3-Amphac  2-Nal Lys D-sglys 0,0481 5,09
2231 C-35 7055 3.9 (68) Gly - B-Ala D-Ala Lys Lys D-sglys 0,00562 1,43
2232 C36 / 3.9 (68) Gly - B-Ala p-Val Lys Lys D-sglys 0,00826 1,68
2233 C37 / 3.9 (68) Gly - B-Ala D-Leu Lys Lys D-sglys 0,00430 1,03
2234 C98 / 3.15 (86) Gly - - 3-Amphac Lys Trp - 231 > 500
2235 C-76 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys Cit D-sglys 2,44 75,3
2236 C55 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac  Cit Lys D-sglys 0,0525 0,824
2237 C84 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys Phe D-sglys 8,68 99,7
2238 C63 / 3.12 (77) Gly - - 3-Amphac Phe Lys D-sglys 0,0593 1,53
2239 C69 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Ala Lys D-sglys 0,0469 0,714
2240 C-32 / 3.9 (68) Gly - B-Ala Ala Lys Lys D-sglys 0,075 7,76
2241 C-33  7PFY  3.9(68) Gly - B-Ala  Val Lys Lys D-sglys 0,340 39,7
2242 C34 / 3.9 (68) Gly - B-Ala Leu Lys Lys D-sglys 0,124 10,3
2243 C9% / 3.15(86) Gly - - 3-Amphac  Lys orn - 35,5 >500
2244 C94 / 3.15 (86) Gly - - 3-Amphac Lys Lys - 29,2 > 500
2245 C97 / 3.15(86) Gly - - 3-Amphac Lys Arg - 34,1 > 500
2246 C-40 / 3.9 (68) Gly - B-Ala D-Pro Lys Lys D-sglys 0,0210 2,59
2247 C-38 7PFQ 3.9(68) Gly - B-Ala p-Nle Lys Lys D-sglys 0,00494 0,892
2248 C-42 70BV 3.9 (68) Gly - B-Ala D-Phe Lys Lys D-sglys 0,00306 1,92
2249 C43 / 3.9 (68) Gly - B-Ala D-hPhe Lys Lys D-sglys 0,0103 1,29
2250 C-95 / 3.15(86)  Gly - - 3-Amphac  Lys hArg - 56,9 > 500
2251 C91 / 3.14 (85) Gly - - 3-Amphac Lys Lys sglys 0,0450 9,98
2252 C-72 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys Arg D-sglys 0,0112 0,898
2253 C-75 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys GIn D-sglLys 1,97 27,6
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7.8 Inhibitoren nach MI-Nummer

Zu finden K; [uM]
MI Nr. PDB inTab. (S.) Pw P6 P5 P4 P2 P1 ZIKV-Pro. WNV-Pro.
2254 C51 / 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Arg Lys D-sglys 0,00334 0,209
2255 C-90 / 3.13(81) Gly - - 3-Amphac Lys Ala D-sglys 52,5 342
2257 C-83 8AQB 3.13(81) Gly - - 3-Amphac Lys Trp D-sglys 2,79 69,5
2258 C-71 8AQK 3.13(81) Gly - - 3-Amphac Lys nArg D-sglys 0,0395 0,803
2259 C-50 7ZzwW5 3.12(77) Gly - - 3-Amphac nArg Lys D-sglys 0,00225 0,141
2260 C-56 8AQA 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Nle(e-OH) Lys D-sglys 0,0331 0,905
2262 C77 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys Nle(e-OH) D-sglys 2,64 121
2263 C41 / 3.9 (68) Gly - B-Ala D-Phg Lys Lys D-sglys 0,00484 0,371
2264 C39 / 3.9 (68) Gly - B-Ala p-Cha Lys Lys D-sglys 0,00694 0,735
2266 C-9 / 3.5(57) D-Phe - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00534 0,693
2267 C-7 7PFZ  3.5(57) p-Cha - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00359 0,395
2268 B-3 / 3.28 (118) gGly - - 3-Amphac Lys Lys Ble-OH 0,0114 4,01
2269 B-4 / 3.28 (118) gAla - - 3-Amphac Lys Lys Ble-OH 0,0114 3,63
2270 B-5 7ZNO  3.28(118) Dp-gAla - - 3-Amphac Lys Lys Ble-OH 0,00796 3,82
2271 B-6 / 3.28 (118) gB-Ala - - 3-Amphac Lys Lys Ble-OH 0,0184 0,838
2273 B-2 / 3.28 (118) H-Gly - Gly 3-Amphac Lys Lys Ble-OH 0,294 11,7
2275 B-1 / 3.28 (118) gGly - Gly 3-Amphac Lys Lys Ble-OH 0,0315 2,73
2286 C-117 / 3.20(93) Gly - Gly B2-hPhe? 2-Nal Lys D-sglys 1,80 63,1
2287 C-118 / 3.20(93) Gly - Gly B2-hPhe? 2-Nal Lys D-sglys 1Cso= 15,1 104
2288 C45 / 3.10 (73) Gly - Gly B2-hPhe Lys Lys D-sglys 0,0860 6,49
2289 C-44 702M 3.10(73) Gly - Gly D-B2-hPhe Lys Lys D-sglys 0,0630 14,8
2290 C-87 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys 1-Nal D-sglys 20,3 95,5
2291 C-8 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys hPhe D-sglys 39,2 > 500
2292 C-54 / 3.12 (77) Gly - - 3-Amphac Gln Lys D-sglys 0,0524 0,742
2293 C-73 7ZPD  3.13(81) Gly - - 3-Amphac Lys Phe(3-CH,NH,)  D-sglys 0,00269 0,183
2294 C-52 [/ 3.12(77) Gly - - 3-Amphac Phe(3-CH,NH,) Lys D-sglys 0,0454 1,36
2295 C-6 70C2 3.5(57) D-Leu - - 3-Amphac Lys Lys D-sglys 0,00953 0,276
2297 C-74 / 3.13 (81) Gly - - 3-Amphac Lys Phe(4-CH,NH,;)  D-sglys 0,0115 0,852
2298 C-53 / 3.12 (77) Gly - - 3-Amphac Phe(4-CH,NH,) Lys D-sglys 0,0178 0,964
2299 C-20 / 3.7 (66) Gly - Gly Phe Lys Lys D-sglys 0,0319 0,657
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