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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Proproteinkonvertasen

Die Analyse des humanen Genoms lasst auf das Vorhandense&ia. 800 unterschiedlichen
proteolytischen Enzymen schlieRemiese kdnnen basierend auf den am aktiven Zentrum
beteiligten Aminosdure sowie dem Katalysemechamusin Serin, Metallo, Cystein,
Aspartyl und Threoninproteasen eingeteilt werden. Der Clan der Glutamylproteasent
nicht in Menschewor.? Der Mensch expniert ca. 200 unterschiedliche Serinproteasen, was
etwa 1 % aller gebildeten Proteirentspicht. Die meistenSerinproteaserbesitzen eine
chymotrypsin odersubtilisinartigeFaltung. Die letzteren konneweiterin die prokaryotische
Unterfamilie S8A, diedem bakteriellen Subtilisin Carlsberghnelt und die eukaryotische
Unterfamilie S8B, die vim Kexin ausSaccharomyces cerevisabgeleitet wird,eingeteilt
werden Die furinartigen Poproteinkonvertasen (%), zu denen neben Furin auch PC1/3,
PC2, PC4, PC5/6, PC7 und PACE4 gehomihlen zur Unterfamilie S8B, wahrertths
pyrolysirartige SK+1 urd das Proteinase-Ehnliche PCSK2ur Unterfamilie S8A gehoreh

A
Threoninproteasen <
4

/\

a
iediei iif

”

Abbildung 1: Einordnung der Proproteinkonvertasen innerhalb der Serinproteasen.Die Serinproteasen werden in
15 Clans PA - ST) untergliedert, die weiter in Familien und Unterfamilien etedewerden. Aufgrund ihrer Homologie zu
den kexinartigen Serinproteasen gehoren fdiartigen PCs zur Unterfamilie S8BZur besseren Ubersicht ist nur die
Einteilung der humanen PCs dargestelit.
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PCs spielen eine zentrale Rollbei der Aktivierung zaleichea Vorlauferproteine im
sekretorischen Weg der Zelle. Sie aktivieren eine Reihe von Hormonen, Wachstumsfaktoren
sowie deren Rezeptoren und Adhasimookekule. VerschiedernenockoutStudienin der Maus

zeigen die Bedeutung der PCs vor allem in der Eoralentwicklung. InTabellel sind die
knoclout-Phanotyperder einzelnen PCs zusammengefdssfusatzlicheStudien miteinem
gewebsspezifischeknoclout desFurins in der Leber erwachsenktause zeigen, dass einige
Furinaubstrate, wie zum Beispiel Albumoder der InsulifRezeptor, auch in Abwesenheit

von Furin prozessiert werden kénnen, was fiir eine gewisse Redundanz der PC& Bjeicht
Ursache fur die fehlende Redundanz wahrend der Embryogenese konnte bisher nicht
identifiziert werden. Neben den phg®gischen Substraten werden aber auch zahlreiche
bakterielle Toxine und virale Oberflachenproteine durcls Biviert Die furinartigen PCs
spalten ihre Substrate nach spezifischen einzeln oder paarig auftretenden basischen
Aminosauren mit dem Motiv (R)-X,-(R/K)®, wobei der Pfeil die Spaltstelle symbolisiert

und X, fiir einen 0, 2, 4#der 6 Aminosauren langen Linker st&ht.

Der schematischéAufbau der Domanenstruktuder furindhnlichenPCs in Tabelle 1 zeigt
derenhohe strukturelle AhnlichkeitDie Seqenziomologieder katalytischen Doméane der

PCs zu Furin betragb4 i 70 %.° Alle furinartigen FCs besitzen ein $jnalpeptid, ein
Prosegment, die katalytische Doméne sowie eib®éne. Das Nerminale Signalpeptid ist

fur die Translokation des Enzyms insd&R verantwortlich. Das Prosegment enthalt mehrere
basische Aminoséauremach denen die primare und spater die sekundare autokatalytische
Aktivierung stattfinden Die C&*-abhangigesubtilisinartige Proteasedomarenthalt im
aktiven Zentrum die konservter katalytische Triade bestehend aus den Aminosauren Asp,
His und Ser. DiehochkonservierteP-Doméneist fur die korrekte Faltung des Enzyms
essentiell undfir die Ausbildungeiner C&*-Bindestelle verantwortlichDie geringsta
Sequenzhomologien befindsith in der Gterminalen Region dd?Cs Je nach intrazellularer
Lokalisation findet man hier zum Beispiel zusatzlich eine -@che Domane, eine
zytoplasmatisch®oméne, eine Transmembr@omane oder eine amphipistche Helix™°

Im Folgenden soll auf diestrukturellen und biologischen Aspekides Furins naher

eingegangen werden.
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Proproteinkonvertase Vorkommen Subzellulare Null-Phanotyp Mégliche Indikationen fiir
(Gen) Lokalisation Inhibitoren
Furin Ubiquitar TGN, Embryonisch letal an Tagl Virale Infektionen(Influenza,
DH N § Zelloberflache Embryonaér Dimorphisnus Masern DengueFiebe),
(FURIN) 794 AS Endosoma fehlerhafte axiale Drehungnd Bakteriellelnfektionen (Shiga
Herzentwicklung Toxin, Anthrax, Diphteria),
Krebs TumorMetastas,
Arthritis
PC1/3 Neuroendokrines  Sekretorische Minderwuchs, Neuroendérine Krebsarten
|DH N8 System Vesikel gestorteGHRH- & POMC- (Insulinoma), Diabetes
(PCSK1) 753 AS Prozessierung,
Hyperproinsulidmig
PC2 Neuroendokrines  Sekretorische Hypoglykéamie Proinsulirémie, Hypersteroidl-bedingte
DH D S System Vesikel Glukagormangel gestérte Krebsarten
(PCSK2) 638 AS OpioidpeptidProzessierung (Hypophysenadenom
verzdgertes Wachstum Bronchialtumorg
Diabetes
PC4 Keimzellen: Zelloberflache ?  méndich: Unfruchtbarkeit Kontrazeptivum fir Manner
yDH NS Testikulare Zellen weiblich: reduzierte
(PCSK4) 755 AS OvarialeZellen Fruchtbarkeit
PC5/6 Weite Verbreitung A: Embryonisch letahach Dyslipidamie Kardiovaskulare
DH N § Nebennierenrinde Sekretorische Implantation 4,5- 6,5 Tage) Erkrankungen
(PCSK5) 913 AS Darm, Niere, Vesikel
ovariale Zellen
DH_N S B:
O '& |‘r E— — H W 1860 AS TGN, Endosomen
PACE4 Weite Verbreitung: TGN, Zu 25%embryonisch letal an Arthritis , Krebs
}(DH NS . Muskeln, Herz, Zelloberflache Tag 15,5, Kaniofaziale & ZNS-
(PCSK®) | 969 As HypophyseDarm  Endosome, EZM  Defekte rechtsterialer
Kleinhirn, Niere Isomerismus
PC7 Ubiquitar TGN, Thymusdefekte, Angstverlust  Arthritis, Angststdrungen
EH N S Zelloberflache,
(PCSKY7) 785 AS Endosoma

Tabelle 1: Ubersicht der furinartigen PCs. N-Glykosylierungen 1) und die autokatalytischen Spad¢n (primare Spaltstellen sind mit hellgrauen und sekundare mit schwarzen Pfeilen
gekennzeichnet) sind hengehoben. Allekexindhnlichen PCs bestehen aus einem Signalpeptid (rot), einem Prosegment (gelb), einer katalytischerjdDokedgréin) und eineP-Doméne
(hellgriin), diedas aktive Zentrunstabilisiert. Einige PCs enthalten zusatzlich eine-@che Doméne (hellblaugine zytoplasmatischédoméane(dunkelblau), eine Transmembr@oméane
(orange) oder eine amphipatische Helix (lila). Die Reste ka¢alytischen Triade uhdas Asn (Asp im Fall von PC2jles oxyanion hole sind im EinBuchstaberCode gekennzeichnet.

Abkirzungen:  ZNS:  zentrales

Nervensystem,

GHRH:

Wachstumshefreieatzendes

Hormon,

EZM: extrazellulare

Matrix,

POMC:

Proopiomelanocan®’
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1.2.Furin

Der Name Furin leitet sich von dem korrespondierenden Gen FUR ab, das sich oberhalb des
FES/FPS Protoonkogens (FUR: FES/ FlRBtream regionbefindet und Ahnlichkeiten zu

dem Gen ds bereits bekanntdtroteas&ex2 der Hefezeigt'* Furin wuide in den folgenden
Jahren intensiwntersuchtund gilt als Prototyp dehumanenPCs'*** Das Enzym wird
ubiquitar exprimiert und kommt in allen Wirbeltieren und in vielen wirbellosen Tieren vor.
1415 Das strikt C&'-abhéngig Furin spaltet bevorzudE-terminal an einemirginin an einer
multibasischen Erkennungssequenz mit dem KonsensusreHvR/K-RZ-X-, wobei X fiir

eine beliebige Aminosaure stéfit.Es ist ein Typ {Transmembranprotein mit einer
Gesamtlange von 794 Aminosauren bei Menschen. Diagrdform des Furins besitzt ein
Signalpeptid mit einer Lange von 24 Aminosauren, eine Prodomane riRes&8n gefolgt

von einer Kette aus 687 AminosaureDiese besteht aus einesubtilisirdhnlichen
Proteasedmane mit dekatalytischenTriade Ser368, His194nd Aspl53, einer-BPomaéne,

einer Cysreichen Domane, einer Transmembrandomane und einer zytoplasmatischen
Domane. Die glkosylierte und phosphoryliertéroform hat ein Gewicht von etwa 96 kDa,
wahrend das der reifen Form bei 90 kDa I¥gt.

1.2.1. Autoaktivier ung und Lokalisation

Die Aktivierung des Furins ist ein mehrstufiger Prozess, bei der deirghzweifache
autokatalytische Spalturdpas aktive Enzym entsteht.dprofurin wird am rauenER der Zelle
exprimiert und durch Vermittlung des 24inosaurdangen Signalpeptids in das Lumen des
ERs abgegeberDurch kotranslationaleAbspaltung des Signalpeptids liegt das inaktive
Profurin vor.Im ER agiert die Prodoméne als intramolekulares Chaperon, das die korrekte
Faltung der Proteasedomémendglicht Des Weiteen werden die Disufidbricken innerhalb
des Enzyms ausgebildet und zwei@Wkosilierungenfinden amAsn387 sowie Asn440
statt’®* ¥ Im Folgendenkommt es nach R104T-K-R10%® zu einer ersten schnellen
autokatalytischenund C&*-abhangigen Abspaltung des Ropeptids im frilhen Golgi
Komplex!’ Die Prodoméne bleiedoch nochan Furin gebunden und dient als effizienter
Autoinhibitor (IGso = 14 nM)? Dieser Komplex wird iber das ERolgi-intermediére
Kompartiment (ERGIC) zum Golghpparat transportiertDort findet die Modifizierung der
N-glykosidichen Zucker zu komplexen Zuckerkettstatt’® Es folgt der Transport zum
TGN, indem die zweite autokatalytische Spaltung hinter der SedRédt-V-T-K-R75® in
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einemrelativ sauren Milieu mieiner Halbwertszeit vo ca.105 mindeutlich langsameals
die erste Spaltunstatfindet® % Es folgt die schnelle Dissoziation d@rodomanefragmente
wodurch Furin seine aktive Form erlanijach der vollstandigen Aktivierung ist Furin im
TGN lokalisiert, von wo es durcWermittlung der zytoplasmatischen Doméane in Richtung

Endosomen und Zelloberflache transportreirt.?*

DH N §
Endoplasmatlsches I T s Priprofurin
Retlkulum |
DH N §
ERGIC — % (1 s Profurin

Argl07 l
c:s-Golgl Netzwerk ot ¢

Golgi-Apparat ﬁi} on N s
inaktive Form

v *J::u
trans-Golgi Netzwerk Abg7s
~u “r:l:ﬂ aktive Form
DH N §
@o/' OLysosom B ' aktive 16sliche Form

Plasmamembran /

transportkompetente Form

extrazellulirer
Raum

(AR,

Abbildung 2: Autokatalytische Aktivierung desFurins. Am rauenER wird Péprofurin synthetisiert und das Signalpeptid
kotranslational abgespaltens Eblgt die Faltung, NGlykosilierung und schlieRlich die Abspaltung der Prodoméne, die aber

an der katalytischen Domé&ne gebunden bleibt. Diese transportkompetente Form gelangt Uber-Glalgi- ER
Intermediarkompartiment (ERGIC) in den Gelgypparat, wodie Modifizierung der Zuckestattfindet Im TGN kommt es zu

einer zwéen autokatalytischen Spaltung und zum Abldsen der Fragmente der Prodomane, wodurch das enzymatische aktive
Furin entsteht

In Abbildung 3 ist die unterschiedlicheLokalisierung des Furinglargestellt.Durch die
Bindungan das Adapterprotein 1 (AB verlasstFurin das TGN irRichtungder Endosomen
oder durch Bindung an ARin Richtung debasolateralen Zelloberflache endokrinen und
neuroendokrinen Zellen vermittelt AP die Sortierungdes Furins in unreife sekretorische
Granula (ISGs). Caseidinase2 (CK2)phosphoryliertes Furimvird durch ésphosphofurin
acidic cluster sorting proteii (PACS1) mit AP-1 verbundenum Furin aus den ISGs oder
Endosomen zuriickzugewinnend ins TGN zuransportiereri® An der Zelloberfichewird
Furin durch das Zytoskelettptein Filamin gebunden.Die Dynamin/Clathriavermittelte
Internalisierungbegimt mit der Bindung des Tyrosirotivs von Furinan AR2 in frihen
Endosomen. Dort kann Furin entwederch die ProteisPhosphatase 2A dephosphoryliert
und dann Uber die spaten Endosomen in das Zi@tkcktransportiert werden oder durch €K
2 wieder phosphoryliert und in einem PAQ&bhangigen Schritt wieder an die
Zelloberflachegelangerf* Das SortingNexin 15 vermittelt den Transport von Furin dardie

endosomalen Kompartimerfte
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Golgi-Apparat E

trans-Golgi Netzwerk
AP-1
AP-1/ AP-4
J Eni T Cm/\
Endsomen
. PACS-1 Endsomen
Regulierter ' gié/s : @) O
Weg ISGs PP2AT / gzgkliemnde Konstitutiver/
nasomen
/ friihe basolateraler Weg
Endsomen CK2/ AP-4
SNX-15 PACS Y
w1 Yy
/77 N\ Y il
Plasmamembran

Abbildung 3: Intrazelluldre Lokalisation des Furins. Die Sortierungdes Furins iber deregulierten Wegs beginram
TGN mit der Bindung an ARL und dem Transport zu déBGs. Die Rickgewinnung aus den ISGs zum TGN erfolgt durch
eine CK2/PACS1-vermittelte Reation. Die Sortierung des Furins Uber den basolateralen Weg wird durd@irtiang an
AP-4 vermittelt und fiihrt zur Zelloberflichenbindung an Filamin. In einer Clabymdminabhangigen Reaktion wird
Furin an AR2 gebunden und wieder in die Zelle aufgenommsbkirzungen: AP: Adapterprotein, CK2: Casé&imase 2,
ISG: unreife sekretorische Granula, MSG: reife sekretorische Granula, hGS§phofurin acidic cluster sang protein
SNX-15: SortingNexin 15°

1.2.2. Physiologischeund pathologische Prozesse

Furin katalysiert die Prozessierung viel®roproteinsubstrate und istufgrund seiner
unterschiedlichenLokalisierung in viele phy#ologische Prozesse involviert. Zu den
SubstraterdesFurins zahlen unter anderem die Vorlauferproteine detd&drinnungsfaktoren
pro-FaktorIX und X sowie der prevon-Willebrand Faktor und pr®rotein C2° Neben diesen
Plasmaproteinewerden auch zahlreicHeroformen von Rezeptoren wie deruhsrezeptor,
daslow density lipoprotein recepteelated protein(LRP) oder der VitamirB;-Rezeptor
von Furin gespaltefi:*® Zu den zahlreichen Wachstumsfaktoren und Hormonen, die von
Furin aktiviert werdengehorenunter anderemdas pro-Parathormonpro-Endothelinl oder
pro-Neurotrophin3.3%*? Knoclout-Studien in Mausmodellen fiihrten zum embryonalen Tod
nach 11 Tagen. Bei zahlreichen Faktordie fur die Gewebsdferenzierung in desem
Entwicklungsstadiunverantwortlichsind, handelt es sich um Subste des Furins. Hierzu
zahlen unteranderem TGPB1 (transforming growth factgr b-NGF (nerve growth factge
KnochenMorphogenese Faktoren wie BMPund verschiedenmtegrinewie a4-Integrin,
welches in Kombination mit dem vaskularen Z&tihasionsmoleld VCAM-1 Zell-Zell-

Kontaktein der embryonalen Entwicklung vermittétt’
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Neben smen physiologischen Funktionenist Furin auch bei zahlreichen
pathophysitbgischen Prozessedurch die Spaltung korpereigeneber auchzellfremde
Substraténvolviert. Furin aktiviert das Vorlauferprotein derSekretase, die an der Bildung
derb-Amyloidpeptideim Gehirn beteiligt ist® Toxische digomere Strukturen dieser Peptide
und die daraus gebildeten Plaqusisad in die Entwicklung er AlzheimerErkrankung
involviert.® Des Weiterenist Furin sehr wahrscheinliclan der Entstehung vamestimmten
Tumoren beteiligt Erhohte Aktivitden des Furins und verwandte Proproteinkonvertasen
konnte mit einer gesteigerten Invasivitat und Malignitéit Tumorenin Verbindung gbracht
werden. Es wird vermutet, dass Furin eine verstarRidivierung von Metalloproteasen,
Angiogeneseund Wachstumsfaktoren oder deren Rezeptbemirkt*®** Jedoch istFurin
auchander Spaltung voiProteinen mit Tumorsuppressanktion wie Cadhene, beteiligt**

In vaskularenZellen der glatten Muskulatuund Makrophagen aktiviert Furin wahrend
arteriosklerotischer  Gewebsveréanderungen Integrinsowie  membrangebundene
MatrixmetalloproteaserDadurchkontrolliert essowohl die integrinabhéngige Adsion und
Migration als auch die Signalwege in den Muskelzélfen.

Nebenden zelleigenen Vorlauferproteinekpnnenauch eine Reihe bakterieller und viraler
Proteine durch Furin aktiviert werden(Abbildung 4). Diese Spaltung findet in
unterschiedlichen ZBompartimenten stattBeispielsweisevird in den frihen Endosomen
Diphtheriee und Shigadxin aktiviert, wahrend mm TGN neben dem Influenza
Hamagglutinienauch VorlauferproteineinigerParamyxe, Flavi und Filoviren durch Furin
gespaltenwerden Dagegenerfolgt die Aktivierung des Proaerolysins und des protektiven
Antigens(PA) desAnthraxbxins durch membrangebundenes Fuainder Zelloberflaché *®
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Golgi-Apparat C\/\—Q

C/\Q trans-Golgi Netzwerk
TGN/ biosynthetischer Weg
- Influenza HA
- Fusionsprotein-Precursor von

Em{'ozylr)li:vc‘hc'i‘ I_/Veg Paramyxoviren (z.B. MV, Mumps)

- DlPhThCl’]Cl-T()Xln - Membranprotein-Precursor von

- Shiga-Toxin Flaviviren (z.B. DENV, WNV)

- Pseudomonas Exotoxin A - Glykoprotein-Prescursor von
friihe Endosomen Filoviren (z. B. EBOV, MBGV)

- HIV gp160
- Chikungunya P130
i 2 /1a\ e
/‘\ Plasmamembran

Zelloberfliche

- Anthrax-Toxin PA

- Proaerolysin

- Clostridium alpha-toxin

Abbildung 4: Furinkatalysierte Aktivierung viraler und bakterieller P roteine in unterschiedlichen

Zellkompartimenten. An dea Zelloberflache spaltet Furidas protektive AntigePA) des Anthratoxins, Proaerolysin und
a-Toxin von Clostridium septicumIn den leicht sauren Endosomekommt es zurAktivierung der Diphterie und

Shigabxine als auch des Psedomonas Exotoxi Furin spaltet hauptsachlichim TGN das Hamagglutinin der

Influenzanren, aber auchGlykoproteine von Masertinen % 46

Die Beteiligung des Furins an diesen pathologischen Prozessen macht es zu einem
interessantenAngriffspunkt fir die Entwicklung neue Wirkstoffe. Diese Hemmstoffe
kénnten ein neuer Ansatzpunktir Therapie unterschiedlicher Krankheiten sdda Furin

und die anderenPCs auch bei vielen normalen physiologischen Prozessen beteiligt sind,
kbnnte es bei einer zu starken Hewirkung dber langere Zeitrdume auch zu
Nebenwirkungen kommemie Gabe eines synthetischen Furininhibitors sollte jedoch nur zu
einer teilweisen Hemmung des Furins fuhren und bei akuten Infektionserkrankungen somit
eine zeitlich begrenzte Anwendung von-R€mmestoffen toleriert arden

Daher soll m Folgenden speziell auf die Rolles Furins im Rahmen der Influenza
Diphtherie und Milzbrandinfektion eingegangen werden, da hiermit den im Rahmen

dieser Arbeit synthetisierten Inhibitorerperimentelldaten vorliegen.

1.2.2.1. Influenza

Eine Influenzanfektion wird durch RNAViren der Familie Orthomyxoviridae hervorgerufen,
die weiter in die Gattungen A, B und C eingeteilt werden konnen. Eine Infektion mit

InfluenzaViren der Gattung A und B kann bei Menschenschweren Erkrankungen mit
8
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hohem Fieber und Reizhusten fihren, wahrend die Gattungi€milde Krankheitsverlaufe
zur Folge hat. Im Fall von gesunden Erwachsenen dauert die Erkrankungaetivdochen,
wéhrend bei alteren odemmunsupprimierterMensclen schwerwiegend&omplikationen,
wie Lungenentziindugenuftreten kénnef’ In der Regebterberjahrlich aufgrundsaisonale
Grippeausbiich in Deutschland metais 1000 Menschen, wobei die Dunkelziffer vermutlich
in bestimmten Jahredeutlich hoher ist® Neben Menschesind zum Beispiel auch Végel
und zahlreich@ndereSaugetieren von Influengafektionen betrofferf®

Zu Beginn des Vermehrungszyklus bindet das Virus (ber das Oberflachenprotein
H@ maggl utinin an sialins2urehaltige Rezep!
Wirtsepithelzellerf’.0 Die niedrige Affinitat des Hamagglutinins zu den Rezeptoren>K,1
mM) wird durch die gleichzeitige Ausbildung multipler Bindungen ausgeglichén.
Anschliel3end wird das Virusittels Endozytose in die Zelle aufgenommen. Wahrend der
Reifung des Endosoms sinkt der fo¥%ert in seinem Lumen duradfie V-ATPaseAktivitat,
wodurch Protonenin das Lumen der Endosomeyepumpt werden® Bedingt durch den
niedrigen pHWert kommt es zu einem irreversiblen Konformationswechsel des’HA
Voraussetzungflr diesen Konformationswechsel ist digorangegangeneSpaltung des
Hamaaglutinins IAO) in die Untereinheiten HA1 und HAZlurch eine Wirtsproteaseé.
Wahrend der Konformationsanderung kommt es zur Dissoziationzyteplasmatischen
Domaéane deHA2-Untereinheit von den MMatrixproteinenund der Ruckfaltung der HA1
Untereinheitauf der Oberflache degirus. Die helikalen HA2Domé&nen des Homotrimers
werden freigesetzt und binden niitrem Fusionspeptid(Reste Glyileu2Phe3Gly4-...i
Gly23 von HA2) an die Endosomenmembrait® Durch die Ausbildung einer
haarnadélhnlichen Konformation der Fusionspeletiverdendie Lipide aus deEndosomen
und Virusmembran mainander verbundenund es kommtzur Ausbildung einer
Fusionsporg®>* Es gelangenProtonendurch M2Kanalein das Virusinnere, wodurch die
viralen Ribonikleoproteinlomplexe vom MiMatrixproteinaésen®® Die acht Minusstrang
RNA-Segmente und damit assoziierte Protgi@angen durch die Fusionspanedas Zytosol
und werderanschlieRendurch Importine in den Zellkern transportigtim Zellkern findet
durch viruseigene RNAolymerasen sowohliel Transkription der RNA in mRNA als auch
die Replikation in einen Plusstrarggatt der als Matrize flr die Synthese neuwéraler
MinusstrangRNA dient*® Die mRNA wird in das Zytosol transportiert und am rauen ER
translatiert. Dieneu gebildeten Viruspteineund die MinusstrardRNA sammeln sich an der
Zelloberflache,an derdurch Ausknospundbudding ein neus Virus bildet Durch das

Hamagglutinin ist das Virus noch an demdstandige Sialinsdure der Wirtszellrezeptoren
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gebunden. AnschlieRend spaltet i@l virale Neuraminidase die Sialinsaure vaten
Wirtszellglykoproteinen ab undia nur schwach bindendeS8ialinsdureeste diffundiere
rasch vom neugebildeten Vires

reifes, infektioses

Retikulum
Ribosomen

Nukleocapsid-
Transport

Nukleocapsid-
Transport

Zellmembran

Abbildung 5: Replikationszyklus des InfluenzaVirus. Zu Beginndes Vermehrungszykludockt das Virusiber ds
Hamayglutinin an sialinsaureditige Rezeptorenauf der Zelloberflache an. Das Virus wird endozytotisch in die Zelle
aufgenommen. Durch den sauren pH im Endokommt es zur Konformationsdnderung des Hamagglugtimid somit zur
Ausbildung einer Fusionsparelurch die das virale Nukleocapsid freigesetzt wird. Im Zellkern wird die virale RNA
transkribiert und repliziert. Diam rauen ERranslatierten Virusproteine und das neu gebildete Nukleocapsid werden zur
Zellmembran transportie Die Oberflachenproteine des Virus gelangen vom ER und dem-Sojgirat ebenfalls zur
Zellmembranan deres zu AusknopsungeuerVirenkommt.Um infektiose Viren zu erhaltemird das HAvon HPAIV im
sekretorischen Weg durch eine Wirtsprotease gespalerden.

Die Spaltung des Vorlauferproteins des Hamagglutinins (HAO) ist, wie bereits beschrieben,
Voraussetzundir die Infektiositat des Virus und erfolgt durch wirtseigene Protedsen.
Basierend auf den zurzeit bekannten achtzehn Hamaggi@tidohypen (H1i H18) und den

elf Neuraminidas&ubtypen (NI N11) werden die Influenzaken in Subgruppereingeteilt
InfluenzaViren kénnen weiterhin in hoetlund niedrigrathogene Vireringeteilt werder* >

Im Fall von niedrigathogenenaviaren Influenzaven (LPAIV) hat das HAO eine
monobasische Spaltstelle, drevivo durchtrypsinartige Serinproteasen wie di#MPRSS2
(transmembrane protease sering dler die HAT fuman airway trypsidlike proteasg im
Respirationstrakt des Wirts gespalten werdelf:®* Aufgrund der organspezifischen
Expression ist die Infektion in der Regel auf den Respirat@akidoegrenzt.Die saisonalen

Influenzaviren der HASubtypen H1,H2 und H3 zahlen zu den niedpathogenen
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Influenzavren, ebenso wie die pandemischen ErregerNH1(Schweirgrippe), H2N2
(Asiatische Grippe) oder H3N2 (Hongke&gippe) Im Gegensatz zum HAO der
niedrigpathogenen Viren, besitzen hochpathogenwére Influenzaren (HPAIV) eine
multibasische Spaltstelle, dieor allem durch die PCs Furin und PC5{fspaltenwird.®?
Aufgrund derweitenVerbreitungder beiden verwandten P@sMenschen und Végeln kann
eine Spaltung des HA8niger Stammeler H5 und H7Subtypenn allen Geweben erfolgen
und somit zu schweren Infektionen mit hohen Mortalitatsraten fiffilis heute haben sich
nur wenige Menschen miHPAIV infiziert. Ein Grund hierfir sind unterschiedliche
sialinsaurehaltige Rezeptoren in den verschiedenen Sp&ziefiuenzavren bindenin
Vogeln an Sialinsaurend i e2,3-glykosidisch mit Galaktose weniipft sind, wéhrendm
Menschen Rezeptoren vorhanden sind, an denen die Sialinsaiglykosidisch verkniipft
ist.*® Aufgrund des Auftretens beider RezeptortyjieiTracheazellen von Schweineesteht

im Fall einer Kanfektion die Gefahr einer Reasserung wodurch ein neues pandemisches
Virus gebildet werden karftf

Die jahrliche Impfung ist die wichtigste Praventionsmaflinahme gegen eine mdgliche
Grippeinfektion. Aufgrund der hohen Mutationsrater digfluenzavren ist eine jahrliche
Anpassung an dieauftretenden Virusstamme notwendig und die Impfwsalte fur
Risikogruppen jahrliclerfolgen. Unter Berlicksichtigung der auftretenden Falle gibt die WHO
im Fruhjahr eine Empfehlung an digersteller fur dieZusammensetzung des Impfstoffs
heraus® Die Praluktion dauert etwa ein halbes Jahr, so dass der Impfstoff im Herbst
verfugbar ist. Im Fall einer plétzlich auftretenden Pandemie isiedémge Produktionszeit
problematisch, da zunachst kein Impfstoff verfigbar ist, was B80®er Schweinegrippder

Fall war. Universalimpfstoffe, die gegen generell vorkommende Antigpitope gerichtet
sind und somit gegen alle Influenzasubtypen eingesetzt werden kdnnten, sind zurzeit in der
Entwicklung® Fur die Behandlung einer akutémfluenzanfektion stehen in Deschland
zwei Arzneistoffklassen zur Verfugung. Hierbei handelt es sich um die
Neurami ni dasehemmer © ORoeHe)t anmdi Zanamivir ( (Relerfa b u
GlaxoSmithKline) sowie ér nur noch selten gee n | nA-VMirem engesetzte M2
Protonenkanalinhibito Amantadin. Fiur die zugelassenen Virostatika ist eine zunehmende
Resistenzrate zu beobachféurch eine Mutation der Neuraminide@i274Y) des Subyps
HA1N1 traten 2007 vermehrt OseltamiResistenzen duDer Anteil der resistenten Viren
zeigt saisnde Unterschiede, so waren zum Beispel2008/2009 etwa 906 der Viren
resistent gegentber Oseltamjvicvdhrend in der folgendenSaison eine geringere

Resistenzrate zu beobachten Wabie zunehmende Ausbildung von Resistenzen konnte
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vermieden werden, wa statt viraler Enzyme wirtseigene Zielstrukturemvie die HA-

spaltende Pteasengehemmt werden

1.2.2.2. Hundestaupe

Hundestaupe ist eine infektiose Viruserkrankung, die durch das canine-Steugpé&anine
distemper virus CDV) hervorgerufen wird und unteanderem die Familien Canidae,
Mustelidae oder auch Hyanidae betrffitDas CDV besitzt eine EinzelstraFd§NA mit
negativer Polaritat undzahlt, ebenso wie das humanpathogene Masernvirus oder das
Rinderpestvirus, zur Familie der Paramyxoviridae und hiezisp zu den Morbilliviren.
Menschen erkranken in der Regel nicht an Hundestaupe, in einigen wenigen Fallen konnten
allerdings antiCDV Antikorper in Menschen nachgewiesen werden, was ein Indiz fur eine
vorangegangene Infektion sein kdfiin weiteren Eperimenten wurde gezeigt, dass eine
Anpassung an menschliche Zellrezeptoren innerhalb weniger Replikationszyklen moglich ist.
Um sich in der menschlichen Zelle reproduzieren zu kgrméssten allerdings noch weitere
Mutationen stattfindef’

Das Virus wid in der Regel durch eingropfchennfektion tbertragen und befallt zun&chst
den lymphatischen Rachenring sowie die bronchialen Lymphknoten. Durch infizierte
Lymphozyten und Makrophagen gelangen die Viren in weitere lymphoretikulare Organe wie
Milz, Thymus und Knochenmark, in denen es zu einer massiven Replikation der Viren
kommt. Zu den ersten Symptomen zahlen Fieber, Dehydrierung und Lethargie. Im Verlauf
der Infektion kann es zu einer Leukoenzephalomyelitis und einer daraus resultierenden
Demyelinisatiorder Nervenzellen kommé#.”*

Dauerund Verlauf einer Hundestaupétktion variieren stark und hangen sowohl vom Alter
und der Immunkompetenz des erkrankten Tiers als auch vom Virusstamm ab.

Die Infektion beginnt, wie inAbbildung 6 gezeigt, mit der Bidung eines tetrameren
Komplexes aus sogenannterPtbteinen auf der Virusoberflache an Wirtszellrezeptoren wie
dendritic celtspecific intercellular adhesion molectBegrabbing norntegrin (DC-SIGN),

cluster of differentiation 150/signaling lymphocytdieation moleculg CD150/SLAM) oder
cluster of differentiatiom6 (CD46). Es wird angenommen, dass durch diese Bindung eine
Konformationsanderung des-Pfoteins erfolgt, wodurch das FusionsproteirP(Btein)
ebenfalls die Konformation &ndert und sich doriiber eine Distanz von mehreren

Nanometern an die Wirtszellmembran anlagert. Durch UmlagerungefPirat€in kommt es
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zur Porenbildung, durch die das irs in die Wirtszelle gelandt Dieser
Konformationswechsel wird nur dann maoglich, wenn Furin dasavelprotein des trimeren
F-Proteins g in die Untereinheiten JFund F, im vorangegangenen Replikationszyklus im
TGN gespalten hdf Direkt nach der Aufnahme in die Zelle kommt es zur Transkription des
viralen MinusstrangRNA-Genoms durch die RNAbhangig RNA-Polymerase, die mit dem
Genom assoziiert isDie virale mRNA wird am rauen ER translatiert und die neu gebildeten
Virusproteine sammeln sich an der Zelloberflachaerch die Polymerase findet auch die
Replikation in einen Plusstrang statt, der alatii#e fir die Synthese neuer Minusstrang
RNA dient. Das virale Genom wandert wie die viralen Proteine zur Zelloberflache, an der

durch Ausknospung von der Wirtzellmembran ein neues Virus enf$teht.

/reifes, infektioses

Virus

i$ —
“’ Anlagerung

(+) mRNA Zusammenbau
A

3L 2 b Ausknospung
Membranfusion

o

Rezeptor
5

s
P —
n

Transkriptio: ==
Replikation
Translation
Golgi-Apparat
G — 2! Endoplasmatisches Ribosomen
Retikulum

@
lRepIikation

3 [©)

(S}

3’ m— 5

Zellmembran

Abbildung 6: Replikationszyklus desHundestaupevrus. Zu Beginn des Vermehrungszyklus dockt das Virus Uber das H
Protein {n lila) an Wirtszellrezeptoren auf der Zelloberflache an. Nach der Membranfusion UbePdatgiR (griin) gelangt
die virale RNA in das Zytosoln demdie Transkription und Replikatiostattfindet. Die translatierten Virusproteine und das
neu gebildete Genom werden zur Zellmembran transportiert. Die Oberftfykaproteine des Virus gelangen vom ER und
dem GolgiApparat ebenfalls zur Zellmembran, an der es zur Ausknopsung einesvieisskommt.

Eine Impfung ist die wichtigste PraventionsmalRhahme gegen eine mdgliche Staupeinfektion.
Spezifische Arzneistoffe stehen bisher noch nicht zur Verfigung. Im Krankheitsfall erfolgt in
der Regel eine symptomatische Therapie, oft werden auclbidtika verabreicht, um

mégliche Sekundarinfektionen zu vermeidén.
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1.2.2.3. Anthrax

Anthrax, auch Milzbrand genannst eine weltweit auftretendeZoonose,die durch eine
Infektion mit Bacillus anthracisausgeldst wird einem grampositive, sporenbildends
obligat aerobe Stabchendashauptsachlich im Erdboden \wmmmt Es befalltvorwiegend
Herbivoren, die sich bei der Nahrungsaufnahme infizieren. Mensofigieren sichin der
Regeldurch Kontakt miterkrankten Tieren odéierischen Produkte, die mit demBakterium
oder seinen Sporen kontaminiert sirieine Ubertragungder Erkrankungvon Mensch zu
Mensch gilt als eher unwahrschéihl.”®

Die Virulenz vonBacillus anthracishangtvom Vorhandensein voawei Plasmiden, pX01

und pX02, adf> Bakterienstammen denen ein oder beide Plasmide fehknd wenigeioder

gar nicht virulentpX01 enthalt die Gene fuir Komponenten des vom Bakterium freigesetzten
Toxins. Auf dem Virulenzplasmid pX02 sind die Gene fur die Pofglutaminsaurekapsel
kodiert. Die Bildung diser Kapsel hat zur Folge, dass die Phagozytose des Bakteriums durch
Zellen des Immunsystems ausbleibt und somit keimaunreaktion des Wirtes erfolgin
Folgenden soll speziell adlie WirkungdesAnthraxioxins eingegangen werdeis handelt

sich um einbinéres Toxin, welchesausdrei vom Bakterium sekretierten Proteineesteht

dem sogenannten protektiven Antigen (PA), dem OG#&aktor (EF) und dem Letdaktor

(LF).”® PA ist die Komponente, diéir die Aufnahme des Toxins in die Zelle verantwortlich

ist. Im ersten Schritt bindet das &®Pa schwereVorlauferprotein PAgz an die nahezu
ubiquitdr vorkommenden Rezeptoreapillary morphogenesis protein(EMG2) odertumor
endothelium marker BTEMS8) (Abbildung 7). Dort wird durch Furin oder eine verwandte PC
nach dem Motiv R64K-K-R167 ein 20 kDa schwereSegment(PA,;) vom N-Terminus
abgespaltefi’ ® Das verbliebene PA bleibt an den Rezeptor gebunden und bildet
anderen rezeptorgebunden®Ass-Molekilen einen ringférmigen heptameren Komplex, der

als ®genannte Prapore bezeichnet wird. Diese Préapore dka@niMolekile LF und/oder EF
binden und durch Clathriwermittelten Transport unter Bildung eines frihen Endosoms in die
Zelle einschleusen.Der saure pHANert im Inneen des Endosoms fuhrizu einer
Konformationsanderung des Heptamers, so dass die Prapore in der Membran eine Pore formt.
Durch diesen kationeselektiven Kanal gelangetie jeweils ungefalteten LF und EF in das
Zytosol, wo sie ihre aktive Faltung einnehmen und damit ihre enzymatische Aktivita
erlangen. ERst eine 89 kDa schwere Calciumand Calmodulirabhangige Adenylatzyklase,

die eine Akkumulation von zyklischem AMRCAMP) im Zytosol auslost. Durch diese
Anreicherung werden sowohl die Wasserhomoostdseauch die i§nalwege in der Zelle

14



Einleitung

beeinflusstLF ist ene hochspezifischeinkabhédngige Metalloproteasdie die Spaltungund
damit einhergehende Inaktivierungron Mitogenraktivierten Proteinkinas&Kinasen
(MAPKKSs) katalysiert,die Bestandteil des sogenannten MABignalwegssind Durchihre
Inaktivierungkommt eszu einer BlockadeellularerSignalwegeaund letztlich zur Apoptose’®
Eine Aktivierung des Immunsystems wird durch die Hemmung der Freisetzung vemu@gto
Chemokinen wie dem Tumornekrosefaktor alpha (TN&) oder Interleukinlb (IL-1b),
verhindert. Dies fuhrt in der Regel dazu, dass friheeichen einer Infektiofehlen und oft
zu spét ntieiner Therapie begonnererden kanrd®

&

PA, LF g
e
l 8 © PAG, ° ®
—_— e L’
S
CMG2 / TEM8
Clathrin-vermittelte
cAMP ATP / Endozytose

o, «—
/!< /
1 o R |
Spaltung von
MAPKKs J

Abbildung 7: Schematischer Wirkmechanismus de#\nthraxt oxins. Das Vorlauferprotein P# bindet andie Rezeptoren

CMG2 oderTEMS. Durch Furin kommt es unter Abspaltung einekPR@ Fragments zur Aktivierung d&#\, welches in der
aktivierten Form einen heptameren Kompésbildet,an denbis zudrei Molekille LF und/oder EF binden kénnen. Durch
Clathrin-vermittelte Endozytose wird dieser Komplex in die Zelle aufgenomefgrund desniedrigen pHWerts in den
Endosomen bildet sich eine Pore, durch die LF und EF in das Zytosol gelangen. EF katalysiert die vermehrte Bildung von
CAMP und LF inaktiviert MAPK&.®

Je nach Infektionsort unterscheidet man Hautungen und Darmmilzbrand®
Hautmilzbrandst die haufigste, aber in der Regel ungefahrlichste Variante, bei der étwa 5

20 % der Infektionen unbehandelt zum Tod fihren. In diesem Fall tddiegErrger oder

seine Sporen durch eine Hautverletzung in den Korper ein. Nach et&d &gen bildet sich

lokal ein karbunkedihnlicher Infektionsherd, von dem es zu eibétzartig verlaufenden
Septikamie kommen kanwodurch auch eine Infektion weiterer Organeglich ist. Im
Gegensatz zu dem oben beschriebenen Hautmilzbrand ist der sogenannte Lungenmilzbrand
die prognostisch ungunstigste Variante. Die Inkubationszeit kann von einigen Tagen bis
mehreren Wochen reichen. Die Krankheit beginnt mit unspezifischappeéahnlichen

Symptomen wie Fieber, Husten, Schuttelfrost oder Atemnot. Trotz sofortiger antibiotischer
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Therapie liegt dieMortalitasrdae bei 50% und der Tod tritt in der Regel innerhalb von drei bis
sechs Tagen in Form eines septischen SchockDemsogenannte Darmmilzbrand ist die
seltenste Form, wobei die Infektion durch den Verzehr von sporenhaltigen Lebensmitteln
erfolgt. Die Inkubationszeit betragt hier von wenigen Stunderzibetwa drei Tage Erste
Anzeichen einer Erkrankung sind Erbrechend blutige Diarr. Im schlimmsten Fall
konnen sich die Keimin Korper verteilen und zu einer Sepfifren, zu deren Folgdrerz
und Nierenversagerzdhlen Kknnen Die Therapie von Milzbrand sieht die sofortige
Antibiotikagabe vor. In der Regel werddmer Fluorchinolone, Doxicyclin, Erythromycin
oder Penicillin G angewend&t.Trotz sofortger Therapie kann eine Infektion jedoighal
sein, da durch die Antibiotikagabe zwar das bakterielle Wachstum gehemmulerddie
Wirkung der Toxine nicht mehaufgehaltenwerden kann Seit Dezember 2012 ist der
monoklonale Antikdrper Raxibacumab(GlaxoSmithKline) zur Behandlung von
Lungenmilzbrand zugelasseDieser Antikdrper ist gegen PA gerichtet, wodurch die T-oxin

Aufnahne in die Zelle verhindert wirt

1.2.2.4. Diphtherie

Friedrich Loeffleridentifizierte 1884dasCorynebacterium dipheriae als Erreger der akuten

und ansteckenden Infektionskrankheit Diphth&tiBei Corynebacterium dipheriae handelt

es sich um ein aerobes, unbewegliclyggampositives Stabcheimnfektionen werden weltweit
beobachtet, allerdings hat sich in den letzten-5(b Jahren das Muster des Auftretens
verandert. In den westlichen Industrielandern ist die Zahl der Erkrankunggrund der
verfugbaren Impfungleutlich zuriickgegangemie letzte grol3e Epidemien Deutschland
erreichte ihren Hohepunkt ien 40er Jahren. In Landern der ehemaligen Sowjetwmdn

auf dem indischen Sibntinent tritt die Erkrankungnmer not endemisch adf

Diphtherie kann von Mensch zu Mensch durch Tropfeheder Schmierinfektionen
Ubertragen werden. Je nach Immunlage des Betroffenen treten die ersten Symptome wie
Halsschmerzen und Fieber zwei bis sechs Tage nach der Infektion auf. Die Diphtherie kann in
Mandel, Rachen Kehlkopf und Hautdiphtherie untestieden werden, wobei Infektionen

des Rachenraums am haufigsten auftreten. Im Verlauf der Infektion komnzu es
Lymphknotenschwellungen und zur Ausbildung von Pseudomembiamerabgestorbener
Schleimhaut und Blum Rachenraunf® Besonders gefahrlich sirtbmplikationen, wie zum

Beispiel Myokarditis Polyneuritisoder Pneumonie, die im Rahmen der Erkrankung auftreten
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kénnen undft denTod des Patienten zur Folge half&frotz Therapieist die Diphtherie in

ca. 10% der Infektionen todlich. Im Fall einéalschen Behandlung steigt die Letalis@tgar

auf bis zu 296 .5

Ahnlich wie bei Anthraxdxin entsteht die Virulenz durch ein Toxin, das von dem Bakterium
sekretiert wird. Auch in diesem Fall wird das Toxin nur von Ba&teproduziert, die mit
spezifisclen Corynephagen infiziert sind. Nichtoxigen€orynebacterium diphteriae
verursachen nur aufRerst selten lokale Lasionen, konnen die Fahigkeit Deibitirerzu
bilden aber drch eine Infektion mit den Baddiophagen erwerbéfi. Diphteriebxin ist ein
AB-Toxin, das aus zwei Fragmenten besteht. Bei dem sogenannten Fragment A handelt es
sich um diekatalytischeDomane und Fragment B setzt sich aiger Transmembran
Domanesowie einer rezeptobindenderDoméne zusammeti.Die Intoxikation beginntwie

in Abbildung 8 dargestelltmit der Bindung des Proteirier dierezeptobindende Doméne

an den Heparibindenden EGHhnlichen WachstumsfaktdiHB-EGF) und da Cofaktor
CD9. Das Toxin wird im Folgenden durch Clathrvermittelte Endaytose in die Zelle
aufgenomme. Im sauren Milieu der Endosomererden diebeiden Toxifragmentedurch
Furin hinter der Sequenz R190-R-R193 gespalten, wobeiid beidenKomponenteniber
eine Disulfidbriicke miteinander verbundebleiben® Die Transmembraoméne
ermoglicht durch die Blung einer Pore den Transport der katalytischen Doméane in das
Zytosol, wo durch die ThioredoxiReduktasen die Disulfidbriickgespalten wd. Nach
einem Konformationswechsel wird die Kkatalytische Domane zu einer - ADP
Ribosyltransferase, die den Elongastaktor 2 (EF2) ADP-ribosyliert EF-2 ist fur den
GTP-abhéngigen Translokationsschritt des Ribosomserantwortlich, seine ADP-

Ribosylierungoewirkt eine Hemmunder Proteinsynthesé der Zelle®" &
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Abbildung 8: Schematischer WirkmechanismuglesDiptherietoxins. Das vomBakteriumsekretierte Toxin bindet an den
Rezeptor HB-EGF in Gegenwart des Cofaktors Chd wird durch Clathrin-vermittelte Endaytose in die Zelle
aufgenommen. In dennosomen werden die beiden Toxinkomponenten durcfudigkatalysierte Spaltundreigesetzt. Die
eine Untereinheit fiihrt zur Porenbildung und die andere Untereinheit gelamtt die Porén das Zytosol der Zelle, weie
die ADP-Ribosylierung des Elongationsfaktors 2EF2) bewirkt Die rezeptorbindendeUntereinheit und die
Transmembrandomane desFBagments sind ihellblauundblaudargestellt und das-Rragment irdunkefriin®

Die Behandlungsstrategien Fall einer akuten Infektiorsieht die sofortige Gabeines
Antitoxins vor, welches das noch extrazellular zilkerende Toxin bindetund somit
neutralisiert. Neben dem Antitoxin werden zusatzlich Antibiotikee Penicillin oder
Erythromycinverabreichtum dieZahl dertoxinproduzierenden Bakterieru verringertf?

1.2.3. Kristallstruktur des Furins

Eine Kiristallstruktir murinenFurins im Komplex mit dem irreversibdlemmenden Inhibitor
DecRVKR-CMK (Abschnitt1.2.4.9 konnte erstmals 2008t einer Auflésung von 2,6 A
gelost werder(PDB: 1P8J)"° Firr die Kristallisation wurde eine verkiirzte Form des Maus
Furins verwendt, die nur die Proteasanddie P-Doménedes Enzymaimfasst. Der Aufbau
der Proteasammane dhnelt dem bakteriellen Subtilisin und besteht aus eineipaaaitelen
und sieben parallelen Faltblattstrukturers o wi e s-iHeticbse Bei dem fir die
Kristallisation verwendeterinhibitor handelt esish um ein ChloromethylketeDerivat das
Furin und verwandtéCs effektiv hemmt®®
katalytische Ser368en CarbonyKohlenstoffam P1-Restdes CMkInhibitors an, wodurch

Unter Ausbildung eines Hemikésagreift das

der CarbonyKohlenstoff einen tetraedrischen Zustand einnimmt, der dem Ubergangszustand

der enzymkatalysierten Reaktion &hf@ltDas Histidin der katalytischen Triade wird
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daraufhinirreversibel durch i@ Methylengruppealkyliert. In der Kristallstruktur konnten
zwei Disulfidbriicken und zwei Bindestellen fiir ‘Gdonen identifiziert werden, wobei sich
eine C&™-Bindestelle direktuntehalb der SiTasche befindet. Dieses don wird
pentagonabipyramidd durch die Seitenketten der Aminosaursp258, Glu331 (2x) und
Asp301 sowie von drei Wassermolekilen koordinienvodurchdie Konformation der S1
Taschestabilisiert wird"® Die Argininseitenkettén PositionP1 wird auf der einen Seite der
S1-Taschevon dem SegmentSer253i Asp258und auf der anderen Seite valem Segment
Ser293 Asn295 umgeberDie PXGuanidinofunktioninteragiert mitden Carboxylatgruppen
von As258und Asp306 sowie ae CarbonytSauerstoffzon Pro256und Ala292 (Abbildung
9).'° Hieraws erklart sich @ strikte Substratspezifitat fir Arginirals P1Rest da diese
Wechselwirkungen mieiner Lysin-Seitenkette nicht moglich sin@ie Aminogruppein der
Seitenkette desP2-Lysins bindet an einen CarboxylSauerstoff des Aspl54, an das
CarbonaureamiddesAsn192sowie an den CarbonytSauerstoffdes Asp191in Position P3
des Inhibitorsbefindet sich Valindessen Rickgrat zwei Wasserstoffbrickenbindungen zu
Gly255 Von der Seitenkette des {R&sts werden nur einige intrand intermolekulare
Wechselwirkungen ausgebilddie Guanidinogruppe dd34-Arginins formt Salzbriickemnit
denSeitenketterdesGlu236 und Asp264ind interagiert mitler Hydroxylgruppe des Tyr308
und dem Carbonylsauerstoff des Gly2&%r CarbonySauerstoff des RPBecanoyiRests
bildet eine intramolekulare Wechselwirkung mit der@4anidinogruppe aus und bindet Gber
ein verbriickendes Wassermolekil an &igkgratAmid des Glu257Die Alkylkette des

Decanoylrestsst in das Losungsmittel gerichtet.

Glu236 Aspl91

:/
Asp306 | Asp258

Abbildung 9: Komplex desirreversibel hemmenden Inhibitors DecRVKR -CMK im aktiven Zentrums desmFurin s.

Der Inhibitor ist imStabModell dargestellt Kohlenstoff gelb, Stickstoff blau und Sauerstoff rot). Links: Darstellung des
Inhibitors vor derOberflaiche dekatalytischen Domée, die entsprechend ihréerechneten negativen 6,207 kT/e, rot)
und positiven (+ 66,207 kT/e, blau) elektrostatischen Potergiabefarbt wurdeRechts: Darstellung d&/echselwirkungen
zwischen dem Inhibitor und deaktiven Zetrum. Die Furinrestedie Wechselwirkungen mit dem Inhibitor eingehen sind im
StabModell abgebildet (Kohlenstoff grau, Stickstoff blau und Sauerstoff Bebackboneades Furins istus Grunden der
Ubersichtlichkeit im Cartoot$tyle dargestellt. Die ausgebildeten Wechsdwigen sind als gestrichelte schwarze Linien
gezeigt
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1.2.4. Furini nhibitoren

Die bisher bekannten Furiibitoren lassen sich nach ihrem Molekulavggt in
Makromolekile, Peptidderivate sowie nicipteptidische Verbindungen einteilen. Die
Inhibitoren jeder Grppe kodnnensich in den funktionellen Gruppen, Struké&m und
Inhibierungsmechanismus unterscheid@abelle 2 zeigt eineAuswahl bisher publizieter
Verbindunger®® **

Tabelle 2: Klassifizierung der Furini nhibitoren in Makromole kile, Peptide und nichtpeptidische Inhibitoren.

Makromolekile peptidische Inhibitoren nicht-peptidische Inhibitoren
U-antitrypsin Portland ChlormethyketonDerivate DideoxystreptamirDerivae

turkey cvomucoid third domain  KetomethylerDerivate Guanyhydrazone

Inter-C-inhibitor Protein Derivate der Prodoméane Naphthofluorescein

Eglin C Mutante M2 Peptideaus Screeniys DicoumaroitDerivate
U-Macroglobulin Kupfer- oder ZinkChelatkomplexe
Proteinaseihibitor 8 Diterpene

Nandorper

1.2.4.1. Makromolekulare Inhibitoren

Bei den makromolekularen Furinhemmstoffdmandelt es sichim Wesentlichenum

Verbindungen, die sichvon bereits bekannten Proteaggbitoren ableiten.Durch das
Einfigen einer Furinmltstelle konnten zahlreiche wirksame Furimhibitoren wie a;-

antitrypsin Portland(a;-PDX), turkey ovomucoid third domai(OMTKY3) oder Intera-

inhibitor Protein (&1p), entwickeltwerden.

Im Fall desa;-PDX wurdedie natirliche Erkennungssequekz55-1-P-M358 durchR3551-

P-R358 ersdzt und dadurchein Suizidnhibitor mit einem 1Gge-Wert von 0,6 nMflr Furin

erhalte®™ Durch die Expression des a;-PDX in Zellkulturen konte sowohl die

Prozesgerung des HIVWorlauferproteis gpl60 als auchdie Virusfusionmit der Wirtszelle
im Fall einer Maserinfektion gehemmt werdef? ** Von der inhibitorischerSchleifedesa;-

PDX wurdenverschiedendineare und zyklische mini-PDX-Derivate abgeleitet Die beiden
wirksamsten 30Aminosaure langen Derivate hemmEarin mit IGgWerten von 731 nM
beziehungsweise 569 nMMOMTKY3 gehért zuFamilieder Kazallnhibitoren wnd ig alsein

starkerHemmstoff von Serinpteasen bekannt, direachneutralen Resnin der P1Position
spalten Durch Austauschder SequenA15-C-T-Leul8mit R15C-L-R18 wurde einmoderat

wirksamerFurininhibitor mit einer Assoziationskonstarig von 1,1 x 10’ M* erhalten’®
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lalp wurde aus humanem Plasma isoliert. Es k#ngich um eineriKomplex, deraus zwei
schwererund einer leichten Kettelie Uber einen Chondroitininker miteinandeverbunden
sind bestehtDer genaue Hemmmechanismus ist nicht bekannt. Vermutsiiatie leichte
Kette, die alBikunin bezeichnet wit undzwei kunitzartigelnhibitordoméanerenthét fur die
Furinhemmung verantwortlich Sowohl n Zellkulturversuchen als auch in Maus
Experimentenfuhrte die Behandlung mitalp zu einem signifikanten Schutz gege
Anthraxoxin.®"°® Eglin C wurde zuerst aidem BlutegeHirudo medicinalisisoliert und
gehort zuFamilie der sogenanntgmotatol-Inhibitoren. Es hemmt zahlreiche Serirgpeasen
wie Subtilisin humare Leukaytenelastase, de CathepsinG. Der Einbau einer
Furinerkennungssequendurch Austauschdes Segment®42V-T-L45 mit R42-V-K-R45
filhrte zu einem wirksamen Furimihibitor mit einem Ki-Wert von 1,6 nM.*'® Das
homotetrame Glykoproteina,-Macroglobulin &8,-M), kommt in hohen Konzentrationen in
Blut vor undist ein wirksamer Inhibitor zahlreicher ProteaserNach Spaltung durch die
Zielprotease inerhalbder sogenanntebait region hydrolysieren dieThioester zwischen
einer Cysteinund einer Glutamylseitenkettend 16sen eine Konformationsénderung \egn
M aus die denEinschlussder Proease durch a>-M zur Folge hat®*
Segments R683S-K-R-S-L688 anstelle von G683F-Y-E-S-D688 wurde ein potenter
Furinhemmestofferhalten, der dieSpaltungdes von-Willebrand Faktors, TGFb1l und des
gp160 vorHIV hemmt'%?

Der 45-kDa schwereProteinasenhibitor 8 (PI8)ist ein natirlich vorkommendes Serpiom
Ovalbumin-Typ und enthélt die P4P 3 6 Fkermungssequer336N-S-R339undR339

C-S-R342 Die HemmunglesFurin durchPI8 ist ein zweistufiger Prozesgunachst kommt

Durch Einflgendes

es zu einer d$mellen Ausbildung einemiitialen Komplexes, gefolgt von einer langsamen
Isomerisierungn einestabilee Form Fiir Furin wurde ein KWert von53,8 pM bestimmt™®®
Ein neuer Ansatzin der Entwicklung von Furimhibitoren ist die Verwendung von
spezifisclen Nanokoérpern Diese leiten sich von antigeimdenden Fragmenten des
Dromedars ab undemme Furin allosterischmit K;-Wertenim Bereich von201 30 pM. In
in vitro Studien zeigteriese Nanokdrpeeine Hemmung der Spalturtgs Diphtherie und

desAnthraxtoxins. '

1.2.4.2. Peptidische Inhibitoren

Irreversibel bindende Chlonmethylketoninhibitoren waren die ersten wirksamen

Hemmstoffe furinartigerPCs*®>'%® Die am haufigsten verwendet&erbindung ist das
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kommerziell erhaltliche Chloromethylket@erivat Decamyl-Arg-Val-Lys-Arg-CMK (1,
sieheAbbildung 10), das allefurinartigenPCssehr wirksamhemmt®®°? In Zellkultur konnte

mit dieser Verbindung diturinkatalysierte Spaltundesgp160 vonHIV gehemmt werdef®

Im Komplexmit diesem Inhibitomwurde eine esteKristallstrukturdesmurinenFurins gelost
(Abbildung 9).*° Chloromethylketonesind jedochfiir eineWirkstoffentwicklungungeeignet
Studien mit dem Thrombiimhibitor D-PhePro-Arg-CMK zeigten eine sehr kurze
Halbwertszeit dieser Verbindung von 5 min in viva'” Das P4i P1-Segment des
Chloromethylketonsl wurdejedochals Grundlage fir die Entwicklungeiterer peptidischer
Inhibitoren genutzt. Beispielsweise hemmt d&stomethylerDerivat 2 Furin mit einemK;-
Wert von3,4 nM.1%®

Weitere peptidischénhibitoren des Furins wurden von der Prodomane des Furins abgeleitet
Wie bereits erwahntwird Furin als Zymogen synthetisiert und durch einezwei Schritten
erfolgendeautokatalytischeAbspaltung der Prodomane aktiviert. Das Prosegment dient als
intramolekulares Chaperon, das sowohl fur die korrekte Falumigden Transport in die
zellularen Kompartimente verantwortlich,ists auch fur did&Regulierung der enzymatischen
Aktivitat. Der Ki-Wert fiir de vollstandige Prodomane aus 83 Aminosaiseh56 nM.**° In
Zellkulturversuchen konntmit derProdomane i@ Proliferation, Migration und Invasion von
Krebszellen gehemmtanden™® In vivo filhrte die Uberexpression der Prodoméne zureine
deutlichen Reduzierung der enibsklerotischen Gewebsveranderumd.dir”-M&usen. Auch
die Proliferation und Migration von vaskulargellender glatten Muskulatukonntein vitro
durch die Prodoméne gehemmt werdErEs wurden auckerkiirzte Derivate der Prodomane
synthetisiert, wobei diewirksamste Verbindung DYYHFVHRGVTKRSLSPHRPRHSR
Furin mit eine Hemmkonstante vo@,9 uM inhibiert Des Weitererkonnten einige Derivaje
die sich vonder Prodoméane der PC18oPC1 ableitenFurin in einem &hnlichem Bereich
hemmen?

Ein high-throughput screeningHTS) zur IdentifzierungneuerPC1/3 und PC2Inhibitoren
mit einer kombinatorischenBibliothek aus etwa52 Millionen Hexapeptiden zeigt
unterschiedlichéedemmwirkungen auf digepriftenPCs Zum Beispiel hemm#c-Leu-Leu-
Arg-Val-Lys-Arg-Amid PC13 und PC2mit K;-Werten von3,2 beziehungsweis860 nM,
wobei Furin mit einemK;-Wert von1,4 pM nur schwach inhibiert wird"® Das N und G
terminal ungeschutzteeptidH-Leu-Leu-Arg-Val-Lys-Arg-OH (3) ist mit einem K-Wert von
0,42 pM ein stéarkeneFurininhibitor undhemmtPC2 K; = 3,4 uM) deutlich schwécher* In
weiteren Studien mikeiner kombinatorischen Bibliothek wurdguoly-Argininderivate als

potente Inhibitoren identifiziert.In Stabilitatsstudienzum furinbedingten Abbau der
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wirksansten Derivaten nonaL-Arginin (K; = 42nM) und nonab-Arginin-Amid (D9R K; =
1,3 nM) erwies sich D9R als deutlich stabiler Vergleich zum.-Derivat**4**

Des Weiteren wurden basierend auf der LeitstrukttRARRRKKRT-Amid Derivate mit
unterschiedlichen Argininimetika in PXPosition syntetisiert. Das Derivat ARARRRKK-
4-Amidinobenzylamidwar mit einem K-Wert von1,9 nM de wirksamsteVerbindungdieser
Seriet®

Abbildung 10 zeigt einige Beispiele der sehriebenen peptidischen Funhibitoren und ihre

Hemmkonstanten

N&LIW JLHIA N¢IW ¢LHWA J\m QL WNHZ

NH
N ) HN)\NHZ NH2 2 K 34nM
H2N
N N\)]\\S\WN\)L OH
O
3 K.420nM NH
: n
' HN//J\NH2

Abbildung 10: Peptidische Inhibitoren desFurins. Sofern bekannt, istet jeweilige K-Wert der Verbindung fir Furin
unter der Verbindung angegeben.

1.2.4.3. Nicht-peptidische Inhibitoren

Niedermolekulare, nickhpeptidische Inhibitoren gelten in der Wirkstoffentwicklung auifigru
einer moglichen oralen Bioverfugbarkeit und d#iirkeren Wirksamkeit auhtrazellulare
Targets als vielversprechenderéeitstrukturenim Vergleich zu makromolekilaren oder
reinen peptidischenHemmestoffen Bis zum heutigen Zeitpunkt sind allerdings muenige

wirksameFurininhibitorendieser Klasse bekannt, von denen die meiBtenvateeine sehr
schwache Hemmuwirkunigesitzen.

Der wirksamste Furimhibitor aus einer Serieguanylierter 2,5ideoxystreptamineist

Verbindung4 mit einem K-Wert von 6 nM(Abbildung 11).**” Neben Furininhibiert diese
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Verbindung auch PC5/6 mit eine@ergleichbarenHemmkonstantevon 4 nM, wobei die
Affinitat gegentber PACE4 wund PC7 deutliclschwécher ist. Piperazin und
Pyrrolidinderivaten wie Inhibitor5, die zwar eine subrkiomolare Affinitat zu PC2 zeigen,
hemmenFurin und PC1/3 allerdings nur schwddh In einer Serie schwach basischer
Guanyhydrazone konntelie tetrabasisch&erbindung6 mit einem K-Wert von 580 nM
identifiziert werdert™® Dagegen ist dashlorsubstituérte monobasisché\midinohydrazon
Derivat 7 mit einem K-Wert von 11,8 pM nur eimmoderater Furimhibitor?° Trotz eine
schwachen Hemmkonstante v uM hemmt das zellgangige Naphthofluoresdaerivat
B3 (8) die furinkatalysierte Akvierung des Zymoegns der Matrixmetalloprotease MT1,
wodurch egzu einer vermiderten MMP2Aktivierung undMigration der verwendeten CHO

121 bes Weitererkonnte mitdem InhibitorB3 eine reduzierte Invasivitat von

Zellen kommt
humanen Fibrosarkotellen (HT1080nachgewiesewerden.

In einem HTS zur Identitierung niedermolekularer Furirhibitoren zeigtenverschiedene
Dicoumaroletrivateeinen inhibitorischen Effekierbindungd hemmt Furimicht kompetitiv
mit einem K-Wert von 1 pM undbewirkte in Zellkulturversuchen en Schutzvor
Anthraxoxin. Auch mit dieser Verbindung konnte die Aktivierungr d&mogeriorm der
Matrixmetalloprotease MT1 gehemmt werdéh.

Eine Serie von Chelatkomplexanit Kupfer oder Zinkionen als Zentralatom und dem
mehrzéhnigen Liganded0 hemme Furin im mikromolaren Bereich?* Die wirksamste
Verbindung, Zn(TTP)Gl hemmt Furin irreversibel mit einemdgwWert von 9 uM wahrend
freies Zrt* eine deutlich geringe Inhibierung zeigt Der genaue Hemmmechanismus ist
unbekannt es wurde postuliertdassdas Histidin im aktiven Zentrum die Kupfeoder
Zinkionenbindet DerLigand TTP (10) allein zeigt keinerHemméfekt auf Furin.

Neben einem HT$st auch die Testung von Verbindungen aus natirlidRessourcerine
Alternative um potente Inhibitorerzu identifizieren Beispielsweise wurdein Screening der
Inhaltsstoffe der auch medizinisch verwendeten Pflankedrographis paniculata
durchgefiihrt?® Abgeleitet von Andrographolid wurden zahlreiche semisynthetische
Verbindungen hergestellt von denen die Verbindung SEA4 (Monopydridinium
Andr ogr aphol i dO-triSutkinaf 11¥ roit éinem K-Wert von 2,6 pM die
wirksamste Verbindung ist.

Abbildung 11 zeigt Beispele fur nichtpeptidische Furimhibitoren undderen publizierté;-
Werte fur Furin.
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Abbildung 11: Nicht-peptidische Inhibitoren desFurins. Sofern bekannt, istet jeweilige K-Wert der Verbindung flr

Furin unter der Verbindung angegeben.
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2. Ziel der Arbeit

Neben seiner physiologischen Funktion ds¢ ProproteinkonvertasBurin an zaHreichen
pathologische Prozesse, wie bakteriell@ oder viralen Infektionen beteiligt Die
Entwicklung von Furininhibitoren kénnte ein neuer stz zur Therapie derartiger
Erkrankungen seinBasierend auf der Arbeit von Dr. Gero Becker sollten wirksame,
reversibel bindendesubstratanaloge Inhibitorefiir Furin entwickelt, synthetisiert und
enzymkinetisch charakterisiert werd&fi. Die im Rahmen dieser Arbeihergestellten
Verbindungen sollte in Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen verschiedenen
Anwendungen in Zellkultur geprifind fur Kristallisationsexperimente im Komplex mit

Furin zur Verfigung gestellt werden

Die Ziele dieser Arbeit bestandan Einzelnerdarin:

1 mittels einer Kombination aus Festphasenpeptidd Lésungssyntheseirksame
Furininhibitoren zu synthetisieren, die eine hohe Stabilitat aufweisen und in

Zellkulturversuchen eingesetzt werden kdnnen

1 den Einflussdes P3Rests mithilfe von unnatirlichen, hydrophoben Aminosauren

innerhalbder Leitstruktur Phaé\rg-Xxx-Arg-4-Ambazu untesuchen

1 weitere Modifikatioren der Leitstruktur, durch Verlangerungder Verklrzung der

Sequenz und Einbau unterschiedlichefR&ste durchzufiihren

1 die Hemmwirkung der synthetisierten Verbindungen aufménes Furin durch

enzymkinetische Messungen zu ti@snen

1 ausgewabhlte Derivate auf die Hemmung der furinartigen Proproteinkonvertasen PC1/3

und PC2 zu untersuchen

9 die intrazelluldre Lokalisation der Furininhibitoren mithilfe eines Fli@arkierten

Inhibitorsunter Anleitung von Dr. Friebertsh&auser zu lmesten

1 in Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prdaarten, Institut fir Virologie der

PhilippsUniversitat Marburg, die Effektivitat der Inhibitoren auf die Virusausbreitung
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der hochpathogenen Influenzastdamme H5N1 und H7N1 in Zellkultur zu bestimmen

unddie Zytotoxizitat der Verbindungen auf die wendeten Zellen zu untersuchen

in Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prdeyer, Institut fir Umwelt und
Tierhygiene der Universitdt Hohenheim, den protektivEffekt ausgewahlter

Verbindungergegen Anthratoxin in Zellkulturversucheizu bestimmen

in Kooperation mit dm Arbeitskreis von ProfSandvig, Institut fir Krebsforschung
des norwegischen Radiuhospitals, die Schutzwirkung ausgewahMerbindungen

gegen Diphtherieixin in Zellkulturversuchen zprifen,

in Kooperation mitProf. von Messling, PadEhrlich Institut, dieVermehrung des
Hundesaupeirus in Anwesenheit ausgewahlter Verbindungen in Zellkulturversuchen

Zu untersuckn,

in Kooperation mit dem Arbeitskreis von HDr. Than, Fritz Lipmann Instit, eine
Kristallstruktur von synthetisierten Verbindungem Komplex mit humanem Furin zu
|I6sen und den Bindungsmodus aufzuklaren, um neue Ideen fur die Entwicklung

verbesserter und spezifischer Inhibitoren zu erhalten
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Modifi zierung des P3Rests

Furin spaltet seine Substrabevorzugtnach der multibasischen Konsensussequé&iX -
R/K-R 2X. Dieses Motiv findet sich in dem irreversiblen Inhibitor ERZKR-CMK wieder
und wurde auch als Ausgangspufiktdie Synthese von Inhibiten des Typs Pha&rg-Xxx-

Arg-4-Amba genutztderen allgemeine Struktur ist &bbildung12 gezeigt*?>1%°

e
HNx_ NH,

Y

HN
P2

R

P5

Iz

Abbildung 12: Allgemeine Struktur der synthetisierten Inhibitoren mit modifizierter P3-Aminosaure. Die Bezeichung
der Bindetaschennd Inhibitareste erfolgte nach der Nomenklatur \®chechter und Bergét’

In P1-Position der Leitstruktur befindet sichad decarboxylierte Argininmimetikurd-
Amdinobenzylamid (4-Amba), das auch in zahlreiche substratanaloffénibitoren vieler
trypsinartiger Sernproteasen, wie zum Beispiel Thrombitjrokinase, Faktor Vila oder
Faktor Xa,eingebaut wurd&®**! Der Einbau decarboxylierter FReste ist eine gangige
Methode peptidomimetische Inhibitoren gegen proteolytischen Abbau zu stabilisieren.
beiden Argimnreste in den Positionen P2 und P4 wurden aus der Konsensussequenz
Ubernommen.Der aromatischePhenylacetyRest in P5Position ermdglicht die HPLE
Detektionungeschitzter Pb P2Intermediatewéhrend der SynthesBes Weiterensollten

die fehlende Carb@d@ureamidruppe am €Terminus und die fehlende MNerminale
Aminogruppedie Peptidmimetikan vivogegen den Abbau durch Exopeptidasen stabilisieren
Ein Sequenzvergleich von Furuisstraten zeigt keinesindeutige Praferenz fir eine
bestimmte Aminosaure iRosition P3**** Wie bereits in AbsatZ.2.3beschrieben, sieht
man in der Kiristallstruktur des Inhibitors DBYKR-CMK in MausFurin, dass die
Seitenkette des Valins in dag$sungsmittelgerichtet istund bis auf einige VarderWaals
Wechselwirkungendine spezifischen Binshigenmit dem Enzym eingehfus diesem Grund
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wurden in der Arbeit von Dr. Gero Becker samtliche proteinogene Aminoséaure in Position P3
der obengezeigten Leitstruktur variiert, wobei grof3e Unterschiede in dewedften der
Verbindungn bestimmt wurdetf® Die hydrophoben Aminoséauren Valin und Isoleucin
zeigen mit Werten von 0,81 und 0,84 die starksteFurinhemmung Im Vergleich dazu,
inhibiert das LeuDerivat, das sich nur in der Anordnung einer Methylgruppe vom Isoleucin
unterschalet Furin mit eine Hemmkonstanteron 12,1 nM deutlich seté&cher Sterisch
weniger anspruchsvolle3-Reste wie Glycin und Alanin fihren zu Verbindungemlie Furin

mit Ki-Werten von 40,1 und 19,2 nMbenfallsdeutlich weniger starlhemmenals die
Derivake mit verzweigta Resten Die Verbindungenmit den sauren Aminosauré\sp und

Glu in P3haben, wie erwartetlie schlechtesten;RNertein dieserSerie. Auch konntewtch

den Einbauveiterer basischer Reste keine VerbessedergHemmwirkungerreicht werde,
obwohlurspriinglich vermutet wurde, dadi® Glu257Seitenkettales Furingnoglicherweise
bevazugt anbasische Restbinden sollte.

Um den Einfluss detisher wirksamsterhydrophoben Aminoséuren iR3-Position zu
untersuchen, wurdenin einer neuen Sexi verschiedee unnddrliche, hydrophobe

Aminosaureresteingebaut.

3.1.1. Synthese der P®erivate

Zu Beginn der Synthese wurde saurelabilesP@Yylchlorid Harz mit FmoeArg(Pbf}OH
beladenDafiir wurde ein Aquivalent des Aminosaurederivats zu einer Susperss Harzes
in trockenem DCMgegeben und der Ansa2zh bei RT geschittelt. Im Anschluss wurde das
Harz dreimal fur je 1 min mit DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1, (v/viv)) behandeltn
verbliebene, reaktivStellen am Harzu entfernert® Nach diesentappingwurde das Harz
mehrfach mit DMF und DCM gewascheber weitere Aufbau des Peptidgrundgerists
erfolgte durch automatische oder manudfiestphasenpeptidsynthesePP3$ nach einem
StandaredFmocProtokoll Nach der Kupplung des HPhenylessigsaui@ests wurde da
Rohpeptid mit 6 TFA in DCM unter Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen vom Harz
abgespalten. Um  mdgliche  Nebenreaktionen  durctie  Abspaltung  der
Seitenkettenschutzgruppen zu vermeiden, wurde die Abspaltzeit auf dreimal 30 Minuten
festgelegt und das Laegsmittel sofort in vacuo entfernt. Nach der vollstandige
Harzabspaltung wurdé-Ambax 2 HClan den freien @erminus gelppelt. Hierfir wurde
zunachst das Rohpeptid in DMF gelést und dnigi Aquivalentens-Cl-HOBt suspendiert.
Durch das Additiv 6CI-HOBt soll die bei dieser Fragmentkondensation héaufig auftretende
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Razemisierungler Carboxylkomponente weitestgehend reduziert wettiebanach folgte
die Zugabedes4-Amba x 2 HClund des Kupplungsreagenzes PyBOR Reaktionwurde
durch Zugabe von DIPEgestartet, wobenach kurzer Zeit aus einbraunliche@ Suspension
eine klare gelbeLdsung erhalten wurde Die Reaktionskontrolle wurdenittels HPLC
durchgefuhrt. Bei unvollstandigeReaktionsumsatz wurde entsprechend weiteramBa x
2 HCl zugegebenBei vollstandigem Eduktumsatz wurde das Losungsmitteacuoentfernt
und die Seitenkettenschutzgruppen durch Zugabe von 95 % TF#g ZJS und 2,5 %H,0
(v/iviv) abgespalteriNach 3h wurde das Peptid in kaiteDiethylether prazipitiertmehrfach
mit Diethylether gewaschen und getrocknet. Mittels HPLC wurde kontroliglot die Pbf
Schutzgruppen der Arginine vollstandig abgespalten wuBerunvollstandige Abspaltung
der PbfSchutzguppen wurde das Peptid erneut fur 3 h mit 95 % TFA verseizd
anschleBend wieder iDiethylether gefallt. Diefinale Reinigung aller Inhibitorererfolgte
mittels praparativer HPLCAbschlieRend wurden die Verbindungen lyophilisiert und als
TFA-Salze erhalterin Schemal ist die Synthese der Verbindunggezeigt.

Fmoc-Arg(Pof)-OH + CIO —a Fmoc-Arg(be)-O—O b

Phac-Arg(Pbf)-P3-Arg(Pbf)-0—() —S— Phac-Arg(Pbf)-P3-Arg(Pbf)-OH —d

Phac-Arg(Pof)-P3-Arg(Pof)-4-Amba —& ~ Phac-Arg-P3-Arg-4-Amba

Scherma 1: Synthese derinhibitoren mit P3-Modifikation. Reagenzien und Bedingungen: (a) Beladung von 2CI
Tritylchlorid-Harz mit1 eq FmoeArg(PbfrOH und 4 eq DIPEAn trockenem DCM, 4; cappingmit DCM/MeOH/DIPEA
(17:2:1, (viviv)), 3 x 1 min{b) manuelleFmoc-SPPS Einfactkupplungen mit 429 Aminoséure bzw. Phenylessigsaure,
HBTU, HOBt und 8 eq DIPEAIn DMF; (c) 1% TFA in DCM, 3i 30 min; (d) 15eq 4Ambd 2 HCI, 1,1eq PyBOP,
3eq 6CI-HOBt, 3 eq DIPEAiIn DMF, 2 h; (e) TFA/TIS/HO (95/2,5/25; viviv) 3 h, 35 °C. Die finalen Verbindungen
wurden mittels préaparativer HPLC gereinigt urath der Lyophilisatioals TFASalze erhalten.

3.1.2. Bestimmung derHemmkonstanten

Die Bestimmung deK;-Werteder im Rahmen dieser Serie synthetiteninhibitorenerfolgte

mit einem fluorogenen Assay einem MikrotiterplattenleseiStandardmafig wurdeauf
jeder Platte auchwei v/S-Charakteristikerzur Bestimmung der enzymkinetischen Parameter
Vmax und Ky, gemessenAls Substrat wurde die Verbindung PFRYRR-AMC (MI-0730 in

den Konzentrationen 5, 20 und 50 uM verwendet. Aus Beogressirven wurde mittels
linearer Regression disteady stateGeschwindigkeitv ermittelt und als Funktion der
Inhibitorkonzentration fur die jeweilige Substratkonzentration aufgetrdgienDatenwurden

an die Gleichung fir eine kompet¢ und reversible Hemmung angepassidurchder K-
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Wertbestimmt werdekonnte(Formel3, Abschnitt5.2.1.). Die Auswertung der gemessenen
Daten ist beispielhaft fir Verbindumdl -1134in Abbildung 13 gezeigt.

20+

v (DRFU/Y
5 &
1Iv (SPRFU)

(4]
1

00 02 0.4 0.6 08 1,0 00 02 0.4 06 08 1.0
[MI-1134] (UM) [MI-1134] (uM)
Abbildung 13: Hemmung des Furins durch Inhibitor Ml -1134 (PhaeArg-Cha-Arg-4-Amba). Fir die Messungen wurde
das SubstraMI -0730 (PhaeArg-Val-Arg-Arg-AMC) in den Konzentrationen 50, (), 20 ( ) und 5 () uM verwendet.
Links: Auftragung der Geschwindigkeit (qgRFU/s) als Funktion der Inhibitorkonzentration und die Anpassung an die

Gleichung fureine kompetitive Hemmung Formel 3 Abschnitt5.2.1.). Redits: DixonAuftragung der Wertédentischen
Messwerte; die gestrichelténie entsprichtl/V

Neben de Bestimmung des KWertes durch Anpassung an die Gleichung &ine
kompetitve Hemmung erfolgtexemplariscreine linearisierte Auftragung nach der Methode
von Dixon™*’ Hierbei wird die reziproke Geschwindigkeit vlibei unterschiedliche
Substratkonzenationen als Funktion der Inhibitorkonzentration aufgetragen und aus-dem
Wert des Geradenschnittpunktk; bestimmt. Zusatzlich ist die Auftragung von 34/ als
Parallele zurx-Achse mdoglich. Im Fall eimereversiblen und kompetitiven Henumg
schneidersich die Geradeand die Parallele fur 1/¥axin einem Punkt im Il. Quadranten.

Die K;-Werte der synthetisierteninhibitoren und @& jeweiligen P3Seitenkettender
Verbindungsind in Abbildung 15 (eine Gesamtibersicht aller verwendeten Inhibitoren findet
sich im Anhang im Abschnitt 7.1yusammengefassDie Derivate mit proteinogenen
Aminosaurenin P3Position sind in blau argestelltund wurden von Dr. Gero Becker
synthetisiert->*

Ausgehend von dem Gerivat Ml -0285 dem jegliche P3&eitenkette fehlt, &nnte durch
den Einbau eines Alanins der;-Wert etwa um den Faktor 2 verbessert werdeser
Austausch mita-Aminoisobuttersaure (AibMI-1139, einem am gAtom dialkylierten
Derivat, bewirkte einen drastischenAbfall der Hemmwirkungmit einem K-Wert von 279

nM. Es ist bekannt, dass dessen Torsionswirtkel u nd y i meistRnehelikaled e n
Bereichen liegen, wéahrend die -R&inosduren der Furinhemmstoffe normalerweise
Torsionswi nkel b e sFaltblatstuktured sief® DieyVerbisdengMI £ ¢ r
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1117enthalt2-Aminobuttersaure2Abu) in P3-Pcsition, derenSeitenkette der eines um eine
Methylenguppe verlangerten AlanirentsprichtIm Vergleich zu dem AkDerivat M| -0286
konnte die Affinitdtnahezu um den Faktor 10 verbessert wertlermler Gegeniberstellung
mit der besten Verbindung der Senmit proteinogenen Aminosauren in3-Position, dem
Valin-Derivat MI -0227, ist diese Verbindung abaveniger wirksamAusgehend vom bisher
wirksamsterinhibitor MI -0227wurden die Aminosauren Tléeft-Leucin,MI -1116 und Pen
(Penicillamin, MI-1182 mit quarterndrem 6-Kohlenstoffatom eingebaut, wodurch die
Hemmwirkung um den Faktori34 verbessert werden konnte. Ein mdglicher Grund fur die
starke Affinitat konnte eine Konformationsstabilisierung des Inhibitors aufgrund zuséatzlicher
VanderWaalsWechselwikungen innerhallides Molekuilssein Auch in den zugelassenen
Hemmstoffen der viralen NSBrotease des Hepati@Virus Boceprevir (Victreli§, MSD
Sharp & Dohme) und Telaprevir (Inci¥oVertex Pharmaceuticals) findet sich Tle in der P3
Position. Abbildung 14 zeigt die zahlreicheninter- und intramolekularen VaderWaals
Wechselwirkungen de®3Tle-Rests dednhibitors Boceprevir in der Kristallsturktur der
VirusproteaseRDB: 20C8) 139140

Abbildung 14: Inter - und intramolekulare Van-der-Waals-Wechselwirkungen de P3-Tle-Seitenkettevon Boceprevir
mit der NS3-Proteasedes HepatitisC-Virus (PDB: 20C8). Es wurden nur die Wechselwirkungen desR&tsmit einer
Lange von maximal 5 Aargestellt. DiebeteiligtenAminoséuren der BV-ProteasdKohlenstof grau, Sticlstoff blau und
Sauerstoff rotsowie der Inhibito(Kohlenstoff orangesind im StabModell dargestellt.

Tle-Rest finden sich auch in dem zugelassenerH|V-Protease Inhibitor Azanavir,
Inhibitoren von Matrixnetalloproteasen oder Peptiddefiytasdemmstoffert ™44
In der Serie mit proteinogenen {ABninosduren zeigte das L&erivat MI-0291 eine

deutlich geringere Affinitat im Vergleich zu den Valder lleInhibitoren. Aus diesem Grund
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wurden auch die nickgroteinogenen Aminosauren Nva (Nalin, Ml -1115 und Tba fert-
Butyl-Alanin, Ml -1140 in dieser Position eingebaut, die sich jeweils im Vergleich zum Leu
nur in jeweils einer Methylgruppe unterscheiden. Interessanterweise fuhren beide Derivate zu
einer starkeren Furinhemmung mit Hemmkangen zwischen 2 4 nM. Die weitere
Verlangerung der Nv&eitenkette fihrte zum NiBerivat MI -1137, das jedoch einen etwas
schwacheren KWert von 6,2 nM besitzt. Der Einbau zyklischer Reste erwies sich als
ungeeignet, die Derivate mitp@ (Cyclopropyldanin, MI-1138 und das Ch#&nalogon
(Cyclohexylalanin,MI -1134 zeigten mit KxWerten von 1,5 und 7,1 nM eine reduzierte
Affinitat im Vergleich zu den wirksamsten Inhibitoren. Der Einbau des Adamantylglytins (
Adg, MI -1147) fuhrte mit einer Hemmkonstanteon 48,21 nM zu einem noch starkeren

Affinitatsverlust.
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Abbildung 15: Modifizierung der P3-Position. In der Abbildung sind nur die Seitenketten der unterschiedlicheRe’g
gezeigt, dieK-Werte sind inder EinheitnM angegeben. Di¥erbindungemmit proteinogenen Aminosaurgblau) wurden
durch Dr. Gero Becker synthetisiert
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3.1.3. Synthese dettight-binding Inhibitoren

Viele Furinsibstrate besitzenauch in den Positionen P% P8 weitere basische
AminosaureresteAus diesem Grund wurddrereitsunterstiedliche basisch&ruppen,wie
die Guanidinopentanoyloder Guanidinmethyphenyacetl\ Gruppe,als P5Reste in dieser
Position eingebaut. Die Verbindurigl -0701 (4-GMe-PhacArg-Val-Arg-4-Amba) ist mit
einem K-Wert von 16 pM einsehr stark wirksamer Funinhibitor!?® In der P3Serie
(Abbildung 15) wurde tert-Leucin als bevorzugter FRest identifiziert aus diesem Grund
wurden kombinierte Hemmestoffe synthetisiert, die neben einesild®&inen 3- oder 4-
Guanidinomethylphenylacetf®est inP5-Positionbestzen.

Die Synthese verlief weitestgehend analog der Herstellung der Inhibitoremt
unsubstituiertenPhenylacetyRest in Position P5. Anstellder Phenylessigsaure wurde
diesem Fall die Bogeschitzte 3 oder 4Aminomethylphenylessigsaure gekuppelt.sDa
Rohpeptid wurde unter Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen mitBAMTDCM vom Harz
abgespalten undnachlieRend ded4-AmbaRestan den freien erminus gekuppeliNach
vollstandigem Eduktumsatz wurde das LOsungsmitiel vacuo entfernt und die
Seitenkettenschutzgruppen durch Zugabe von 95 % TFA, 2,5 % TIS und 2,80%viV/v)
Uber 3 h abgespalten. Die Bzw. 4Aminomethylphenylacety/orstufen wurden in kaltem
Diethylether prazipitiert und mittels préaparativer HPLC gereiniDte lyophilisierten
BenzylaminDerivate wurden mit tH-Pyrazolcarboxamidii HCI in Im N&CO; in die
Guanidinerbindungen uberfuhrihNach vollstandigenmsatz wurden di®eaktionsbsungen
mit TFAange s 2 u e r, tirek{ nuittdls pdapaBativer HPLGyereinigtund lyophilisiert.
Die Synthese der Verbindungkti -1136undMI -1148ist in Schem& gezeigt.
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Fmoc-Arg(Pbf)-OH + CIAO
la
Fmoc- Arg(be) 0 AO

mArg(be) Tle-Arg(Pbf)-0—()
l ¢

Arg(Pbf)-Tle-Arg(Pbf)-OH
H
 TT
l d
Arg(Pbf)-Tle-Arg(Pbf)—NH : NH,
H
_N m l NH
e

Arg-Tle-Arg—NH NH,
\_©_§ MI-1136
H,N 6] NH
l £
Arg-Tle-Arg—NH NH,
H ‘—< >—<
HzNTNm \H MI-1148

Schema2: Synthese der Verbindungen M#1136und Ml -1148am 2ClI-Tritylchloridharz . Reagenzien und Bedingungen:
(a) Beladung von 2CTritylchlorid-Harz mit FmoeArg(PbfyOH, 4 eqDIPEA, in trockenem DCM, 2 hg¢apping mit
DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1, (viviv)), 3 x 1 minfb) manuelleFmocSPPS,Einzekupplungen mit 2q Boe3- bzw. 4
Aminomethylphenylessigsaure, HBTU, HOBt udckq DIPEA in DMF; die restlichen Aminosdurederivate wurdem 4-
fachen Uberschuss gekuppétt) 1 % TFA in DCM, 3 30 min; (d) 1,5 eq-<Amidinobenzylamin 2 HCI, 1,1 eq PyBOP,
3 eq 6CI-HOBt, 3 eq DIPEA in DMF, 2 h; (e) Entfernung der Seitenkettenschutzgruppen mit TFA{OI$85/2,5/2,5,
viviv) 3 h, 35 °C, Razipitation in kaltem Diethyletheund mehrmaliges Waschen sowReiningung mittels préparativer
HPLC; (f) 5 eq H-Pyrazotl-carboxamidini HCI in 1 m N&CQ;, 24 h, RT Die finalen Verbindungen wurden mittels
praparativer HPLC gereinigt umach Lyophiliséion als TFASalzeerhalten

Boc

3.1.4. Bestimmung der Inhibitorkonstanten der tight-binding Inhibitoren

In einemenzymkinetischen Vortest zeigten diese Derivate sefe starke Furinhemmung.
Bei den Verbindungen dieser Sehandelt es siclwie beidem VatAnalogon MI-0701um
sogenannte tight-binding Inhibitoren. Diese Typ von Hemmstoff@ zeig bei
Inhibitorkonzentrationen, die im Bereich der Enzymkonzentration liegere sehr starke

Hemmwirkung Eine Auswertungmittels klassischerStandardverfahrenbei denendie

eingesetzte Inhibitorkonzentration mindestens zehnfach hodher als die Enzymkonzentration
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sein sollte, ist nicht moglich, da die wahrend der enzymkinetischen Messung
enzymgebundene Inhibitorkonzentratiorhtimehrvernachlassigar ist. Aus diesem Grund
wurden die Messungen untiéght-binding Bedingungen durchgefiihit™ ** zur Berechnung
des K-Wertes aus dem ermittelten scheinbaren K;'-Wert muss die genaue
Enzymkonzentration bekannt seimlie durch Messungen mitight-binding Inhibitoren
bestimmbar st*® Abbildung 16 zeigt beispielhaftdie Auswertung des Inhibitorsll -1148
zur Bestimmung des apparenten-Wertes

254

20+

[any
(6]
1

v (DRFU/s)
5

0+ ® ® ® ° ®
T

0,(I)00 I 0,(I)02 0,604 I O,OIOG I O,(I)OS I 0,010 I
[MI-1148] (uM)

Abbildung 16: Hemmung des Furins durch Inhibitor MI -1148.Die Messungen wurdemit dem SubstraMI -0730 bei
(12,5 uMim Ansatz) und eier Furinkonzentration von 0,95 nM durchgeflilirie Kurve wurde naclrormel 5(Abschnitt
5.2.1.3 fir tight-binding Inhibitoren angepasst.

Tabelle3 zeigt dieStrukturen und dibestimmterK;-Werte derDerivatemit basischem R5
Restund der ReferenzventidungMI -0701 Die AminomethyiDerivate Ml -1136 und Ml -
1149inhibierenFurin mit Hemmkonstanteim Bereich vor20 - 40 nM. Durch Umwandlung
in die analogen Guanidintethyherbindungenwurden noch starkere Inhibitoren mit ;K
Werten von 5,5 und 6,7 pM erhatt
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Tabelle 3: Hemmung des humanen Furins durch Inhibitoren mit basischem P&Rest. Die Position der Substitution des
Restes R am PBhenylring entspricht der angegebenen Nummerieriiig Messungen erfolgten untéight-binding
Bedingungemnit dem SubsatMI -0730(12,5 uMim Ansatz) bei einer Furinkonzentration von 0,95.1{ivi= 3)

HNYNHZ HNYNHz
HN HN
NH
3
H (6] H (6]

MI -Nummer R P3 Ki-Wert (pM)
MI -0701 Val 76°13
MI -1136 Tle 22.4° 21
MI -1149 N Tle 36,1°0,1
MI -1148 Tle 55° 0,3

NH
MI -1150 JU Tle 6,8° 05
HN" N

3.1.5. Zellkulturvers uche mit Anthraxt oxin

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Experimente wurden von r&us&ihler in der
Arbeitsgruppevon Prof. Beyer aminstitut fir Umwelt und Tierhygiene der Universitat
Hohenheim, durchgefihrt.

Bei Milzbrand handelt es sich um eineeliweit auftretende Zoonose, die durch das
Bakterium Bacillus anthracishervorgerufen wird und sich durch hohe Mortalitatsraten
auszeichnet.Das vom Bakterium sekretierte Anthraxixin fihrt zu schwerwiegenden
Zellschadigungen undetzt sich aus dem sogengn protektiven Antigen(PA), dem
Odemfaktor (EF) und dem LetalfaktorR) zusammer® Die Intoxikation beginnt mit der
Bindung des/orlaufemprotans des protektiven AntigeriBAgs) an spezifische Rezeptoren auf
der Zelloberflaché® PAg; enthélt eine mtibasische Spaltstellelie durch Furin oder eine
verwandte PC gespalten wird. Das so aktiviertgsPidet einen heptameren Komplex, der
bis zu 3 Molekile dedF undoder EF binden kann undanschlielenddurch Clathria

vermittelte Endozytose in die Zelmufgenommen wirdlm saurenMilieu der Endosomen
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kann dieser Komplex eine Pobdden durch die LF und EF inlasZytosol gelangen Dort
fuhrt LF zurHemmung des MAKinaseSignalwegsund EF zurAkkumulation von cAMAN
derZelle (Abschnitt1.2.2.9.

Die Hemmung defurinkatalysierten AktivierunglesPAg; kdnnte somit ein neuer Ansatar
Behandlung voMilzbrandinfektionersein*’

Um den protektiven Effekt ausgéhlter Inhibitoren gegen Antixtoxin zu testenwurden
murine MakrophageZellen (J774 A.1)mit 500 ng/ml PA und 100 ng/ml LF in Gegenwart
unterschiedlicher Inhibitorkonzentrationehl(i 100 pM) inkubiert. Als Referenz wurde der
Inhibitor DOR gewahlt,der in einemfriiher beschriebengelltestin murinen Makrophagen
der RAW264.7Zelllinie bei eirer Konzentration von 15 pMine Schutzwirkung voetwa
75 % zeigte'™®

Abbildung 17 zeigt den konzentrationsabhangigen Effekt der Inhibitdier0227 Ml -1116
MI-1149 MI -1136 MI -0701, MI -1150undMI -1148sowie ds ReferenhemmstoffDIR.
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Abbildung 17: Schutzwirkung ausgewaltter Inhibitoren gegen Anthraxtoxin in murinen Makrophagen. Die Zellen
wurden mit 500 ng/ml PAnd 100 ng/ml LF in Gegenwart unterschiedlicKkenzentrationen der InhibitoreD9R (, ), Ml -
0227(, ), MI-1116(, ), MI-1149(, ), MI-1136(* ), MI-0701(, ), MI-1150(, ), und MI-1148 (. ) versetzt wobei die
Viabilitét der Zellen mittels MTITest bestimmt wurdén = 3)

Die starkste Schutzwirkungurdefir die tetrabasschenlInhibitorenMI -1148,MI -0701und
MI -1150 bestimmt Die Wirksamkeit derBenzylaminDerivate Ml -1136 und MI -1149 ist
etwas geringerEinen schwacheren Effekt zég dieDerivate M1 -0227 und MI -1116 mit
unsubstituiertenPhenylacetyRest inder P5-Position Im Vergleich der Vallle-PaareMI -
0227MI -1116und MI -0701/MI-1148zeigendie Tle-Derivat jeweilseinen etwas starkeren

39



Ergebnisse und Diskussion

Effekt als de entsprechendevial-Analoga. DieseDatenaus dem Zellssaykorrelierenrelativ

gutmit den bestimmten KWerten der Verbindungegegen Furir{Abbildung15, Tabelle3).

Der ReferenzinhibitoD9R zeige im Vergleichzu den anderen Verbindungdre geringse
Schutzwirkung auf die Zellen. Der deutlich schwéachere Effekt im Vergleich zu den oben
erwahnten Daten von Kacprzak et al. ergibt siabglicherweise duwh Unterschiede bei der
Versuclsdurchfinrung, da verschiedene Zelllinien der murime Makrophagen sowie
unterschiedliche Toxinwirkzeiten und Konzentrationen der Toxémezendet wurden

Es ist anzumerken, dass die ausgewahlten Inhibitoren keinen zytotoxischen Effekt auf die

Zellen gezeigt habefDaten nicht gezeigt).

3.1.6. Zellkulturversuche mit Diphtherietoxin

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Experimente wurden in der Arbeitsgromprof.
Sandvig am Institut fur Krebsforschung debdlorwegian Radium Hospitain Oslo
durchgefuhrt.

Corynebactaum diphtheriaeverursacht besonders bei Kindern und alteren Mensakete
Infektionen, dieernsthafte Komplikationen wie Myokarditis oder Neuropathie zur Folge
habenkonnen®® Experimente in Zellkulturzeigten, dass Furin Diphthemedn zwischen
Arg193 und Ser194 in die fignente A und B spaltét. Durch die Ausbildung einer Pore
durch Fragment B gelangias katalytisch wirksamEragment A in die Zelle und fuhrt zur
Hemmung der Proteinbiosynthese dumihe ADP-Ribosylierung des Elongationsfaktors 2
(Abschnitt1.2.2.9.

Die Hemmung der furikatalysierten Spaltungst eine Mdglichkeit um die Wirkung des
Toxins zureduzierenAus diesem Grund wurdier Effektausgewahlter Furinhibitoren auf
ungespaltenes Diphthertadin in Vero-Zellen untersucht.

Zuerstwurde der Schutzfaktater InhibitorenMI -0227, Ml -1116 MI -1136 MI -115Q MI -
1148 und MI-0701 bei einer Konzentration von 100 nhuf die Wirkung des
Diphtherietoxinsin Vero-Zellen bestimmtAbbildung 18). Dieser Wertgibt an, umwelchen
Faktor die Toxikonzentrationim Vergleich zur Kontrolle ohne Inhibitdndher sein muss,
damit 50 % der Zellen sterbebie Zellviabilitat wurde anhand des Einbaus VéhLeucin
bestimmt. Als Referenz wurdewiederum der Inhibitor D9R eingesetzt'® Keine der
untersuchteriVerbindungen zeigte bei der verwendeten Konzentration von 100 nM einen
zytotoxischen Effekt auf die Vergellen.
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Abbildung 18: Schutzwirkung ausgewabhlter Inhibitoren (100 nM im Assay) gegen Diphtherétoxin in Vero-Zellen.
(n=2)

Fir den Referenzinhitur D9R konnte bei der gewdahlten Konzentration nur ein geringer
Effekt bestimmt werden. Eine etwaf&ch hohere Schutzwirkungurde furdie Inhibitoren
MI-0227 und MI-1116 ermittelt wobei das Tléerivat etwas wirksamerals de
entsprechende VAlerbindurg war. Der Inhibitor Ml -1136 mit der Nterminalen pra
BenzylaminStrukturund Tle in P3Positionfuhrte zueina deutlich hdhene Schutzwirkung
von 7,87° 0,22 im Vergleich zur KontrolleDie starksten Effektevurden mit den Tle
DerivatenMI -1148 und MI -1150 sowie dem Valnhibitor MI -0701 erzielt, die mit einer
meta oder @raGuanidinomethylGruppe inP5-Positionsubstituiertsind Fur den Inhibitor

MI -1148wurde eine Schutzwirkung von 9,390,86 und furdas VatAnalogon von 8,69
0,26begimmt.

Basieend auf diesem ersten Test wurde in einem zweiten Experiment die
Konzentrationsabhangigkeit déesonders wirksamembhibitoren Ml -1148 und Ml -0701
geprift Die Schutzwirkungwurde bei drei Inhibitorkonzentrationen (2, 10 und 50 nM im

Ansatz)untersucht, wbei dieToxinkonzentrationen von 01100 nMvariiert wurden.
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Abbildung 19: Konzentrationsabhéangige Schutzwirkung der Inhibitoren MI-0701(p ) und MI-1148(, ) gegen 0,1, 1,
10 und 100 ng/ml ungespaltenes Diphthegtoxin. Kontrolle ohne Inhibitoi(A), 1Dse 0.23 ng/ml;MI-0701 2 nM in blay,
IDs5q 0,41 ng/ml; 10 nM ingriin, 1Dso 1,75 ng/ml; 50 nM irrot, IDsg 3,13 ng/ml;MI-11482nM in blay, IDsg 0,49 ng/ml; 10
nM in grin, IDsp 1,98 ng/mlund50 nM inrot, IDsg 3,38 ng/ml) (n = 2)

Beide Inhibitoren zeign eine konzentrationsabhangig Schutzwirkung gegen
Diphtheriebxin. Bei allen getesteten Konzentratiorsmwies sich der InhibitorMI -1148 mit
Tle in P3Position als etwas wirksamer im Vergleich zu déat-DerivatMI -0701

In einem weiteren Versuch wurdder Effekt der Inhibitoren auf dveits gespaltenes
Diphtheriebxin untersucht. Keine der getesteten Verbindungen zeigte inndiEaé einen
protektiven Effekt. Dies zeigt, dass didurinkatalysierte Spaltung des Diphtherietoxins
Vorraussetzung fur die teeche Wirkung autlie Zellenist.

3.1.7. Zellkulturversuche mit Influenzaviren

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Experimente zur Toxizitdt und Virusausbreitung
wurden von Dr. Yinhui Lun der Arbeitsgruppe von ProGarten, am Institut fur Virologie

der Phiipps-Universitat Marburg durchgefihrt.

HPAIV sind die Ursaché&ir generalisiertdnfektionenin Vogeln Giber desEndothelsystems

den Respirationstrais hinaus Durch engen Kontakt mit infizierten Tieren oder
kontaminierte Umwelt kann das Virus auch Mensgehinfizieren. Die Sterblichkeitsrate liegt

bei 60 % aller Infektionemit HPAIV. Eine Ubertragung von Mensch zu Mensch konnte

bisher noch nicht festgestellt werdenledoch istnicht auszuschlielendass es zur
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Entwicklung leichter GbertragbareiPAIV infolge von spontanen Mutationé&ommen kann,
was eine groRe Gefahr firr die Menschueitstellt**®

Der Vermehrungszyklusles Influenzavus beginnt mit der HAsermittelten Bindung an
Rezeptorenmit endstandiger Sialinsaurauf der Oberflache der Wirtszellen Nach
endozytotische Aufnahme der Viren und eine pH-abhéangigen Konformationswechsel des
HA kommt eszu einer Fusion deYirushille mit der ZellmembranFir eine erfolgreiche
Fusion muss das Vorlauferprotein HAO von einer Wirtszellprotease in die Uihkstem
HA1 und HA2 gespalten werdéff Die Aminosauresequenz an der Spaltstelle eist
ausschlaggeberd Faktorfir die Pathogenitat des Influenzaws. HPAIV der Subtypen H5
(z.B. FPV, fowl plague virus A/FPV/Rostock/3% und H7 (z.B. KAN-1-Virus,
A/Thailand/1(KAN-1)/2009 besitzen eine multibasische Spaltstelle, die von Furin oder der
verwandten PC5/6 gespalten werddwann. Die effektive Hemmung des Furins und
furinahnliche PCs kénntesomiteine neuartige antiviral@herapieerméglicher?”

In vorangegagenen Experimentewurde bereits gezeigtdass @& VerbindungenMl -0227
und MI -0701 die HAO-Spaltung und die Virusausbreitung des FPV (H7M1MDCK II-
Zellen hemme.*?*1% Aus diesem Grunevurdeneinige neu synthetisiertéerbindungen auf
die Hemmung dr Ausbreitung hochpathogener InfluenzavimreZellkultur untersucht.

In Vorversucherwurdeder Einflussder InhibitorenMI -0227, MI -0701, Ml -1116, M1 -1136

MI -1148 MI-1149und MI -1150in Konzentrationen von 25 und 50 p&uf die Viabilitat
von MDCK II-Zellen mittels MTT-Test bestimmt(Abbildung 20).2*° Die Inhibitoren zeiten
bei den gewahlten Konzentrationen einen marginalen zytotoxischen Effektergeich zur

Kontrolleist die Lebensfahigkeit der Zellen um maxirhél%reduziert
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Abbildung 20: Bestimmung der Zytotoxizitat ausgewéahlte Inhibitoren auf MDCK |l -Zellen mit demMTT -Test nach
Inkubation Uber 24 h (schwarz) und 48 h (hellgrau)ln der linken Abbildungoetrug die Inhibitorkonzentration im Assay

25 pM und inder rechterb0 pM. Als Kontrole wurden Zellen ohne Inhibitorzugabe identisch behandelt und das Ergebnis
auf 100% skaliert.
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Aufgrund der verhaltnismaRig geringen Toxizitat konnten weitere Experimente zur Hemmung
derVirusausbreitung in Zellkultudurchgefuhrt werden.

In einemzweitenVersuchwurde die Wirkung der neusynthetisierten Verbindungen auf die
Virusausbreitug des FPMH7N1) untersucht. Als Referenzurdedie VerbindungMli -0701
verwendet. Bodenhaftende MDAk Zellen wurdermit Medium Utberschichtet und bei einer
MOI von 0,001 nt FPV infiziert. Die niedrige MOI ermoglicht eine relativ langsame
multizyklische Replikation des Viruslie der friihen Infektion entsprichivenn der Wirt nur
wenigen Viren ausgesetzt igine Stunde ach der Infektion wurden die Zellen gewaschen
und mi den jeweiligen Inhibitoren inunterschiedlicherKonzentrationern24 h bei 37 °C
inkubiert. Nach der Fixierung und Permeabilisigrunvurden die infizierten Zellen
immurhistochemisch durch eine konjugierte Immunfarbung markiert. Die infizierten Zellen
erscleinenal s Araketenfor mi ged b lwasuderchRromukfarbeng a u f
der viralenNukleoproteine sichtbar gemachterden konnte Wurde die Ausbreitung des
Virus durch die Inhibitoren gehemmuaren wenige blaue Punkte zu sehen, wobenes
Farkung aller Zellereinerglobalen Infektiorentspricht Abbildung21 A zeigt die Hemmung
der Ausbreitungder FPV in Anwesenheit unterschiedlich&urininhibitoren. Im Vergleich
zur Kontrolle wiesen die Verbindungen D9R und MI-1116 in dem gewahlten
Konzentraibnsbereich von 0,5 50 pM keinen Effekt aufEine sichtbare Hemmunder
Virusausbreitung wurde fir den Inhibitor MI-1136 beobachtet, der einen para
AminomethylphenylacetyRest in Position P5 und Tle in Position P3 besitzt.
Erstaunlicherweise zeigtlasanalogemetaDerivatMI -1149einen deutlich geringeren Effekt
auf dieVirusausbreitungDie starksteHemmung konnte mit den Derivat&fl -1150und Ml -
1148 sowie der Referenerbindung MI-0701 erreicht werden wobei besondersdie
InhibitorenMI -1148und MI -0701 zu einer deutlichen Reduzierung der Virusausbreitiag
zuKonzentrationen von 5 pMihrten

Parallel dazu wurde auch die Hemmwirkung der Inhibitoren auf die VermehrungAties
Virus (H5N1) untersucht.Dieses Virus ist ein H5Subtyp undzé&hlt wie PPV zu den
hochpathogenen avidren Influenzavirébildung 21 B zeigt dieAusbreitung des KAMN
Virus in Gegenwart unterschiedlichiehibitorkonzentrationenWie im Fall des FPV zeigten
die InhibitorenD9R und MI-1116 keinen Effekt auf die VirusausbreitgnEine leichte
Hemmung konnte fur den InhibitoMI-1149 nachgewiesenwerden. e starkste
Hemmwirkung auf die Vermehrung des KAN Virus konnte mit denneu entwickelten
InhibitorenMI -1136 MI -115Q MI -1148sowie detbekannterReferenzerbindungMl -0701

beobachtet werderim Vergleich zu den Ergebnissen mit dem Inhibiir-0701zeigen die
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Tle-Derivate jedoch keine starkere Hemmwirkunguf die Ausbreitung des FPV und des
KAN-1 Virus.

A

pM  Kontrolle 0701 1136 1148 1149 1150 1116 D9R

0,5

10

25

50

pM  Kontrolle 0701 1136 1148 1149 1150 1116 D9R

Abbildung 21: Hemmung der Virusausbreitung in MDCK Il -Zellen durch ausgewahlte Inhibitoren. MDCK lI-Zellen
wurden mit FPV A) oder KAN-1 Virus (B) bei einer MOI von 0,001 infiziertEine Stundespéaterwurden die Zellen
gewaschemind mit unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen {835 uM) versetzt Nachder Inkubation Ber24 hbei 37

°C wurden die infizierten Zellemit ParaformaldehydRFA) fixiert. Die infizierten Zellen wurden mit HastiFPV-
Antikdrpern und HRRgekoppeltem EseantiHaseAntikdrpern sowie der anschlieBenden Umsetzung des True Blue
Peroxidase Sulrstts(KPL, Gaithersburg, MD, Vereinigte Staatemgefarbt
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3.1.8. Zellkulturversuche mit dem Hundestaupevirus

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Experimente zur Virusausbreitung wurden in der
Arbeitsgruppevon Prof.von Messling am PatiEhrlich-Institut in Langen durchgefihrt.

Das eng mit dem Masernvirus verwanétendesaupewus (canine distemper virysCDV)
kannzu schweren Infekten bei Karnivoremie Hunden, Marder oder Hyanenfuhren Eine
Erkrankungkann ernsthafte Komplikationen wie eine Leukoemadpmyelitis und die damit
einhergehende Demyelinisation der Nervenzellen zur Folge K&Berrurin spaltet das
Vorlauferprotein des Fusionspeptids des CDVim TGN in die Untereinheiten;Fund F.
Dadurchwird die Fusion deWirushille mit der Plasmaembran deWirtszelle moglich Die
HemmungdesFurin oderfurindhnliche PCs kdnnte somit eiAnsatz in der Entwicklung von
Arzneistoffen zur Behandlunder Hundestaupend verwandter Viren dieser Famibein.

Aus diesem @ind wurde der Effekt der Furimibitoren Ml -1116 MI-0701und Ml -1148
sowie der ReferenerbindungD9R auf die Vermehrung von C in VeroSLAMdogtag
Zellen untersuchtZur Quantifikation der infektiose Viren wurden dieviralen Titer im
Uberstand undn den zellularen Fraktionean den Tagen 1, 2 und 3 nach der Infektion
gemesserDie Bestimmungder Virustter (TCIDso, tissue culture infection dose Bérfolgte
nach der Methode von Spearman und Karkiber die Berechnung des dekadischen
Logarithmus, bei der 50 % der Ansatze einen zytapettlen Effekt zeigteff* Abbildung 22
zeigt die Ergebnisse fir die jeweiligen Inhibitoren bei Konzentrationen von 50, 5, 0,5 und
0,05 pM. Im Fall der wenigewirksameninhibitorenD9R und Ml -1116ist einesignifikante
Reduktion der Virustiterim Ubestand und den zellularen Fraknen nur bei einer
Konzentration von 50 uM zu sehen. Die potenteren Dexivdt-0701 und MI -1148fihren

bei niedrigeren Konzentrationem einerdeutlich starkere\bnahme der Virustiter in beiden
Fraktionen Im Fall deslnhibitors MI -1148 kommt es noch bis zu einer Konzentration von

0,5 uM zu einedeutlichen Verringerung der Viruslast
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Abbildung 22: Infektion von VeroSLAMdogtag-Zellen mit CDV in Gegenwart der Furinhemmstoffe D9R, MI-1116
MI-0701 und MI-1148(50 (, ), 5( ), 0,5( ),0,05 ( ) und O ¢ ) uM). Nach 24, 48 und 72 h p.i. wurden die viralen Titer
(TCIDsg) der zellularen Fraktionen (links) uma Uberstandrechtd bestimmt.(n = 2).
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3.1.9. Selektivitatsbestimmungmit PC1/3 und PC2

Wie bereits im Kapitell.1 erwahnf sind die Substratspezifitditen dexxinartigen PCselativ

ahnlich, so dass eine redundante Prozessierung einiger Sulbdtrate verschiedene
Proteasen moglich sein sollte Ein Vergleich der Kristallstrukturdes Furins mit
dass besonders S6 i

hochkonserviert istUnterschiede finden siclor allemin denprimed regiongstlich der Si

Homologienodellen der anderen PCs zeigt, S1 Region
Tasche und teilweise in einigopsauf der Enzymoberflach®.

Im Weiterensoll vor dlem auf die Unterschiede zwischen Furin und PC1/3 sowie PC2
eingegangen werdemaim Rahmen dieser Arbeit enzymkinetische Messungen mit diesen
Enzymen durchgefiihrt wurden

Im Vergleich zur katalytischen Domé des FurinbesitztPC1/3 eine Sequenzhomolegon
61,4% und PC2 von 55,%, wobei all diese PCs ungewohnlich viele saure Aminosaurereste
im aktiven Zentrum besitzeT 4belle4).'°

Tabelle 4: Charakteristische Aminoséurereste imS1 - S5 Segment Die Nummern der Anmiosduren entsprechen der
Furinequenz.Negativ geladene Reste sind in rot, polare in orange und hydrophobe in griin dat§estellt.

S5 S4 S3 S2 S1
257 259|236 264 257|154 192 191| 306 258
Fuin | E D|E D| E | D D| D D
PC1/3 D|E E D E| D D
PC2 E D D F| D D

EnzymkinetischeMesaingenahnlicherinhibitorendieses Typsnit verwandten PCgeigten
dass vor allenauchPACE4,PC4,PC5/6und RC1/3 sehrstark gehemmt wden,jedochdie
Affinitat zu PC2und PC7 deutlich geringavar.*®** Aus diesem Grunavurde erwartet,
dass auch di®erivate der PXEerie sowie die TleDerivate mit basischem F®est PQ/3
stark hemmen, jedodthwacher®C2Inhibitoren sind.

Aufgrund der begrenztemerfligbarenEnzymmenge wurden nur die Restaktivitén der
PC1/3 und PC2n Gegenwart einekonstantennhibitorkonzentratiorbestimmt Fir beide
Enzymewurden nichllineare Progresskven bei den enzymkinetischen Messungen erhalten.
Im Fall derPC1/3 resultiert dies moglicherweise aus einer Substrataktivierung odetadier
langsamen Dissoziation gebildger Enzymdigomere (personlicheMitteilung von Prof.
Lindberg) Aus diesem Grund wurde die Geschwindigkeit durch lindempassungder
Messdatenm relativ linearen Bereickion 10007 1800 Sekunden im Fall d&C1/3 und von
0 i 600 Sekunden im Falder PC2 bestimmt. Abbildung 23 zeigt beispielsweisedie
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Progresskurverfir Messungen mitPC1/3 (links) und PC2 (rechts) in Gegenwart von

ausgewahlten Inhibitoream Vergleich zur Kontrolle
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Abbildung 23: Progresskurven in Gegenwarteiner Konzentration von 1 pM der Inhibitoren Ml -0227 ( ), MI-1148
(, ) und in Abwesenheit eines Inhibitors () mit PC1/3 (links) und PC2 (rechts)in Anwesenheit des Substrates pGhu
RTKR-AMC (200 pM im Ansatz).

Die ermittelte Steigung in Abwesenheit eines Inhibitors wurde al®df#stgelegtDaslinke
Balkendiagrammin Abbildung 24 zeigt die Restaktivdt der PC1/3 in Gegenwart de
jeweiligen Inhibitoen in einer Konzentration von 1 pMAnalog zu denbestimmten I
Werten fur Furin hemmen die PBerivate mit Val, lle, Tle und Pensahuchbesonderslie
Tle-Derivate mit basischem HRest PC1/3sehrstark Die bestimmte Restaktivitdag fur
einige Derivate unter 10 %vodurch Aktivitatsunterschiede nur schwer detektierbar sind. Aus
diesem Grundvurde eine weitere Messung bei eimeduzierteninhibitorkonzntration von

0,1 uM durchgefihr{Abbildung 24). Die starksteHemmungder PC1/3 wurde, wie im Fall
des Furinsmit dem 4Guanidinomethykubstituiertem InhibitoMI -1148erzielt gefolgt von
dem BenzylamirAnalogonMI -1136(Abbildung 15 und Tabelle3).
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Abbildung 24: Bestimmte Restaktivitdt der PC1/3katalysierten Spaltung des Substrates pGHRTKR -AMC (200 pM
im Messansatz) in Gegenwart voinhibitorkonzentration envon 1uM (grau). Nur die Inhibitoren mit einer Restaktivitat
O 10 % wurden nochmal sObpMifei)venmessenKonzentration von

Wie im Fall derPC1/3 wurde auch fir PC2 die Restaktivitat bei einer Inhibitorkonzentration
von 1 puM bestimmtDie Hemmwirkundfiel, wie ewartet,deutlich schwécheals im Fall des
Furins oder derPC1/3 aus Der Unterschied zwischen den Derivaten derSe8e mit
neutraler P8henylacetylGruppeund den Val und Tlelnhibitoren mit basischem RPRest

ist weniger stark ausgepra@tbbildung25).
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Abbildung 25: Bestimmte Restaktivitat der PC2katalysierten Spaltung des Substrates pGHRTKR -AMC (200 uM
im Messansatz) in Gegenwart von Inhibitorkonzentrationen von 1 uM.
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Obwohl die S5 Si-Bindetaschen der furinartigePCs relativ ahnlich sind, lgi es geringe
Unterschiede, wodurch die unterschiedliche Hemmung der Proteasen erklarbar sein’kénnte
Alle PCshabenein ausgepraghegativ geladenes aktives Zentrufurin besitztdie meisten
sauren Restm dieser Region, wahrerRIC1/3 und besonders R@Gier deutlich weniger saure
Aminosaurerhaben Unterschiede treten zum Beispiel im Bereich deiT8&che auf, wo das
nicht an der Substratbindung beteiligte Aspt@s Furindei PC1/3 gegen ein Glu und bei
PC2 durch ein Phe ausgetauscht ist. Im Ealt PC2 sorgt dieser Austausch fur eine
Abschirmung des RRests vom Loésungsmittel. Einen moglichen Effekt auf die Binchatg
auch die unterschiedlich awggagte S4rasche.Bei PC2 findet sich eine Insertion in der
GIn229 - Met231-Schleife oberhalb der SZasche die dafir sorgt, dass der loop im
Vergleich zu Furin weiteins Lésungsmittel ragf Zusétzlich ist Val23in Furin gegenMet

in PC2ausgetauscht, edurchdie Tasche mdglicherweissgtwas enger wirdind somit ein
Argininrest in deP4-Position waiger gut in diese Tasche pad3te Praferenaler PC2flr
basische P4Resteist geringer ausgepragt als im Fall dasins. Weitere Unterschiede finden
sich in der S5Tasche, wo das konservierte Asp259 im Fadr PC2 gegen ein Asn
ausgetauscht ist. Desaiteren ist das Glu25des Furins beilerPC1/3 g¢gen ein Asn und bei
PC2 gegenThr ausgetauschtBasierend auf dem modellierten Bindungsmodus des
Octapeptids NbH(Arg)s-Val-Lys-Arg-SerLeu-OH konnten diese Unterschiede erklaren,
warumbei beiden Enzymedie Affinitat fur basische Reste in Position P5 geringer als im Fall
desFurinist.*

Die untersuchternhibitoren besitzen eine starke Hemmwirkung geB€1/3 es ist daher
anzunehmen, dasinalog zu friheren Arbeiten mit strukturell &hnlichen Inhibitaeah die
PCs PACE4, PCdnd PC5/&lurch die Verbindungestarkgehemmiverden'?3°

Im Allgemeinen ist eine geringe Selektivitdt von Inhibitoren ein Nachtb#i der
Wirkstoffentwicklung da moglicherweise mehrere normalphysiologische Prozesse
gleichzitig gehemmt werden und somit zahlreiche Nebenwirkungeftreten konnten
Aufgrund von Redundanzei der Prozessierung bestimmter SubstrateFall der PCsist
aber mdglicherweise eine geringee Selektivitat der Verbindungerbei kurzzeitigen
Anwendungenspeziell der Behandlung von Infektionskrankheiwogar sinnvdl Denkbar
ware, dass die HemmurmigsFurins alleine nicht ausreichtim die Prozessierung bestimmter

Substrate zu verhindern, wsik durchverwandtePCs ebenfallgespalternwerdenkénnten
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3.2.Kristallstruktur deshumanen Furin sim Komplex mit Inhibitor MI-1148

In der Arbeitsgruppe von Dr. Manuel Than konnte eine Kristallstruktshumana Furins
im Komplex mit dem InhibitotMI -1148und einer Aufldsung von 2,1 A gelst werdéiiir
die Kristallisation wurdeunachst eine verkiirzte Form desnane Furins (Asp23- Ala574)
und der substraanaloge,reversibleInhibitor MI -0052 (3-GMe-PhacArg-Val-Arg-4-Amba)
verwendetAnschlieRend wurde durch sogenanrgeakingder InhibitorMI -0052durch de
VerbindungMI -1148ausgetauscht.

Der Inhibitor MI-1148 besitzt mit dem Tle in der PBosition einen hydrophoben
Zentralbaustein, der Nund Gterminal von zwei basischen Resten flankiert wiwhs
strukturell einem symmetrischen Aufbau &hnéfir strukiurell &hnliche Inhibitorerwurde
postuliert, dassein reverser Bindungsmodusidglich sein kénnté>* Hierbei wiirde der
Guanidinomethylphenylacetf®est in die STTasche und er 4-AmbaRestin die S5Tasche
binden.Nach SAR (structureactivity relationship-Studien ist dieser Bindungsmodus aber
eher unwahrscheinliciDie Kristallstruktur mit der Verbindund/l -1148 ermoglicht somit
die Bestimmung des Bindungsmodus dieses Inhibitortyps

In der S1i S8Region des Furinbefinden sich 13 saure Aminosaurerestedurchdie hohe
Spezifitat furstark basischdnhibitorenerklarbar ist Abbildung 26 zeigt die Kristallstruktur
deslnhibitors Ml -1148im aktiven Zentrum des humanearkns.

Abbildung 26: Stereobild desFurin sim Komplex mit Inhibitor Ml -1148 Der Inhbitor ist mit gelbenKohlenstofatomen
(Stickstoff blau und Sauerstoff rotpr dem aktiven Zentrum des FuridargestelltDie Furinoberflache wurde entsprechend
ihrer berechneten negativern60,574 kT/e, rot) und positiven (+ 60,574 kT/e, blau) elskatischen Potentiale eingefarbt

Bei der VerbindungVl -1148wurde das in nattrlichen Substraten vorkommende Arginin in

P1-Position durchd-Amidinobenzylamidausgetauscht. Dieser Rest rdmggrenzt durchié
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AminosaurerSer253- Asp258auf der einen un&er293- Asn295 auf der anderen Seitief

in die StTasche des EnzymB®as Amidin bildet HBricken zu den Carlogl-Sauerstoffen
desPro256 und Ala29%owie eine Salzbriickeur Seitenkette deAsp306aus Zusatzlich
bildet der planare Phghing zahlreice VanderWaalsWechselwirkungen mit den
umgebenden ResteSer253 - Gly255 und Ser293 - Asn295 aus. Wie im Fal der
Kristallstruktur desmurinenFurins mit dem CMKInhibitor, wird die SiBindetasche durch
ein konservierte€a*-lon stabilisiert, welches pgagonalbipyramidal durch die Seitenketten
der Aminosauresp258, Glu331 (2 ) und Asp3031sowie drei Wassermolekilen koordiniert
wird (Abbildung 27). Im Gegensatz zutiefen SiTascheliegt die P2Bindetasche in einer
leichten Vertiefung der Enzymoberfthe in der die Seitenkette des Arginidiggt. Die
Guanidinofunktion bildeeine Salzbriuckeur Carboxylgruppe dedspl54, einezuséatzliche
Wasserstoffbriicke m Asn192 sowie eine Wasseafrermittelte HBricke zu Asp228 aus.
Neben der Guanidbfunktion geht auch das Peptidrickgraeine wasserverbrickte
Wechselwirkungemit den Furinresten Asn295 eidie Positionen des P3ind des PRests
zeigen eine ahnliche Konformation wie in daistallstrukturdes CMK Inhibitors in mFurin.
Der Carbonylsauerstoff und ad Amid NH des P&rt-Leucins bilden zwei
Wasserstoffbriicken zu Gly255 des Furins aus. DieSEigenkettein P3-Positionragt aus
Enzymoberflachen Richtung des LosungsmittelBie Seitenkette des PArginins liegt in
einer flachen und l6sungsmittelanieerten Tasche undvird durch die Ausbildung von
Wasserstoffbriicken zu Glu236, Asp264 und Tyr308 stabiligdeet Guanidinometyigruppe
in Position P5 des Inhibitors befindet sich parallel zu der Peptidbindung von Thni232
Asp233 undst an einer Salzafickezu Glu236beteiligt Weitere Wasserstoffbriicken werden
zu dem CarbonySauerstoff des Val231 und einemverbriickendem Wassermolekiil
ausgebildetDieses Wassermolekul wird durch Wechselwirkungen zu Asp@8836 und
dem AmidStickstoff des Ala267stablisiert. Interessanterweise sind dheeiden positiv-
geladenen GuanidinogruppdarP4 und P5Restenur etwa 4 A voneinander entferjgdoch
ermdglicht s stark negative Potential der Bindetascheesen ungewdhnlichen

Bindungsmodus.
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S1-Tasche S2/S3-Tasche
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Abbildung 27: Darstellung des aktiven Zentrums des Furins im Komplex mit dem Inhibitor MI-1148 (StakModell,
Kohlenstoffgriin, Stickstoff blau und Sauerstoff rot). Die Aminoséayrdie Wechselwirkungen mit dem Inhibitor eingehen
sind im StabModell abgebildet (Kohlenstbfyrau, Stickstoff blau und Sauerstoff rot). Die restlichen Aminoséuren sind aus
Griinden der Ubersichtlichkeit im Carto&tyle dargestellt Wassermolekiilsind als roteund das C&-lon am Boden der
Si-Tasche als violette Kugelezeigt Die ausgebildetekVechselwirkungemis zu einer maximalen Lange von 3,3iAd als
gestrichelte schwarze Linien dargestelben: Stereoabbildung des Komplexes mit aljgmlarenWechselwirkungen. S1
Tasche:4-Amidinobenzylamidbinde an Pro256,Asp306, Ala292 und Asp258 sude Tasche wird durch ein pentagonal
bipyramidal komplexiertes G&lon stabilisiert.S2/3Tasche:Die Seitenkette dearginins bindet an Asp154, Asn192 und
wasserverbriickt an Asp228. DRS-tert-Leucin backbone3 geht zweiWechselwirkungn mit dem Gly55 ein.S4Tasche:
Die Guanidinofunktion des Arg bindet an die Aminosauren Glu236, Asp264 und TyrS8Bdasche: Die
Guanidinomethydruppe in paraPosition des P5Phenylrings interagiert mitval231 und Glu236und uber zwei
Wassermolekile mit Asp233, Ala26mid Gly265
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NebenMI -1148liegt auch eine Kristallstruktur ddshibitors Ml -0052 (3-GMe-PhacArg-
Val-Arg-4-Amba) im aktiven Zentrumdeshumanea Furins mit einer Aufldsung von 2,3 A
vor (PDB: 40MQ. Im Gegensatz zu InhibitoMI -1148 besitzt Ml -0052 ein Val in P3
Position und die Guanidinomethylgruppe in mEtasition des PPhenylrestsAbbildung 28

zeigtden Vergleich des Bindungsmodus derREste der beiden Inhibitoren

Asp233

77&/’ Asp233 77%/’
Ala267 8 LI Ala267 S lis
&' \—g\_\t/Glu 236 &) E‘?Glu 236

mal%l “"\____@Za1231

© Asp264 o
Abbildung 28: Vergleich der Kiristallstrukturen des hFurins mit Inhibitor MI-0052 (links) und MI -1148 (rechts).Es
wurden nur die Wechselwirkungen des-R&stsmit einer maximalen Lange von 3,6 dargestelltDie Aminoséurerdes

Furins(Kohlenstoff grau, Stickstoff blau und Sauerstoff rot) die Wechselwirkungen mit dem jeweilggemsoff eingehen
sowie die Inhibitoren (Kohlenstoff gelb, Stickstoff blau und Sauerstoff rot) sind irNktalell dargestellt.

Trotz unterschiedlicher Substitutionsmuster amR@5t werden von deGuanidinomethyl
Resen in meta und paraPosition analog&Vechselwirkungenmit &hnlichen Abstédnden zu
den FurinresterGlu236 und Val231 sowie einemerbriickendenwassermolekthusgebildet

In der Kristallstruktur mit dem InhibitoMI -1148 liegt eine weitere Wechselwirkung zu
einem Wassermolekiyor, die in der Kristdlstruktur mit der VerbindungMli -0052 nicht zu
sehenist. Der &hnliche Bindungsmodus im {B&reich konnteeine Erklarung fir didast
identischen picomolaren KkWerte beider Inhibitoren sein Befindet sich die
GuanidinomethylGruppe in orthePosition sind diese Wechselwirkungen vermutlich nicht
mehr moglichwodurch die ca. Xfach schwachere Hemmkonstante des Inhibikdrs0728
(2-GMe-PhacArg-Val-Arg-4-Amba)erklarbar ist>®
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3.3.Einbau der Tranexamsaure als P5Rest

Die Kupplung von 4Aminomethylphenylesgsaure inP5Position und der Aufbawder
Guanidinofunktion ausidsem Amin fihrtenzu Verbindungen mit KWerten imniedrigen
picomolaren BereichAllerdings handelt es sichebdem fir die Synthese verwendeten
Baustein Boed-Aminomethylphenylessigsdunem eine verhaltnismaligeure Chemikalie
Als mogliche Alternative wurde Tranexamsau&ans-4-(Aminomethyl)cyclohexaii-
carbonsaure)in dieser Position eingebaut. Dafur wurdeunachst das Amin der
Tranexamsaure mit einer B@ruppe geschitzt. Dieveitere Synthese der Verbindueg
erfolgtedann mittelsautomatischer SPP&halog deDerivateM| -1136und Ml -1148 Die N-
terminale Aminogruppe des Tranexamsaurerests der Verbindind130 wurde mit
Pyrazolcarboxamidix HCI in ein Guanidin GberfiihiiMI -1131). In ersten enzymkinetischen
Messungen zeigte sich, dass auch diese DerbeditewirksamédemmstoffedesFurins sind.
Aus diesem Grund wurdedie Hemmkonstanterder Verbindingen uner tight-binding
Bedingungerermittelt(Tabelle5).

Tabelle 5: Synthetisierte Tranexamsaurederivate Die Messungen erfolgten werttight-binding Bedingungemmit Substrat
MI-0730(12,5 pM im Ansatz)(n = 3).

HN Y NH, HN Y NH,
HN HN
NH

(0] (0] NH
E\)k E\/Q)J\ 2

H N v N

I H E H

R N\ W o PN 0

MI -Nummer R Ki-Wert (pM)
1130 H 91,3° 155
NH
1131 J 57,6° 10,7
HoN

Die VerbindungerMI -1130undMI -1131sind mit K;-Werten zwischen 50 100 pMweniger
wirksam alseinige derDerivate mit einenbasischersubstituiertemPhenylacetykest in P5
Position.Vermutlich kanndie Guanidinomethylgruppe akiirzeren Cyclohexlrest nicht die
gleichen optimalen Wechselwirkungen eingehen iev im Fall der substituierten
Phenylessigsaurederied¥ll -1148oderMI -0052 Ahnlich wie bei derPhenylaceti-Analoga
MI-1136 und MI-1148 besitzt das PBminderivat MI-1130 eine etwas schéchere
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Hemmung von 91,9M als das GuanidiAnalogonMI -1131mit einer Hemmkonstante von
576 pM. Obwohl cer Einbau der Tranexamsaure in-Pésition zu wirksameren Inhibitoren
im Vergleich zu Derivaten mit unsubstituierten Phenylacetylrestéithrt, zeigen diese
Verbindungen eine schwachere Hemmwirkung verglichen mit dédmino- bzw. 4-

Guanidinomethylphenylacetfderivaten.

3.4. Derivate mit N-terminalem D-Arg-Resen

Die Verbindungen mit Guanidinomethglbstituiertem Phenylacetylrest in-PBsition siml

die bisher wirksamsten Furininhibitorein der folgenderSerie wurde das P4P1-Segment
Arg-Val-Arg-4-Amba N-terminal mit weiteren Argininenn L- und/oderb-Konfiguration
modifiziert. Anders als bei den zuvor beschriebenen Inhibitoren besitzen diese Verbindungen
N-terminal eine freie Aminogruppe.Um den Abbau der Verbindungerdurch
Aminopeptidasen zu vieindern wurde aul3er bei der Referenzverbinduiy -1158 N-
terminal ein D-Arg-Rest eingebaut da solche Peptidesvon Aminopeptidaserkaum mehr
gespalten werden. Eine &hnliche Strategie wurde bei der Entwicklung des
Decapeptidwirktoffs Icatibant, einem Antagonisten des Bradykinin-R&Zeptors zur
Behandlung des vererbbaren Angioddems, angewédegt.

Die Syntheseder Verbindungenwurde wieder am 2CI-Trt-Cl-Harz mittels automatischer
Festphasenpeptidsynthese durchgefi@dhena 3). Das Peptidwurde unter Erhalt der N
terminalen Fmo&Schutzgruppe und der Seitenkettenschutzgruppédd sauervom Harz
abgespalten. Im Anschluss wurdeteéZminal der 4-AmbaRest gekuppelt gefolgt von der
Abspaltung derFmocSchutzgruppe mitl0 % Dighylamin in DMF. Im finalen Schritt
wurden dierestlichen Seitenkettenschutzgruppamer stark sauren Bedingungen entfernt.

Die finalen Inhibitorerwurdenmittels praparativer HPLC gereinigt und lyophilisiert.

57



Ergebnisse und Diskussion

Fmoc-dArg(Pbf )-Arg(Pof)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf )-Val -Arg(be)-O—O

y

Fmoc-dA rg(Pbf )- Arg(Pbf )-Arg(Pbf )-Arg(Pbf)-V al- Arg(Pbf )-OH

d
Y

Fmoc-dArg(Pbf )-Arg(Pbf )-Arg(Pbf)-Arg(Pbf )-Vd-Arg(Pbf )-4-Amba

le,f

HNy NH,  HNg_NH,  HNg_NH,

NH NH NH
L NH
. 0 0 NH
T H H H 2
~_N N N
HNT Y \.)J\N JN
L
j N x 6 TFA
HN M1-1184
HN)\NHZ

Schema3: Synthese @slInhibitors MI-1184am 2CI-Tritylchloridharz . Reagenzien und Bedingungen: (a) Beladdeg
2CI-Tritylchlorid-Harz mit FmoeArg(PbfyOH, 4 eq DIPEA, in trockenem DCM, 2 bhappingmit DCM/MeOH/DIPEA
(17:2:1, (v/viv)), 3 x 1 min(b) FmoeSPPS, Doppelkupplungen, in DMF; (c) 1BBA in DCM, 3i 30 min; (d) 1,5 eq4
Amidinobenzylamini 2 HCI, 1,1 eq PyBOP, 3 eqG@l-HOBt, 3 eq DIPEA in DMF, 2 h; (e) Entfernurder Fmoc
Schutzgruppe mitl0 % Diethylamin in DMF, 2h (f) Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen mit TFA/TJS/H
(95/25/2,5, viviv) 3 h, 35 °C, Prazipitation in katteDiethylether undReinigungmittels praparativer HPLCNach der
Lyophilisation wurden didinalen Verbindungnals TFASalz erhalten.

Die synthetisierten Inhibitoren dies8erieunterscheidesich sowohin ihrer Lange als auch
in der Konfiguration der Argininrest®as DerivatMI -1158 wurde als Referenzverbindung
hergestelltund enth&lt in den Positionen H4 P6 drei Argininreste inL-Kofiguration
Vermutlich ist dese Inhibitor in Zellkulturversuchen a& in vivo rasch durch
Aminopeptidasen abbaubar. Eine Instabilitdt reinerkonfigurierter peptidischer
Furinhemmstoffe wurde auch in friheren Arbeiten beobatHtet.

Die analoge Verbinduni/l -1184 besitztin P6-Position eindD-Arginin und sollte damitvor
Abbau durchAminopeptidasen geschitgein Das DerivatMI -1185 enthét sowohl in der
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P5 als auch in der RBosition eienD-Arg-Rest Die VerbindungeMI -1186und Ml -1187
wurden ausgehend voMI-1185 mit einem bzw. zwei Argininen irb-Konfiguration
verléngert.

Tabelle6 zeigt die synthetisiertenérbindungerdieser Serie miden bestimmten KWerten

Tabelle 6: Synthetisierte Derivate mit den bestimmten K-Werten. (n = 3)

Nul\r/rlllr;ler Sequenz Ki-Wert (pM)  r?’
1158 H-Arg-Arg-Arg-Val-Arg-4-Amba 33,7° 1.3 0,987
1184 H-dArg-Arg-Arg-Val-Arg-4-Amba 283° 9,7 0,991
1185 H-dArg-dArg-Arg-Val-Arg-4-Amba 51,0° 6,7 0,988
1186 H-dArg-dArg-dArg-Arg-Val-Arg-4-Amba  754° 10,6 0,987
1187 H-dArg-dArg-dArg-dArg-Arg-Val-Arg-4-Amba  94,3° 24,3 0,979

* Der Determinatimskoeffizient f ist ein MaR der Statistik fiir die Giite einer AnpassdegMessdaten an die
berechnete Kurve.

In ersten enzymkinetischen Messungen zeigten diese Verbindungensedmmestarke
Furinremmung. Aus diesem Grund wurden dieVWerte untertight-binding Bedingungen
bestimmt.Jedoch war iee korrekte Anpassunder Messwertean die Gleichung fltight-
binding Inhibitoren (Formel 5, Abschnitt 5.2.1.3 nicht mobglich. EBsonders in der
sogenannten Ellenbogdtegion(elbowregion) weichen die Messwerteon der berechneten
Kurve ab(Abbildung29). Ursache kdnnte eingngenaue Inhibiteroder Enzymkonzentration
sein, die bei der Kurvenanpassung bericksichtigt werden mifsseiiesem Grund wurden
die Inhibitoren elementaranalytisch untersydiasierend dudem Stickstoffverhaltnis wurde
ein Peptidgehalt von ca. 90 %estimmt. Fir die Auswertungen derenzymkinetischen
Messungen wurde die Inhibitorkonzentration um diesen Faktor korrigiert. Zur Kontrolle der
Enzymkonzentration wurdauf jeder Mikrotiterplatte Messung die Referenzverbinduhy -
0701 parallel vermessen Mithilfe dieser Verbindung war es mdglictdie jeweilige
Enzymkonzentratiordurch Anpassung arden linearen Teil detight-binding Kurve bei
niedrigen Inhibitorkonzentrationeau bestimmenwobeider Schnittpunkt mit der Abzisse die
Enzymkonzentration liefert Ein  weiterer Grund koénnte eine Abweichung vom
angenommenen Bindungsmodus s&ime genaue Ursache fir die nicht korrekte Anpassung
der Messdatean die Gleichung fiur eine reversible Hemmuiugchtight-binding Inhibitoren

konnte nichtermittelt werden'*® Aufgrund der visuellen Abweichung der Kurve von den
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Messwerten wurden ifiabelle6 zusatzlich die Determinationskoeffizientérangegeben, der
trotz der Abwei chQ9m9arn in allen F2llen O

20+

154

v (DRFU/S
=

a1
1

O,(I)OO I 0,(502 I 0,(|)O4 I O,(|)06 I O,(|)08 I 0,(|)10
[MI-1184] (UM)

Abbildung 29: Furinhemmung durch Inhibitor MI-1184. Die Messditen wurden an die Gleichung fir eine reversible
Hemmung durchight-binding Inhibitoren Formel § Abschnitt5.2.1.3 angesst.Die Messungen wurden mit dem Substrat
MI-0730bei einerKonzentration von 12,5 uNm Ansatzdurchgefuhrt Die berechnet Kurve weicht in detbowregion
(roter Bereich von den Messdaten etwas &b=0,997).

Die Ki-Werte der DerivateMl -1158 und M1-1184 mit einem L-Arg-Restin P5-Position
zeigen eine etwas starkere Hemmung als\igbindungenmit p-Arginin. Wahrscheinlich
fuhrt der Einbau des-Arginins zu einer veranderten Ruckgratkonformation und Ausrichtung
der basischen Seitenkette, wodurchiger optimale Wechselwirkungen im aktiven Zentrum
maoglich sind.

Aufgrund derdennoch starken Furinhemmumg subnanomolaren Bereich wurderesk
Verbindungen auf di¢dlemmung der Asbreitung vorHPAIV untersucht Abschnitt3.1.7).
Zuvor wurde die Zytaixizitat der Derivateauf MDCK 1l-Zellen wiederum mit dem MTT
Testuntersucht™® Abbildung 30 zeigt die Viabilitat derverwendeteMDCK II-Zellen nach
Inkubation mit den Verbindungen Uber einen Zeitraum von 24 urd id8gesamt zeigen die
Inhibitoren eire vernachlassigbar@ytotoxizitat, nur das DerivatMI -1187besitzteinegeringe
Toxizitdt Interessanterweise isMI-1187 mit sieben basischen Guanidine und/oder
Amidinogruppen sowieeinem freien NTerminus die am starksten basischéerbindung

dieser Serie.
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Abbildung 30: Bestimmung der Zytotoxizitat der Inhibitoren auf MDCK Il -Zellen mithilfe des MTT-Assays nach
Inkubation Uber 24 h (schwarz) und 48 h (hellgrau).Die Inhibitorkonzentration im Assayetrugen25 pM (links) und
50 uM (rechts) Als Kontrollewurden Zellen ohne Inhibitorzugabe identisch behandelt und das Ergebnis &afskalert

Anschlie3end wurde in Zellkultur untersucht, ob dié/ermehrung hochpathogerme
Influenzavirendurch diese Verbindungen gehemmt werden karmkbbildung 31 zeigt die

Ausbreitung des H7NSubtyps in Gegenwart unterschiedlicha@ribitorkonzentrationen

uM 1158 1184 1185 1186 1187 Kontrolle 0701

10

25

50

NN NP Ao N ol NS S N A\

Abbildung 31 Hemmung der Virusausbreitung in MDCK Il -Zellen. MDCK II-Zellen wurden mit FP\(H7N1) bei einer

MOl von 0,001 infiziert. Eine Stunde ter wurden die ZelBn gewaschen und mit unterschiedlichen
Inhibitorkonzentrationenl(- 50 pM) versetzt. Nach Inkubation tber 24 h bei 37 °C wurden die infizierten Zellen mit PFA
fixiert. Die infizierten Zellen wurden mit HasantiFPV-Antikérpern und HRRgekoppeltem Eselrti-HaseAntikorpern
sowie der anschlieBenden Umsetzung des True Blue Peroxidase SuBRigt$Gaithersburg, MD, Vereinigte Staaten)
angefarbt

Die Derivate miteinem NterminalenDp-Arg-Rest MI-1184 MI-1185 MI-1186 und Ml -
1187 fuhren zu einer sichtiban Hemmung der Virusausbreitung bis zu einer Konzentration
von etwa 25 pM.Insgesamt ist der Effekt jedoch geringer als bei der Refeeenindung

MI -0701, die die Virusausbreitung bis zu einer Konzentration von 10 pM sichtbar hemmit.
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Die VerbindungMI -070L wurde am gleichen Tag auf einer anderen Platte geté&ast.
DerivatMI -1158mit L-Arg in den Positionei®5- P6 beeinflusst die Virusausbreitung kaum,
obwohl der K-Wert im gleichen Bereich wie der der Verbinduhyj -1184 liegt. Ein

maoglicher Grunkdnnt die geringere Stabilitat der VerbinduigZellkultur sein.

3.5.Inhibitoren ohne P5-Rest

Bei der weiteren Optimierung wurde versuchwirksame Inhibitoren ohne PH&Rest zu
entwickeln, um das Molekulargewicht der Verbindungen zu reduziémes.diesem Grund
wurden fir das Arginin ifP4-Position unterschiedliche basische GruppengebautBei den
InhibitorenMI -0059und MI -0060wurdedasP3 P1-Segment Yal-Arg-4-Amba) beibehalten
und als R-Rest 3- bzw. 4Aminomethylphenyssigsduregekuppelt. Die N-terminale
Benzylaminstruktur wurde wiederum in die Guanidinbenzylamine umgewarMeio@61
undMI -0062.

Zur Syntheseales Inhibitoravil -1135wurde Boe5-Aminopentansaure als FRlest gekuppelt
die mit 4 Methylenguppen die gleich Kettenlange wie eine Arginiegenkette hat. Die
terminale Aminogruppe wurde ebenfalls in ein Guanidin tUberfuhrt, da aus friheren Arbeiten
bekannt war, dass wirksame Furininhibitoren eine Guanidinogruppe in d8eitefkette
bendtigen.Verbindung M1 -1135 wurde ebenfalls guanyliert um einArgininseitenkette-
Analogonzu erhalten ¥l -1146. Bei denInhibitoren MI -1151und Ml -1152handelt es sich
umdie Analogader VerbindungnMI -1135undMI -1146mit Tle in P3-Position.
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Tabelle 7: Furinhemmung durch die Inhibitoren ohne P5Rest.(n = 3)

HNYNHZ
HN
NH
H\/©)J\NH2
P3 N
DS y
(0]
MI -

Nummer P4 P3 Ki-Wert (nM)

0059 Val 482 ° 136

0060

Val 37,8° 128

0062 HA Val 2693° 256

HZNW*
o
NH
0061 HZNXNW* val 164,00 212
H O
H\/©/\g/
s
NH
1135 PN Val 385° 2,9
O
H *
1146 s A S val 25°03
NH (@]

1151 RN Tle 267°09
O

H *
1152 NN NS Tle 1,26° 0,1
NH o

Die Derivate mit 3 oder 4AminomethylphenylacetyRestin P4-Position Ml -0059und Ml -
0060, zeigen mit Ki-Werten von 48,17 nM und 37,80 nM eine deutlikbduzierte
Furinhemmungim Vergleich zuMI-0227 mit dem Phenylacetylrest in Position P5 und
Arginin in P4Position Der Aufbau eines @anidins aus dem f&rminalen Armin fihrte
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anders als im Fall detight-binding Inhibitoren MI-1136 und MI -1148 nicht zu einer
Verbesserung deHemmkonstantendieser Verbindungensondern zu eima weiteren
Affinitatsverlust Ein moglicher Grundkdnnte s, dass die Guadinomethybruppe am
rigideren Phenylring nicht mehr die charakteristische Position wie im Fall der
Argininseitenkette einnehmen karDer Einbau der B\minopentansaurén P4Position in
VerbindungMI -1135fuhrt zu eine@hnlichenHemmwirkung wie bei derberivaten mit dem
AminomethylphenylacetyRest. Die  Umwandlung der terminalen Aminogruppe in ein
Guanidinbewirkt jedoch eineleutliche Verbesserung der Hemmwirkunig{Wert: 2,54 nM).
Aufgrund der relativ starken Hemmwirkung des Inhibitbls-1146 wurde durch Austausch
des P3valins durch Tle versucht, die Furinhemmung noch weiter zu verstéBieite Tle-
DerivateMI| -1151und Ml -1152zeigen eine etwas starkek#initat zu Furin alsihre direkten
Val-Analoga.

Die beidenwirksamstenVerbindungen dieser Serie wurden aufah®chutzwirkung gegen
Anthraxoxin in murinen Makrophageruntersucht. Die Experimente wurdenwie in
Abschnitt 3.1.5 beschriebenim Arbeitskreis von ProfBeyer durchgefiihrtAbbildung 32
zeigt die Schutzwirkung der Inhibiten MI-1146 und MI-1152 und der
Referenzverbindungenll -0227 und MI -1116 Uber einen Konzentrationstearth von 0,51
100 pM.

100-

Schutzwirkung (%)

[Inhibitor] (M)

Abbildung 32 Schutzwirkung ausgewalter Inhibitoren gegen Anthraxtoxin in murinen Makrophagen. Die Zellen
wurden mit 500 ng/mPA und 100 ng/ml LF in Gegenwart unterschiedlicKenzentrationen der Inhibitorddl -0227(, ),
MI-1116(, ), MI-1146(, ) undMI -1152(, ) versetzt(n = 3)
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Die Verbindungn MI -1146 und MI -1152 zeigen ein@ konzentrationsabharggn Effekt
gegen Anthraxaxin. Bei einer Konzentration von 100 pMat der Inhibitor MI -1146 eine
Schutzwirkung von etwa4l% und die Verbindund/l -1152 von etwa 3 %. Diese Werte
korrelierenauch in diesem Fall mit den bestimmteaVWerten der Verbindungen. Die beiden
kirzeren Derivee ohne P5Rest Ml -1146 und Ml -1152 weisenmit 2,54 nMund 1,26 nM
eine schlechtere Hemmungn enzymkinetischen Assagls die Inhibitoren mit einemP5
PhenylacetyRestauf. Die beidenverkirzten Derivate zeigen nur eine etwa halbssarke

Schutzwirkungm Vergleich zu den kgeren Inhibitoren mit RRest.

3.6. Verlangerte Derivatemit N-terminalem Phenylacetylrest

Wie bereits erwahnt enthaltemele Furinsibstrate auch in den Positionen PP8 basische
Aminosauren. Im Vergleich zur zuvor beschriebenen i8er wurde bei diesen
Furinhemmstoffen nur Aminosaure lirKofiguration eingebaut und der-INerminus mit dem
Phenylacetylrest acetyliert, um den Abbau durch Aminopeptidasen einzuschrénken. Auch
sollten diese Derivate fur Kristallisationsexperimente genatrden, um die genauen 5
und P6Substratbindetaschen des Furins experimentell zu ideetdizj die bisher nur durch
modeéing vorhergesagt wurden.

Die Verbindungenbesitzen dieGrundstruktur Pha¢Arg)x-Val-Arg-4-Amba synthetisiert
wobei x fur 2 MI-1102) oder 3 MI-1103 steht. Bei den Verbindungeml -1104 und Ml -
1105 wurde jeweils ein ArgRestin Position P5oder P6 durch Ala ausgetauschtum die
Bedeutunglieser Positionen hinsichtligines basischen Rests zu untersuchen

In Vortess zeigte sich,dassauch diese Derivate sehwirksame Furinemmstoffe sind.
Deshalb wurderdie Ki-Werte der Verbindungen untéght-binding Bedingungen ermittelt
(Tabelle8).
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Tabelle 8: Furinhemmung durch verlangerte Derivate mit N-terminalen Phenylacetylrest.(n =4)

HNYNHZ HNYNHZ
HN HN
NH
g © - NH,
R N\_)LN N
H B H
P o
MI -Nummer R Ki-Wert (pM)
1102 PhacArg 563° 7,7

1103 PhaeArg-Arg 138° 4,5
1104 PhacArg-Ala  459° 125
1105 PhacAla-Arg  491° 19,2

Die VerbindungMI -1103 mit drei ArgRestenin den Positionen P4 P6 ist mit einer
Hemmkonstante von 138V das potentesteDerivat dieser Seriaind auch starker wirksam
als die verlangerten Inhibitoren nmit-Arg-Resten Tabelle 6). Die starke Hemmwirkung
bestétigt Ergebnisse aus friheren Studien mit reinen peptidischen Inhibitoren, wo Furin
basische Reste iR5- und P6Position bevorzugt Die DerivateMI -1104 und Ml -1105 bei
denen jeweils ein Arginin gege Alanin ausgetauscht wurdehemmen Furin mit
vergleichbaren KWerten von 45,9 bzw. 49,1 pM, sind jedoaleniger wirksam als der
HemmstoffMI -1103 Auch Inhibitor Ml -1102hemmt Furinin einem ahnlichen Bereidi;-
Wert: 56,26 pM) Wie bereits zuvor fur die ungeschutzten Derivate Difrg-Resten
(Tabelle8), bewirkt de Verlangerung des peptidischen Inhibitors PAeg-Val-Arg-4-Amba
(M1-0227 durch den Eibau weitere Arginine in den Positionen P5 P6 eine deutliche
Verbesserung der Hemmwirkurigie Verbindungen sind allerdings weniger wirksam als das
Derivat MI -0701 mit einem 4Guanidinomethylphenylacetylrest in Positi®¥b. Da diese
substratanalogen Irfitoren nur ausL-Aminosduren aufgebaut sind, wurden sie fur
Kristallisationsversuche mit Furin verwendet, um den Bindungsmodus dan&S6Tasche

zu bestimmen. Dabei wurde versucht aus Komplexen des Furins mit Inthbit0052 den
Liganden durchsoakng mit Inhibitoren dieser Serie auszutauschin.diesen Kristallen

konnte gdoch keine Elektronendichte im Bereich der it P6Reste identifiziert werden.
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3.7.Einbau desGlutaminsaurerests in P3Position

In einem Mausexperiment zeigtee VerbindungAc-RARRRKK-4-Amba im Vergleich zu
analogen Derivaten ohne Benzamidinstruktur eine erhdhte Toxizitat; toleriert wurde noch eine
Dosis von7 i 10 mg/kg '

In der Wirkstoffentwicklung wurden in einigen Félen schwerwiegende Nebenwirkungen mit
Argnin- oder Arginnmimetika enthalteden Verbindungen beobacletoargininderivate als
Thrombininhibitoren fiihrten durch die Hemmung des Komplementfaktors | zu Hypotonie
und erhdhten Serumtransaminasespieféin.lm Rahmen der Entwicklung von
Benzamidinderivaten als Hemtoffe des Gerinnungsfaktors FXa wurde fur einige Derivate
eineHemmung de&ERG human ethea-go-go-related gengKanalsgezeigt™’

Der hERGKanal wird im menschlichen Herzen exprimiert und ist ein spannungsgesteuerter
Kaliumkanal, der fir dieteilweise Repolarisation des Herzens durch einen schnellen
Kaliumausstrom wahrend des Aktionspotentials sorgt. Die Hemmung dieses Kanals kann zu
einer Verlangerung des Qmtervals fihren und die lebensgefahrlichersade des pointes
Tachykardie zur Folge haben.eDVermeidung der hER@hibierungist eine grol3e Hirde in

der ArzneimittelentwicklungZahlreiche Arzneistoffe, wiglas AntihistaminikumAstemizol
oderdas ProkinetikuntCisaprid, wurden aufgrundon Interaktionen mit dem hER&anal

vom Markt genommeft? Die Hemmung tesesKaliumkanals wirdwahrscheinlichvor allem

durch Derivate mit starkasischa Gruppen wie Aminen oder Amidine, hervorgerufen. Im
Rahmen der Entwicklung der FX#éemmstoffe wurde gezeigtlassdurch denEinbau einer
zusatzlichen Carboxytgppe in vielen Féllen die Affinitat zunhERGKanal drastisch
reduziert werden konntg’

Deshalb wurden zwei Furinhemmestoffe synthetisiert, bei denen eiR€&itiin P3Position
eingebaut wurde, obwohl aus friiheren Arbeiten mit Phenylacetylderivaten-Roditon
bereits bekannt war, dass diese Substitution zu einem cafadi®n Abfall der
Hemmwirkung fiihr:?® Dieser starke Affinitatsverlust wurde erwartet, da das aktive Zentrum
des Furinsstark negativ geladen ist und die -B8itenkette in engen Korkia mit der
Seitenkette des Furinrests Glu257 kommen koriDés. Einbau der Glutaminsaure an einer
der anderen Positionen wird#erdingszu einemnoch sehr viel drastischeren Abfall der
Affintat zu Furin fahren.

In Kombination nit eine basischen Aminombkyl- oder Guanidinomethylphenylacetylgruppe

als P5Rest, sollte der Affinitatsverlust durclden Einbau de Glutaminsaurestsin P3
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Positionteilweisekompensiert werderDie Syntheseler beiden Verbindungevil -1183und
MI -1188erfolgte wiezuvor beschrieén Kapitel 3.1.3.

Wie erwartet konnte id Furininhibierungdurch den Einbauwer ausgewahlten basisch
substituierten Restein P5Position deutlich verbessertwerden Fir da 4
AminomethylphenylacetyDerivat Ml -1183 wurde eine Hemmkonstanten 2,68 nMund
fur das analoge Guanidinderivdt -1188ein Wert von0,58 nMbestimmt

Tabelle 9: Hemmung des Furins durch Inhibitoren mit Glutaminséure in P3-Position. (n = 3)

YNHz HN 5

NH
R
N N
H H

HN NH,

MI -Nummer R Ki-Wert (nM)
1183 AN O 2,68° 0,15
NH
1188 P . 0,58° 0,02
HN- N

Die Hemmwirkung desGuanidinDerivats MI -1188 liegt im Bereich der Affinitat des
Hemmstoffs MI -0227. Mdoglicherweise kénnte durch die Verwendung eines Spacers
zwischen dem Peptid und der Sauregruppe eine bessere Hemmung erreicht werden.

Die hERGAffinitat der VerbindungenMI -1183 und MI-1188 sowie weiterer Analoga

musste jedockxperimentell ermittelt werden.

3.8. Furinhemmstoffe mit Agmatin- und Noragmatinrest in P1-Position

Wie bereits erwahnt,zeigte @r Furinnhibitor AcGRARRRKK-4-Amba in einem
Mausexperiment eindthere Toxizitat als vergleichbare Verbindungen ohneteg@minale
Benzamidingruppé® Aufgrund der starken Furinhemmung durch diesen Inhibitortyp ist es
moglich, das @erminale 4Amidinobenzylamid durch andere Argininmimetika
auszutauschen, auch wenn dadurch die ideirkung etwas schwacher wird. So fiihrte der
Ersatz des 4AmbaRestsdurchdie linearenGuanidirDerivateAgmatin oderNoragmatinzu

ca. 50fach schwéacheren Verbindung&h.
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Durch Kombination mit besser geeigneten -FREsten, wie 3- oder 4-
GuanidinomethylpénylacetyiGruppenist es jedoch moglich, die reduzierte Hemmwirkung
teilweise zu kompensiererAus diesem Grund wurden Verbindungen mit Agmatin und
Noragmatin in PI1-Position mit Tle in Positon P3 und 3- oder 4
Guanidinomethylphenylacet@ruppen ilP5-Pasition kombiniert

Zu Beginn der Synthese wurde s&urelabiles Tritylchlorid Harz mit dem jeweiligen Diamin
beladen. Um eine hohe Harzbeladung zu erreichen, wurde das Dmafititk geldst undm
4-fachen Uberschuss zum Harz gegebiémie Suspension wurde B bei RT geschiittelt
bevor das Harz dreimal fir je 1 min mit DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1, (v/viv)) behandelt
wurde, um verbliebene, reaktive Gruppen am Harz zu inaktiviééxiach diesemcapping
wurde das Harz mehrfach mit DMF und DCHNewaschen.Der weitere Aufbau des
Peptidgrundgerists erfolgteanalog zur Synthese der 4AmbaDerivate am 2Ci}
Tritylchloridharzdurchmanuelle SPPS. Die Harand Schutgruppenabspaltung erfolgteit

95 % TFA, 2,5 % TIS und 2,5 %,0 (v/v/v). Nach 3h wurde dasRohpeptid in kalta
Diethylether prazipitiert, gewaschen und getrocknet. Mittels HPLC wurde kontrabdiedie
PbfSchutzgruppen der Arginine vollstandig abgespalten wurdgsi. unvollstandige
Schutzgruppermspaltung wurde das Peptid erneut fur 3 h mit der 95 % O&AIrg versetzt
bevor es in Diethylether geféllt wurdeDie Umwandlung des Nerminalen
Aminomethylphenycetylrestsund des jeweiligen Amins if®1-Positionin die Guanidine
erfolgte mit 1H-Pyrazolcarboxamidin.Die Reinigung der Rohproduktevurde mittels
prapaativer HPLCdurchgefuhrtIn Schemat ist de SyntheseexemplariscHur Inhibitor Ml -
0092gezeigt.
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Schema4: Synthesedes Furini nhibitores MI-0092 mit C-terminalem Agmatinrest. Reagenzien und Bedingunger): a
Tritylchlorid-Harz, 4 eq. Diamin, abs. THF2h; cappingmit DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1, (v/viv)), 3 x 1 minh) SPPS,
Doppellupplungen mit 4 eq AS bzw. BetAMe-Phac, HOBt und HBTU sowie 8 eq. DIPEA) é¢darz und
Schuzgruppenabspaltung mit TFA/TIS/B (95:2,5:2,5; (v/v/v)) Uber 3h;)dt eq. H-Pyrazdcarboxamidini HCI, 4 eq.
DIPEA in 1M NaCOs, Uber Nacht.

Die bestimmten Hemmkonstanten dies&arbindungen sind ifabelle10 zusammengefasst

Der Vergleich der kWerte zeigt, dass die-@uanidinomethylphenylacetfderivate Ml -

0090 und MI -0092 Furin éwa um den Faktor 2 starker hemmen als die analogen meta
substituierten Verbindungen. Der Austausch veArdidinobenzylamid durch die Agmatin
Bausteine wird durch den Einbau eines i@w. 4GuanidinomethylphenylacetiRest in
Position P5 teilweise kompemsi und fuhrt zu potenten Furininhibitoren mit\Werten im
niedrigen nanomolaren Bereich, obwohl die Hemmwirkung verglichen mit dem wirksamsten
Inhibitor MI -1148 deutlich schwacheist. Ob dieser Austausch des-Résts tatsachlich zu
einer reduzierten Tozitat in vivo fuhrt, ist unbekannt, da bisher noch keine Tierversuche mit

diesen Verbindungen durchgefiihrt wurden.
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Tabelle 10: Furinhemmung durch Noragmatin- und Agmatin-Derivate. Die Position der Substitution des Restes R am

P5-Phenylringentsprichider angegebeneNummerierung(n = 3)

HN.__NH, HN.__NH,

%‘/
(6]
N
H

g N
b

Eﬁﬁ NH
2
(@] ! NH
MI -Nummer R n K;-Wert (nM)
NH
0089 U 3 0,49° 0,02
N H
0090 3 0,28° 0,01
NH
0091 JU 4 0,52° 0,07
>N H
0092 4 0,22° 0,02

Die Wirksamkeit der Hemmstoffe gegen HPAIV wurde Zellkulturversuchenwie in

Abschnitt 3.1.7 beschrieben geprift Zuvor wurde die Zytotoxizitat der Verbindgen

bestimmt wobei bis zu eineKonzentration von 50 uM im Ansatz keine toxische Wirkung

auf die MDCKII-Zellengefunden wurd€Abbildung 33).

120+
120
100-
100
S £
w ]
g 60 = 601
g g
= = 40
T 407 T
N N
20 20
0- L 0

MI-0089 MI-0090 MI-0091 MI-0092 Kontrolle

MI-0089 MI-0090 MI-0091 MI-0092 Kontrolle

Abbildung 33 Bestimmung der Zytotoxizitat der Agmatin- und Noragmatinderivate auf MDCK Il -Zellen mittels
MTT -Test nach der Inkubation Gber 24 h (schwarz) und 48 h (hellgrau)Die eingesetzterinhibitorkonzentratioen
betrugen25 (links) und 50 pM (rechts) Als Kontrolle wurden Zellen ohne Inhibitorgabe identisch behandelt udas

Ergebnis auf 1096 skaliert Die Detektion erfolgte mittels MT-Assay+>°
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Daraufhin wurde der Effekt der Verbindungen aufAliessbreitung von FPV in MDCH -
Zellen untersucht. Wie in

Abbildung 34 zu sehen, zeigen die Iddioren keinen protektiven Effekt auf die
Virusausbreitung im gewéhlten Konzentrationsber@ich/ergleich zur Refemzverbindung
MI -0701, dieam gleichen Tag auf einer anderen Platte getestet wurde.

pM 0701 0089 0090 0091 0092 Kontrolle

10

25 (
\\

50

Abbildung 34: Hemmung der Virusausbreitung in MDCK |1-Zellen. MDCK lI-Zellen wurden mit FPV bei einer MOI
von 0,001 infiziertEine Stundespatemwurden die Zellen gewaschen und mit unterschiedli¢hkibitorkonzentrationen (L

50 uM) versetzt. Nach der Inkubation tUber 24 h bei 37 °C wurden die infzigiélen mit PFAfixiert. Die infizierten
Zellen wurden mit Hasant-FPV-Antikrpernund HRRgekoppeltem EsedntiHaseAntikérpern sowie der anschlieRenden
Umsetzung des True Blue Peroxidase Substkd$, Gaithersburg, MD, Vereinigte Staatemgefarbt

3.9. Modifizierung der Furinhemmestoffe mit zellpenetrierende Peptida

Viele der synthetisierten Inhibitordresitzendurch die Guanidin@ruppen indenPositionen
P2 und P4sowie der C-terminalen BenzamidinStruktur einestarke Basizitat. Um die
Aktivierung von an Krankheiten beteiligteruBstrate durch Furinin der Zelle zu hemmen,
muissendie Verbindungerin vielen Fallen sowohtie Zellmembran als auchtrazelluléare
Membraen passieren. Dee Membranschitzt die Zelle vor Aufnahmeinbekannte
Molekile und kontrolliert durch gerichteten hund Export die Homobostasen Zytosol der
Zelle. In der Regel kénnenun kieine lipophile Verbindungen mit einem Molekulargewicht <
600 Dadie Zellmenbran mittels passiver DiffusiopassierenHydrophilere Verbindungen
kénnen nur durch wenige spezielle Transportenjttels Endozytose oder durch
energieunabhangigeProzesse wie zum Beispiel direkte Translokation aufgenommen
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werden'® Aus diesem Grund sindektorennotwendig, um die Inhibitoren in die Zelle zu
schleusenMogliche Carriersind Liposomen, Lipide, viral¥ektoren oder zellpenetrierende
Peptide'®?

Zellpenetrierende Peptide (CPPs) sind in der Regel zwische305Aminosaure lang und
zeichnen sich dadurch aus, dass sie Zellmembranen passiebanenk Die
Aminosauresequenzen der meist€PPs leiten sich in vielen Fallen von Membran
interagierenden Proteinen, wie Fusionspeptiden, Signalpeptiden, Transm&uobranen
oder antimikrobiellen Peptiden, ab. CPPRserden erfolgreich als Vektoren flr
OligonuKeotide Poteine oder auch andere Peptide einges&tzt.

Der Aufnahmemechanismus der CRiPdlie Zellewird trotz intensiver Forschung kontrovers
diskutiert. Mittlerweile geht man davon aus, dass es im ersten Schritt zu elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischened haufig kationischen CPPs und den negajeladenen
Glykosaminglykaneroder Heparansulfatstrukturewf der Zelloberflache kommt* Die so
an die Zellwand angelagerten CPPs konnen dann mittels unterschiedlicher endozytotischer
Wege oder durch direkte dmslokation in die Zelleternalisiertwerden®®®

Zum heutigen Zeitpunkt sind CPPs verschiedener Klassen bekénmtieim Rahmen dieser
Arbeit durchgefuhrteisynthesa wurdendie gangigen CPPEat, PenetratinTransportan und
ein PolyArg-Derivat als Vektoren ausgewahltDie kationischen CPPs Tat und Penetratin
gehdren zuden am haufigsten verwendeten CP®l gelten alsbesonderseffiziente
Vektoren. Tatleitet sich vomTranskriptionsaktivatorproteidesHIV -1 abund wurdel1989
als erstes CPP bescty@n'®® Penetratinstammt ausder dritten Helix desDrosophila
Homeoproteis Antennapedia®’ Experimente mit Tat und Penetratin zeigten Bésleutung
basische Gruppen fur den Translokationsprozefsis diesem Grund wurdeStudien mit
verschiedenen katigsthe Polypeptidedurchgefiihrt, wagur Identifizieung von PolyArg-
Verbindungenmit zellpenetrierenden Eigenschaftéithrte'®® Transportangehért zu den
amphipatischen CPPs und isin synthetisches Peptidjas sich aus dem -Mrminalen
Fragment des Neopeptids Galanin undem WespentoxinMastoparareusammensetztie
durch eiren LysinLinker verbunden sin&®

Bei den inTabelle 11 gezeigten Strukturen wurden di@PRSequenzen ohne LinkeM-
terminalan dasP1-P4Inhibitorsegment Arg/al-Arg-4-Amba gekippelt Die Verbindungen
wurdendurch eine Kombination voautomatischer SPP&d Losungssynthedeergestellt
Der Aufbau des Peptidgrundgeriists sowie dier@inale Acetylierungvurden mittels SPPS
an einem mitFmocArg(Pbf) beladenem 2CTrt-Cl-Harz nat einem Standardprotokoll
(Abschnitt 5.3.1) durchgefuhrt. Nachmild saurer Harzaspaltung unter Erhalt de
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Seitenkettenschutzesurde in Losung 4Ambai 2 HCI gekuppelt, anschlieRend wurde das
Peptid vollstandig entschitahd die Verbindungen mittels prativer HPLC gereinigt.

Die enzymkinetische Charakterisierung égnthetisierten CRPerivate unte’Verwendung
des Standardassays fiuhrte zu exponentieKemven in der DixoprAuftragung wie in
Abbildung 35 fur Inhibitor MI -1143gezeigt.

O,IOO I 0,02 I 0,|O4 I O,|06 I 0,08 0,10
[MI-1143] (uM)

Abbildung 35: Dixon-Auftragung der Furinhemmung durch Inhibitor MI-1143 bei Substratkonzentrationen von 5
(, ), 20 ( ) und 50 ( ) uM. Bei der gestrichelten Linie handelt es sich umLM\Nur zur Verdeutlichung der Krimmung
wurden die Werte amineFunktion firexponetielles Wachstum angepashtit den anderen CP®erivatewurden ahnliche
Dixon-Plots erhalterfnichtgezeigj.

Nicht-lineareAbhangigkeiten bei der DixeAuftragungsind in der Regel ein Zeichen fir ein
von der kompetitiven Hemmung abweichendes Verhalten
Eine Mdglichkeit nicht ideales Hemmverhalten zu identifizieren ist die Bestimmung des

sogenannten HilKoeffizientenn, der mitFormell bestimmiwerden kanr”

Formel 1: Gleichung zur Berechnung des HilKoeffizienten. (v: Reaktionsgeschwindigkeit iBegenwart des Inhibitors |
Vo: Geschwindigkeit der ungehemmteReaktion, n: Hill-Koeffizient, I: Inhibitorkonzentration, & scheinbare
Dissoziationskonstante)

[ 8—06 ¢ 11)C 11+

Die berechneten Werte fur die GFBrininhibitorkonjugate sind in Tabelle 11

zusammengefasst.
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Tabelle 11: Hemmung des Furins durch CPPKonjugate. (Mittelwert aus 2 Messugen)

MI - ICgo *
Nummer CPP Sequenz (M) n

1141 Penetratin Ac-RQIKIWFQNRRMKWKKRVR-4-Amba 18,97 1,86° 0,03

1142 Tat Ac-YGRKKRRQRRRVR4-Amba 11,99 2,04° 0,13

1143 Transportan  Ac-AGYLLGKINLKALAALAKKILRVR -4-Amba 22,76 1,51° 0,24

1144 Poly-Arg Ac-RRRRRRRVR4-Amba 10,66 1,69° 0,31

* nist der HilkK oeffizient Formel J).

Zusatzlich wurden vergleichende Messungen mit dieinibitor MI -0227 durchgefthrt, der
ein sehr ahnliches Inhibitorsegment besitzt, jedoch nicht mit einerSeB&enz modifiziert
ist. Wie zu erwarten, wurde fir diesen Inhibitor ein Hitdeffizient von 1,01 bestimmt, was
einem idealen Hemmverhéltnis mit 1:1 Stochiometnis@richt

Abbildung 36 zeigt die HiltAuftragung flr InhibitorMI -0227 und PenetratirDerivat Ml -
1141

0,04
1,04
-0,5- 0,54
§ = 0,01
\>C/>—l,0- ecj
= S -0,51
8 15 2
- -1,04
-2,0- -1,5-
20 -18 -16 -14 -12 -1,0 -08 -0,6 24 22 20 -18 -16 -14 -12 -10
log ([I) (1M) log ([I) (uM)

Abbildung 36: Hill -Auftragung fir die Hemmung des Furins durchinhibitor MI -0227 (links) und MI-1141 ¢echts)
bei Substratkonzentrationen von 5 (), 20 ( ) und 50 uM (, ).

Ein Hill-Koeffizientn = 1, derim Fall des Hemmstoffl -0227 erhalten wurdgspricht fur

ein ideales Hemmverhaltenlm Gegensatz dazwurden fur alle CPRDerivate Hilk
Koeffizienten n > 1 berechnet Alle CPRDerivate zeigen somit it nichtideaks
Hemmverhalten. Wodurch diese Abweichurarvorgerufen wird, lasst sich anhand des-Hill
Koeffizienten nicht bestimmenMaoglicherweise kdnnen die Verbindungen auch auf3erhalb
des aktiven Zentrums an das Enzym binden tefldeise eine zuséaizhe nichtkompetitive
Hemmung bewirken. Denkbar waren auch verschiedene Bindungsmodi der CPP
Inhibitorkonjugate Bei unbekannten Hemmmechanismen kann dennoclCes\Werten fur

diese Inhibitorenbestimmt werdenAbbildung 37 zeigt die Hemmung des Furinslurch
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Inhibitor MI-1144 bei einer Konzentration des Substrate$/l -0730 von 12,5 uM und
Anpassung der Messwerte Barmel4 (Abschnitt5.2.1.9.

14-
12

104

v (DRFU/Y
@

1E3 001 01
[MI-1144] (UM)

Abbildung 37: Hemmung des Furins durchinhibitor Ml -1144.Die Messung wurde in Gegenwart vb®,5 UM Substrat
MI -0730durchgefiihrtFir die dargestellte Einzelmessung wurde eigg-Wert von 8 nM bestimmt.

Die bestimmten Ig-Werte der synthetisierten CPRDerivate sind in Tabelle 11
zusammengefasdbie Hemmwere liegenalle in einem &hnlichen Bereich. Mit einel@sq-
Wert von 107 nM ist das PolyArg-Derivat die wirksamste Verbindungeder Serie Die
beiden besonders staplybasischen Verbindungevil -1142 und Ml -1144 hemmenFurin
etwas starker als dibeidenhydrophoberen Verbindungevil -1141 und MI -1143 obwahl
auch diese Verbindungen mehrere basische Reste irBEfRent.

Um die antivirale Wirksamkeider mit zellpenetrierenden Peptidsequenzen modifizierten
Inhibitoren zu untersuchen, wurde die Hemmung dersbreitung des FPV in MDCH -
Zellen untersuchtWie bereitsin Abschnitt1.2.2.1 erwahnt mussdas Himagglutinin des
InfluenzaVirus in der Wirtszelle durch Furin und/oder PC5/@espalterwerden, damit die
Viren fusionsfahig werdeff Diese Spaltung findehauptsachlichim TGN statt, deshalb
muissendie Inhbitoren von der Zelle aufgenommen werden und in dgolgi-Apparats
gelangen.

Zunachst wurde die Toxizitat der synthetisierten Derivate auf die verwendeten NIDCK
Zellen untersucht. Die Zellviabilit4vurde nach Inkubation der Ziein tGber einen Zeitraum
von 24 bzw48 h bei 37 °C mit Inhibitorkonzentrationen von @t 50 uM im Vergleich zu
einer Kontrolle ohne Inhibitor mit dem MTTTest bestimmt(Abbildung 38)."*° Der
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Kontrollwert ohne Inhibitorwurde als 100% angegeberund die bestimmten Werte in
Gegenvart der Inhibitoren auf den Kontrollwert bezogéis Referenzdientewiederum der
Inhibitor M1 -0227, der keineCPRSequenbesitzt

100+ 100+
80 804

S S

< 60 < 60-

3 3

B 40- T 40

s >

Ic 3

N N
204 20
0- 0-

MI-1141 MI-1142 MI-1143 MI-1144 MI-0227Kontrolle MI-1141 MI-1142 MI-1143 MI-1144 MI-0227Kontrolle

Abbildung 38: Viabilitat der MDCK Il -Zellen nach24 h (schwarze Balken) oder 48 h (graue Balkenhkubation mit
25uM (links) und 50 uM (rechts) Inhibitor bei 37 °C. Als Kontrolle wurden Zellen ohne Inhibitor identisch behandelt und
das Ergebnis auf 100% skalieltie Detektion erfolgte mittels MT-Rssay.

Im Vergleich der Inhibitoren fallt auf, dabgsonderslas TransportaDerivat Ml -1143eine
zellschadigende Wirkung haBei einer Konzentrationvon 50 puM wird nach 24 h die
Zellviabilitat auf 31 % reduziertEine etwas geringere Toxizitat wurde fir das Penetratin
Konjugat MI -1141 bestimmt Im Gegensatz dazu zeigeasdTaiDerivat Ml -1142sowie de
Poly-Arg-VerbindungMI -1144kaum zelltoxische EffekteDiese Ergebnisse decken sich mit
bisher publizierten Daten zufytotoxizitat dieser CPPs.lhr Einsatzkann azim einendie
Schadigung der Zellmembrasowie von Zelbrganellenzur Folge haberoder durchdie
spezifische Interaktion der CPPs niittrazellulare Strukturerzu einer Zellschadigung
fuhren'’! BeispielsweiseeigteTransportan akiner Kazentration vorb pM in einer BMG
Zelllinie einen toxischen Effeldauf die Zellmemhan Penetratirschadigten diesem Testlie
Zellmembrannur in geringem MaRewahrend Tat keinenffekt zeigte!’? Durch die hohe
Basizitat der Verbindungeist aucheine Bindung an polyanionisci&rukturen im Zytosol
und auf Membranemdglich Penetratinkann zim Beispielmit Heparin, Polysialinsauren
oder Nukleinsaureimteragierert’*'* Transportan, welches siciter anderermon Galanin
ableitet, hemmt die Bindundes Galanirs an den Galanin TypRezeptor undlie GTPase
Aktivitat Gegekoppelter Regeoren'®*"* CPRKonjugatemit der TatSequendnnen eine
ahnliche Wirkungwie der kompletteHIV -Transkriptionsfaktorzeigen. Hierzu zahlen unter
anderemdie Hemmung deAngiogenese undas Auslésen dekpoptose’’> Welche Effekte

konkret zur Toxizitater synthetisierten Verbindungen flhrest bisher nochicht geklért.
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Anschliel3endvurde die Hemmung dekusbreitung des FPW Gegenwart unterschiedliche
Inhibitorkonzentrationen0,017 50 pM) untersucht{Abbildung 39). Als Referenzen wurde
der Inhibtor MI -0227sowie cr noch wirksamere Hemmstdffl -0701verwendet.

Kontrolle 0,01 0,1 1 10 50 uM

MI-1141

MI-1142

MI-1143

MI-1144

MI-0701

MI-0227

Abbildung 39: Hemmung der Ausbreitung des FPV durch die CPPFurininhibitorkonjugate . MDCK Il-Zellen wurden
bei einer MOI von 0,001 mit FRViren infiziert Eine Stunde spatewurden de Zellen gewaschen und mit
unterschiedlichen InhibitorkonzentrationeéhQl - 50 uM) versetztNach der Inkubation Uber 24 h bei 37 °C wurden die
infizierten Zellen mit PFA fixiert Die infizierten Zellen wurden mit HasantiFPV-Antikdrpern und HRRgekoppeltem
Eselanti-HaseAntikdrpern sowie der anschlieRenden Umsetzung des True Blue Peroxidase S(HBtratSaithersburg,
MD, Vereinigte Staatergngefarbt

Die reduzierte Virusausbreitung bei den hoéheren Konzentrationen (10 und 50 uM) der
Derivate MI-1141 und MI-1143 ist vermutlich nur auf die zelltoxische Wirkung
zurliickzufiihren die zu einer Ablésung der Zellen fuhrt (personliche Information von Dr.
Yinghui Lu) und kein spezifischer Hemmeffekt auf Fulras TatDerivatMI -1142zeigie im
Vergleich zuM1-0227eine sichtbare Hemmung der Virusausbreitung bei einer Konzentration
von 50 pM. Esist mdglich, dasses durch die Konjugation mit demratMotiv zu eing
erhohte Aufnahme in die Zellikommtund somit der Inhibitor eine bessere Wirkung erzielt

als dasentsprechende Derivat ohne CBEguenzIm Vergleich zu InhibitoMI -0701, der
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noch bei einer Konzentration von 10 udhe deutliche Reduzierung der Virusausbreitung

zeigt, erwies sicldas TatDerivat allerdingalsweniger wirksam.

3.10. Palmitoylierte Furinh emmstoffe

Ein weiterer Ansatzum die Fahigkeit der Inhibitorereu verbesserrZellmembranen zu
Uiberwindenist dessenModifizierungmit hydrophoben AcyResterf® 7° Die Acylierung der
Furinhemmstoffe mit unterschiedlichen Fettsaureresten iRd2gionwurdenbereits friher
vorgenommen® Inhibitoren mit linearen Acylresteneiner Fettsdure bis zwehn
Kohlenstoffaomen zeigte einen @hnlichen KWert wie die Ausgangsverbindurgl -0227.
Eine weitre Verlangerung des Fettsauests fihrte zu eime schritiveisen Abfall der
FurinhemmungFUr dielnhibitoren mit Palmitoy und StearoyRest wurda, wie im Fall der
CPRDerivate, nichtlineare Kurvenin den Dixon-Plots erhalten Eine Ursache furden
abweichenden Hemmmechanimkinntedie Bildung mizellarer oddammelarer Strukturen
in einem Konzentrationsbereich oberhalb kietischen MizellbildungskonzentratiofCMC)
sein, da die Inhibitoren durch die stark polaren Gruppeh den hydrophobeAcylresen
einen amphipatischen Charakter besitzen. Untersuchuzgegpen, dass im Fall des
Stearyleerivats in einem Konzentrationsbereich von 0,2 uM stabile Mizellen entstehen.
Dies liefert allerdings keindlare Erklarung, fur die ebenfallzu geringe Hemmwirkung
dieser Verbindungebei Konzentratioan unterhalbder CMC. Mdglicherweisebeeinflussen
unspezifische Bindungen dénhibitoren an Furin, Mikotiterplatten oder Bestandteile des
Puffers die verfigbare freielnhibitorkonzentration, wodurch die Messdaten von der
berechneten Abhangigkeit im Dixd?lot abweichen
Im Folgenden wurdentersucht, ob durckRinbaueines Spacerzwischen dm Pamitoylrest
und dem Inhibitorgrundgeruist, eine Verbesserdag Hemmwirkungerreicht werden kann.
Als Spacer wurde das funktionalisierte Ethylenglykolderivai8-(Amino)-3,6-dioxa
ocatansaurgdAdo) verwendet das neun Ruickgratatome besitPes Weiterenwurde ein
Derivat synthetisiert, bei dem der Palmitoylrest nicht in Position d8Bdern an em
Lysinseitenketten P3-Position gekuppelt wurde.
Die Auswertungder enzymkinetische Messungendieser Verbindungen zeigte, dass die
Dixon-Auftragung ahnlichwie im Fall der CPRKonjugate Abbildung 35), eine Krimmung
aufwiesen was aufein vom klassischen HemmmechanismaisweichendesVerhalten
hindeutet Aus diesem Grund wurden fur dieBerivate ebenfallswr ICso-Werte bestimmt
(Abbildung40).
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Aktivitat (%)

1E-3 0,01 0,1 1 10 100
[Inhibitor] (UM)
Abbildung 40: Furinhemmung durch die Palmitoyl-Derivate MI-1132 (), MI-1133 () und MI-1145 (). Alle
Messungen wurden bei einer Substratkonzentration von 12,5 uM durchgefiihrt. Aus Gtéridbarsichtlichkeit wurde die

Geschwindigkeit in die prozentuale Aktivitdt umgerechimeé Anpassung der Messdaten erfolgteFammel 4(Abschnitt
5.2.1.3. (n=3)

Den niedrigstenlCso-Wert dieser Serie weist d&x-Ado-Derivat Ml -1133 mit einem Wert

von 452 nM auf, jedoch ist diese Hemmwirkung nahezu identisch zum Wert des Inhibitors

MI -0232 ohne SpacerUberraschenderweise besitzerbindungMI -1132 mit einem Ade

Restim Linker einen ca. 4ach héhereCsqo-Wert.

Die Kupplung des Palmitoylrests direkih a@ie Seitenkette desysins in P3-Position (Ml -

1145 fihrte zu einer drastischeReduktion der HemmwirkungMoéglicherweise konnte

durch die Einfihrung eines Spacers zwischen der Lysinseitenkette und dem Fettsaurerest die

Affinitat verbessert werden.
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Tabelle 12: Palmitoylierte Furinhemmestoffe.(n = 3)

HNYNHZ HNYNHZ
HN HN
NH
. . H\/@)LNHz
P5 P3 N
N N
H H
M - P5 P3 IC se-Wert (nM)
Nummer 507

0232 HA val  500° 85

“ S
1132 No O, Val  2035° 441
MY
u O
1133 oo O Val  452° 48
Io) 2

(0]
1145 @ Lys(Palmitoyl) 38141° 1805

* Diese Verbindung wurde zuvor von Dr. Gero Beckgnthetisert.

Im Vergleich zu den wirksamen Furinhemmstoffen, wie den Inhibitbte®701oderMl -

1148 sind alle palmitoylierten Verbindungen relativ schwache Furinhemmstoffe.

3.11. Lokalisationsuntersuchungereines FITC-markierten Furini nhibitors

Eine sensitive Métode, un die Verteilung und Lokalisation von Wirkstoffen in der Zelle zu
untersuchen, ist ihre radioaktive Markierung, adlem mit Tritum oder*’C, da dies die
Struktur nicht verandert. Solche Arbeiten sind jedoch mit groRem Aufwand bei der
Herstellungder radioaktiv markierten Derivate verbunden. Weitere Methoden sind die-HPLC
Analyse von Zel oder Gewebelysaten oder Durchflusszytométfi¢’” Fir erste
Voruntersuchungen werden Verbindungen in vielen Fallen mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert um anschlieBeth die Aufnahme der Derivate in die Zelle mit einem
Fluoreszenzmikroskop untersuch&enerell muss aber bericksichtigt werden, ddss
Struktur und Eigenschaften des Inhibitorsdurch die Markierung mit einem

Fluoreszenzfarbstoffnehr oder wemger starkverandertwerdenund somit Rickschlisse auf
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unmarkierte Inhibitoremur bedingt moéglichsind. Fluoreszenzfarbstoffe sind in der Regel
sterisch anspruchsvolle Mehrringsysteme,uwtiter anderendie Hydrophobizitat als auch das
Molekulargewicht deWerbindung deutlich erhéhen.

Um Aussgen zur Zellaufnahme der Funhibitoren machen zu koénnemwurde ein
fluoreszenzmarkierte Inhibitor synthetisiert und etsen Aufnahme in Huhk7-Zellen
untersucht.

Fur die Markierung von Verbindungen stehen untersghobste Fluoreszenzfarbstoffeur
Verfugung. Haufig wird das relativ kostengiinstige Fluoresdsmthiocyanat (FITC)
eingesetztFITC besitzteinereaktive Isothiocyanatgruppdie fir die Markierung von Amin
und Thiolgruppen eingesetzt werden kakwen Nachteil ist, das$=ITC im Vergleich zu
neueren Fluoreszenzfarbstoffen weniger stadtilund zum sogenannten Photobleaching

neigt'’®

Um diefir die inhibitorische Wirkung wichtigen basischen Reste in P2, P4

und P5Position beizubehalten wurde ds FITC uUber einen b-Alanin-Spacer an die
Seitenketteeines Lysinsn P3-Positiongekuppelt.

Zunachst wurde an mit FmocArg(Pbf)beladenes 2€Trt-Cl-Harz nach der
Standardprozedudie Bausteine Fmotys(Dde}OH, FmocArg(PbffOH und Fmoes-
Aminomethyphenydssigsaure gekuppe{&chemab). Nach Entfernung der Fmdsruppe
erfolgte dieUmwandlung der terminalen Benzylaminstruktur in ein GuanidinN-N éBis-
Boc-1-Guanylpyrazodirektam Harz. Im Anschluss wurde das Harz dreimal fir je 2 Minuten
mit 2% Hydrazn in DMF behandelt um die Dd8chutzgruppe abzuspaltedn die
ungeschitzt&eitenkettedes Lysinsvurde Boeb-Alanin als Spacer gekuppefnschlielend
wurde das Peptidnter mild sauren Bedingungemt 1% TFA/DCM vom Harzabgespalten
und an das geschitzte IntermediBod¢4-GMe-PhacArg(Pbf)Lys(Bocb-Ala)-Arg(Pbf)
OH) der 4-AmbaRest gekuppelt. Esfolgte die Abspaltung aller Schutzgruppen und die
Reinigung mittels préaparativer HPLC. Fluoreseklsiothiocynatwurde im letzten Schritt in
Losungan di e A mi prAtamins gepuppeltDe ¥erbindung wurde erneut praparativ
gereinigt und lyophiliert Ab der Kupplung des FITC wurden alle Reaktionen sowie die
Aufbewahrung der Verbindungenonter Lichtschutzdurchgefiihrt da FITC wie bereits

erwdhntzu Photobleaching neigt.

82



Ergebnisse und Diskussion

Fmoc- Arg(be) O—O

Arg(Pbf)-Lys(Dde)-Arg(Pbf)-0—()

Fmoc” \/©/\H/
Arg(be) Lys(Dde)-Arg(Pbf)- o—o
J@W
Arg(be) Lys(Boc-B-Ala)-Arg(Pbf)- O—O
W
Arg(Pbf)-Lys(Boc-B-Ala)-Arg(Pbf)-4-Amba
W
Boc/

HN NH2 HZN NH

NH
HZNJ\H
N
\)J\ MI-1189

HN\[(\/ NH,
O
l i

H,N NH

NH, 2
w
N
H

NH
j\LH NH
H2N N /\©\)OJ\ O NHZ
H H
N
N \-)J\
o) =

HN

N
: MI-1190
H 0
H
o, 0
Y o
0 S
OH

Schemab: Synthese des FITCGmarkierten Inhibitors MI -1190.Reagenzien und Batjungen: (a) FmeSPPS an Fmec
Arg(Pbf}r2CI-Trt-Cl-Harz, (b) FmoeAbspaltung mit 20% Pperidin/DMF (v/v), 5 + 20 min (c) 3,0 eq NN éBis-Boc-1-

Guanylpyrazal 4,0 eq DIPEA, DMF, RT, Uber Nacht, (d) DAéspaltung mit 2 % Hydrazin/DMF(v/v) 3i 1 minund
10% DIPEA/DMF (viv), (e) 40 eq Boeb-Ala-OH, je 4,0 eq HBTUund HOBt, 8,0 eq DIPEA, DMFRT, 3 h; (f) 3i 1%

TFA/DCM (v/v) fur je 30 min RT, (g) 1,5 eq 4Ambai 2 HCI, 1,65 eq PyBOP, & eq 6CI-HOBt, 105 eq DIPEA, DMF,
RT, uber Nacht(h) TFA/TIS/ H,O (952,5/2,5; viviv), RT, 3 h,Préazipitation in kalten DiethyletherpréparativeHPLC, (i)

1,8 eq FITC, ® eqDIPEA, 150 pL DMF,RT, Uber Nachtpréparative HPLQund Lyophilisierung
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Die VorstufeMI -1189mi t d e m-Alanmn ander iBeitdnkette des Lysins in-P8sition
hemmt Furin mit einem KWert von 22,15 pM und ist somitur marginal sclwécher
wirksam als die Verbindungel -0701 oder M1 -1148 Die Affinitat des FITGmarkierten
Inhibitors MI -1190ist im Vergleich deutlictreduziert liegt aber mit einem KWert von 0,50
nM im BereichderVerbindungMI -0227.

Tabelle 13: Struktur des markierten Inhibitors sowie seineNorstufe und die bestimmten Ki-Werte. (n = 3)

NH,

HNY HNY
HN HN
NH NH
HZNJ\N o} o NH,
H g\)J\ g
N v~ "N
Ho 0 = H g
W\ i
HN N.
\H/\/ R

o

NH,

MI -Nummer R Ki-Wert (pM)

1189 H 222° 34

1190 500° 30

Um zu untersuchen, ob der Fldr@arkierte Inhibitor in der Lage ist die Spaltung des HA
durch Furin zu hemmen, wurd@93T-Zellen mitdem PlasmiggCAGGSH?7 transfiziert und
fur 12 h in An und Abwesenheit vorMI-1190 inkubiert Als Referenzen wurde die
VerbindungMI -1189 das direkteAnalogondes FITCDerivatsMI -1190ohne Fluorescein
Markierung sowie die tight-binding Inhibitoren MI-0701 und MI -1148 verwendet.Die
Zelllysate wurden anschlielend mittels SBSGE aufgetrennt undingespaltenesowie
gespaltenes HAit Hilfe HA-spezifischer Antikérper im Westeilot detektiert(Abbildung
417).
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ohne Mock MI-1190 MI-0701 MI-1189 MI-1148 Inhibitor
H7 15 50 15 50 15 50 15 50 uM

*9

75 kDa
63 kDa

HAO

. <—HAI

Abbildung 41: Untersuchungen zur furinkatalysierten HA-Spaltung in Anwesenheit de FITC-markierten Inhibitor s
MI-1190sowie der Referenzvibindungen MI -0701, MI-1189 und MI-1148 (15 und 50 uM im Assayin 293T-Zellen.
Der Nachweis des HAO und si§paltungrodukts HAlerfolgtemit HA-spezifischem Antiserum iWesternBlot.

Ein erster WesternBlot zeigt, dass die Spaltung des -M@rlauferproténs durch alle
Inhibitoren bereits bei einer Konzentratisan 15 uM vollstandighemmbarist. In der Spur
ohne Inhibitor isthingegendas HAXSpaltprodukideutlichzu erkennen. Dién allen Spuren
beobachteten diinnen Bandgnd vermutlich unspezifisgtdasich diese Bande auch in der
Spur ohne H7(links) findet. Da die Spaltung des HAO, wie bereits in KapifeR.2.1
beschrieben, im TGN stattfindeist davon auszugehen, dass dehibitor in die Zelle
aufgenommen wde Fur die SDSPagewurde zuviel Proke der jeweiligen Zelllysate
aufgetragen, so dass die einzelnen HB¥hden zum Teil ineinander Ubergehen, trotzdem ist
eine Hemmung der HABpaltung durch alle verwendeten Inhibitoren im WesRiot
deutlich zu erkennen.

In einem weiteren Versuch wurden dd-Zellen mit dem FITGmarkierten InhibitorMI -
1190(50 uM im Ansatz) Uber 24 mkubiert um die Verteilung des Inhibitors in den Zellen
zu untersuchenAbbildung 39 zeigt diefluoreszenmikroskopischen Aufnahmen der Zellen

bei einer 10&achen Vergrol3eng
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Abbildung 42: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmerder Huh-7-Zellen nach Inkubation mit dem Inhibitor MI-1190
(50 uM) Uber 24 h (100-fache VergroReruny Die Zellkernewurden m t -DiaNjidifo-2-phenylindol angefarbt (blay)
wahrend defluoresceimarkiertelnhibitor eine Griinfarbungbesitzt Das TGN wurdemit Hilfe eines TGN38pezifischen
Primarantikdrpes und einesRhodaminkonjugiertenSekundamatikoérpess angefarbt(rot). Die Abbildungenwurden durch
Uberlagerungrfiergd dermit unterschiedlichen Filtern erzeugteimzelnen Bildegeneriert.

Die DNA der Zellkerne wurden mit dem Fluoreszétrarbstoff 46-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI) angefarbt und fluoreszierblau. Der FTC-markierte Inhibitor fluoresziert bei
Anregung grin. In der rechten Abbildung ist zusatzlich das TGN Uber diGB8
spezifischen Erstantikdrper und einehodaminkonjugiertenZweitantikdrper angefarbt und
fluoresziert rot. Die Bilder wurden uberein@ndyelagertum eine Kolokalisation zu zeigen.
Die Aufnahmen zeigen groRere Aggregate von Fii&@kiertem Inhibitor die unspezifisch
auf den Zellen zu liegen scheinen. Bei einigen Zellenallgrdings zu sehen, dasker
Inhibitor um den Zellkern im TGN okalisiert ist und somit vermutlich in die Zelle
aufgenommen wurde. Dies deckt sich mit den Daten des WditEs) mit dem eine
Hemmung der K-Spaltungdurch den FIT@nhibitor gezeigtwerden konnteEs ist davon
auszugehen, dass zumindest ein Teil derbihdung von den Zellen aufgenommen wurde.

Jedoch ist unklar, arum der Inhibitor nicht in allenellennachweisbar ist.

3.12. Auswahl desgeeigneten Substrates fur enzymkinetische Studien

In der Literatur finden sich zahlreiche Substrate fir enzymkinetistdssungn mit Furin.
Am héaufigsten werdendie AMC-Substrate Bo®RVRR-AMC und pGlu-RTKR-AMC

genutzt'”® 1995 wurde von Angliker et al. das FRSTbstrat AbARVKRGLA-Tyr(NO,)-D

publiziert'® Weitere AMGSubstrate wurdemon Krysan et al. beschrieben, wols&h vor
allem das Hexaeptid Ac-RARYKR-AMC als besondergeeignete AMC-Substraterwiesen
hatlSl
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Zur Auswahl degieeigneten AMESubstrates wurden die dieir Arbeitskreiszur Verfiigung
stehenden VerbindunggpGlIu-RTKR-AMC (Bachem), AeRVRR-AMC und PhaeRVRR-
AMC erneut enzymkinetisch charakterisiertDie Bestimmung der enzymkinetischen

Parametek.,; SOwie — mittels einer AMGVerdunnungsreihe wurdeereits wn Dr. Gero

Becker durchgefiih/®* Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Bestimmufigse Parameter
die Progresairvenmethode verwendddie so erhalteen Wertewurdenmit den Wertendie
Uber die AMGVerdiunnungsreihe bestimmt wurdererglichen.Die kinetischen Parameter
Km und Vinax dieser Substrate wurden unter Verwendung des Standardéestiysmt und
sind inTabelle14 aufgefuhrt.

Tabelle 14: Ubersicht der getesteten AMGSubstrate und ihre enzymkinetischen ParameteK ,,, Viax und 'E—””'

Ml - Km V max Kcat iy E
Nummer Substrat (uM)  (RFU/s) (sh £y c‘n’ Ti |)
”N:IL/N“Z NH, C
c 103093
Ref. @ { LHWVBW %Q{i 201 1255 O30
. =T N 1 024 °029 pqa 100702° 3254

©028 031 ggqd 718420 18420

HNINHZ HN;\I/NHE
i i i b 0,59° 66615°
0729" AHW¢HW¢@ 887 2512
0 AL o i

H,NT SNH
HN__NH,

HNIE/NHZ le/

c c

0730 Q%Bwﬁiﬁ@ 540 27,73 0% 120790
! O/E\H o E\LH

035 %056  4g56¢ 103509° 496°
PN

H,NT SNH

#Das SubstrapGIu-RTKR-AMC (1-1650) wurde kommerziell bei Bachem erworben
® DieseVerbindung wurde von Dr. Gero Becker synthetisiert

°Die Bestimmung erfolgte mitteAMC-Eichkurve, als Enzymkonzentration wurde 0,95 nM zugrigedegt.
d Die Bestimmung erfolgte mittels Progresskuriathode.(n = 3)

Abbildung 43 zeigt die Michaes-MenterAuftragung die zur Bestimmung der
enzymkinetischen Parameter¥ und K, verwendetwurde. Das DerivapGlu-RTKR-AMC
hat mit 4,47 uM den niedrigsten KWert, gefolgt vonMI -0730 (K, = 5,40 puM) undMI -
0729(Km = 8,87uM).
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Abbildung 43: v/S-Charakteristik en der Furinsubstrate Pyr-RTKRAMC ( , ), AccRVRR-AMC (, ) und PhacRVRR-
AMC (, ). (n=3)

Neben dem K-Wert spielt auch dercgkWert, der mittels einer AM€Eichkurve aus Wax
berechnet werden kaneine wichtige Rolle bei der enzymkinetischen Charaktierisierung von
Substraten. Deri-Wert, der auch als Wechselzahl bezeichnet wird, gboivenge Substrat

an, die maximal von dem Enzyin einer bestimmtenZeiteinheit umgesetzt wirdDas
Verhéaltnis— ermdglicht einen direkten Vergleich der Effektivitat des Enzyms gegentber

unterschiedlichen Substrateda hier sowohl derg g als auch der K-Wert einflieRen Je

groRRer der bestimmte Wedesto effizienter wird das Substrat von dem Enggspalten
Die Bestimmungdes Quotienter— ist auchunter Verwendung der Progresskuniathode

moglich %82 Unter pseudeerger OrdnungBedingungerund bei[S] <<< K, wird zunéchst

die apparenté&. Ordnunggeschwindigkeitsonstante=  und dann anhander Formel2 der
Term— bestimmt.Die Messung erfolgte mithilfe des Standardansatzes, allerdings bei ein

Substratkonzentration von 0,2 uM und einer Enzymkonzentration von 19 nM im Ansatz.

Formel 2: Gleichung zur Berechnung von k./K .. (Kops apparente pseuegrster Ordnungsgeschwindigkeitskonstante,
Ey: Enzymkonzentration,k: maximaler Substratumsatines Enzyms pro Zeiteinheit,,KMichaelisMentenKonstante)

— )
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Abbildung 44 zeigt die Progresskurve der Totalhydrolyse des SatsMI -0730und deren
Anpassung an eine Reakti@nOrdnung.
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Abbildung 44: Furikatalysierte Hydrolyse des Substrates Mi0730.Die Messdaterder Progresskurvevurden an eine
Geschwindigkeitsreaktionspudel. Ordnungangepasst (Substratkonzentratior2 uM, Enzymkonzentrationl9 nM).

Der Vergleichder— - Werteder unterschiedlichen Substrate zeiddssPhacRVRR-AMC

etwas effektiver umgesetzt wird als das kommerziell erhaltlpB&rRTKR-AMC. Aus
diesem Grund wurde fur die enzymkinetischen Messungen iedfeilte das Substr&hae
RVRR-AMC verwendet.
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4. Zusammenfasung

Die Proproteinkonvertasgurin ist unter anderem durch die Aktivieruwigler bakterieller

und viraler Vorlauferproteine in zahlreiche pathogene Prozesse involviert. Aus diesem Grund
konnte die Entwicklung von Furininhibitoren ein neuer Ansair Therapie verschiedener
Infektionskrankheiten sein Im  Rahmen dieser Arbeit wurden peptidomimetische
Furininhibitoren synthetisiert und charakterisi@asierend auf der Grundstruktur Phag-
Val-Arg-4-Amba (M1 -0227 wurden unterschiedlich&lodifizierungenvorgenommen, um
geeignete Inhibitoren mit verbest® Hemmwirkung fiir den Einsatz als antivirale oder
antibakterielle Wirkstoffe zu erhalten.

4.1.Derivate der P3Serie

In einer bereits friher synthetisierte8erie unterschiedlicheDerivate mit proteinogesn
Aminosauren irP3-Position erwiesnsich dieVal-VerbindungMI -0227und der analoge He
Hemmstoff mit Ki-Werten umO0,7 nM als effektivste Furininhibitoren und dienta als
Leitstruktur fir weitere Modifzierungen®® Interessanterweise zeigte das Leu&iralogon
eine deutlich geringre Furindfinitat. Um den Einfluss des FRests weiter zu untersuchen
wurden unnatirliche, hydrophobe Aminosauren in dieser Position eing&zdgi wurden
gro3e Unterschiede iden Furinhemmwirkungen festgestelo flihrtezum Beispiel @r
Einbau von a-Aminoisobuttersaure MI-1139 zu einem dastischen Abfall der
Hemmwirkung K;-Wert: 279 nM). Dagegen konnteige Verbesserung der Hemmkonstanten
mit dentert-Leucin und Peniciallamin enthaltendiibitorenMI -1116und Ml -1182 erzielt
werden. Diese beiden Aminosaurereste besitzen ein quartarnar substiturtes
Kohlenstoffatom.Die Kombination des tert-Leucins in P3-Position mit meta oder para
Aminomethylphenylessigsdure inP5Position fuhrte zu zweistellig picomolaren
Furininhibitoren Durch de Umwandlung des Nerminalen Amins in ein Guanidikonnte
eine weitere/erbesserung deHemmkonstanterrreicht werdenDie wirksamsteverbindung

MI -1148 hemmt Furin mit einem KWert von 5,5 pM. Die in dieser Serie synthetisierten
Verbindungen gehérersomit zu den wirksamstenbisher identifizierten reversiblen
Furininhibitoren und wurden in Kooperation mit anderen Arbeitskreisen in
Zellkulturversuchen auf ihre Effektivitagegen unterschiedliche virale urobkterielle

Pathogeneintesucht.
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Zunachst wurde et Effekt der Inhibitoren gegentbelen bakteriellenToxinen vonBacillus
anthracisund Corynebacterium diphtheriam Zellkulturversuchergeprift In Kooperation
mit dem Arbeitskreis von Prof. Bayer wurde die Schutzwirkung ausgewvarérbindungen
gegenAnthraxtoxin inmurinen MakrophagegetestetDie DerivateMI -0701, MI -1150und

MI -1148mit basischsubstituiertem PHRest zeigteren starksten Effekt, wobeiedDerivate
mit dem unsubstituiertem, neutraldPhenylacetyRest MI-0227 und MI-1116 deutlich
weniger wirksamwaren In diesem Test wurde eine enge Korrelation der bestimmteitro
Hemmkonstanten und der Wirksamkeit in Zellkultur erhalt&nnliche Ergebnisse zeigten
die Inhibitorenbei derBestimmung ihres prektiven Eff&kts gegen Diphtheriexin, diese
Experimente wurdem imArbeitskreis von Prof. SandvidurchgefuhrtAuch hier zeigten die
Derivate MI -0227 und MI -1116 bei einer konstanten Inhibitorkonzentratiemen deutlich
schwacheren Effekt als die Derivatgt zusaticher Guanidinogruppe iP5-Position.Fir de
beiden  wirksamsten  Verbindungen MI-0701 und MI-1148 wurden ein
konzentrationsabhéngigeffekt der Schutzwirkung gefunderObwohl die Unterschiede
gering waren, wurde bei allen drei Kozentrationen eine ettgakese Wirksamkeit mit dem
neuentwickelten Deriva#ll -1148bestimmt

Des Weiteren wurden die Derivate auf ihre Wirksamkeit gegen Influenza und
Hundestaupdren untersuchtlm Arbeitskreis von Prof. Garten wurder Einfluss af die
Ausbreitung hochpatiyene Influenzaviren der Typen H5N1 und H7N1 gepruft, wobei kein
Effekt mit denDerivaten D9R und MI -1116 im Konzentrationsbereich von 0j550 uM
beobachtet wurdelJedoch wurde iee deutlicheHemmung fir den InhibitoMI -1136 mit
Benzylamingruppe gefunde Interessanterweise zeigtias analoge mefaerivat Ml -1149
einen deutlich geringeren E#t auf die Ausbreitung des FPV, obwohl beide Derivate
ahnliche Hemmkonstanten besitzerDie starkste Wirksamkeit konnte mit den
GuanidionobenzlamierivatenMI -1150 und MI -1148 sowie der ReferenerbindungMl -
0701erzieltwerden.

Im Arbeitskreis vonProf. von Messling wurden ausgewahlte Verbindungehitanen Effekt
bezlglich derVermehrung desHundestupevrus untersucht. Die wenigewirksamen
Inhibitoren D9R und MI1-1116 zeigen nur bei einer Konzentration von 50 puM eine
signifikante Reduktion der Virustiter im Uberstanthd den zellularen Fraktionen, wahrend
fur die Verbirdung Ml -1148 noch bei einedeutlich reduzierteionzentration vor0,5 pM
einendeutlichernEffekt hatte

Des Weiteren wurde die Hemmung auf die verwandten Enzyme PC1/3 und PC2 getestet.

Aufgrund dergeringen verfugbareBnzymmenge wurde nur die Restaktivitat in Gegenwart
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konstanter Inhibitorkonzentratioan bestimmt Im Fall der PC1/3 korrespondien die
bestimmten Restaktivitaten mit den-Werten fur Furin auchPC1/3wird besonders stark
durch die Derivate mit basischem-R&st gehemmt. Im Gegensatz dazu fiel die Hemmung
derPC2 deutlich schwécher aus.

In der Arbeitsgruppe voD Dr. Manuel Thankonnte eine Kristallstrukturdes humanen
Furinsim Komplex mit dem InhibitoMI -1148gd6st werden Das 4Amidinobenzylamid in

der P1-Position bildet in der STasche zahlreiche Wechselwirkungen zu den Aminoséuren
Pro256, Asp306, Ala292 und Asp258 aus. deidasche wirdam Bodendurch ein
pentagonabipyramidal komplexiertes Galon stabilisiert. Die Seitenkette désginins in
Position P2binddg an Aspl54, Asnl192 und uUber euerbrickendesWassermolekil an
Asp228.Zwischen denmbackboneCarbonyl unddem-NH des P3ertLeucins werden zwei
antiparalele HBricken zum Furinrest GBp5 ausgebildeDie raumausfillende Seitenkette
des Tle stabilisiert sehr wahrscheinlich durch zahlreiche-déaiwWaalsWechselwirkungen
die Inhibitorkonformation und tragt somitizverstarkten Hemmwirkung bdn Position P4
bindet die Guanidinofunktiom der Seitenketteles Argnins in eine flachelrasche an die
Aminosauren Glu236, Asp264 und Tyr308n Position P5 interagiert die 4
Guanidinomethylphenylacet@ruppe tber mehrereWechselwirkungenmit Val231 und
Glu236 sowie zweiverbriickendenWassermolekillenDie gesamte Sturktur wird durch
zahlreiche Wechselwirkungen teils weiter verbrickend®assermolekule zusatzlich

stabilisiert.

4.2.Einbau von Tranexamsaure alP5-Rest

Neben de4-Amino- oder Guanidinmethylphenylessigsaure wurde Tranexamséaag4-

(Aminomethyl)cyclohexati-carbonsaure) ilP5-Position eingebaut. Das Amierivat und
dasdaraus hergestell@®uanidinrAnalogon hemmen Furin mit;KNerten zwischen 50 100
pM, sind aber weniger wirksam als die Derivate mit einem basisghstituiertem

aromatischen PhenylacetylrestRB-Position.

4.3. Derivate mit N-terminalem D-Arg-Resen

In dieser Serievurdedas P4P1-Segmenirg-Val-Arg-4-AmbaN-terminal mit Argininresten
in L- as auch in pD-Konfiguration modifiziert Diese Derivate hemmen Furin im

subnanomolaren Bereich, wobei eine korrekte Anpassung an die Gleichung fur eine reversible
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Hemmung durchtight-binding Inhibitoren nicht moglich war. Eirexakter Grund fur die
Abweichurg der Messdaten von der berechnefgpassung konnte nicht ermittelt werden.
Die vollstandig L-konfigurierte Referenzverbinduniyll -1158 (H-Arg-Arg-Arg-Val-Arg-4-
Amba)unddasb-Arg-DerivateMI -1184(H-dArg-Arg-Arg-Val-Arg-4-Amba) zeigten mit K-
Werten um 30 pM die starkste Hemmung dieser Serie. Des Weiteren wurden die
Verbindungen auf ihren Effekt auf diAusbreitung hochpathogenénfluenzaviren des
Subtyps H7N1 gepruftin diesem Test zeigten die Derivate mit einerteNninalenb-
Arginin eine leichte Hemomg der Virusausbreitung bei einer Konzentration von 50 puM. Die
VerbindungMI -1158 zeigte trotz desvirksamenK;-Wertes keinen Effekienkbar ware ihr

rascherAbbau durch Aminopeptidasen

4.4.Verkirzte und verlangerte Derivate

Die starke Affinitat der Inhibtoren erdffnet die Moglichkeitdiese Strukturenweiter zu
vereinfachen. Die  Pentapeptidmimetika  besitzen ein  verhaltnismallig  hohes
Molekulargewicht, aus diesem Grund wurbtlei den verkirzten Derivaten auf den-Rést
verzichtet. Der Austausch des PArginins durch 3- oder 4- Amino- bzw.
Guanidinomethylphenylessigsaure fiihrte zu einem deutlichen Affinitatsveidagegen
zeigtenDerivat MI -1146 (GuaAva-Val-Arg-4-Amba) und das TleAnalogonMI -1152 mit
einan 5Guanidinovaleriansaurerestine deutlich besse Furinhemmung mit KWerten
zwischen 1i 2 nM. Dieselnhibitorenwurden auf ire Schutzwirkung gegen Anthraxin
untersucht. BeideVerbindungen zeigen einen konzentrationsabhéngigen S$chwor
Anthraxoxin, wenn auch nur in héheren KonzentrationenaarilOi 100 pM.

Des Weiteren wurde versucht die Affinitat der Leitstruktur zu verbessern, indem weitere
Argininrestein den Positioan P5 und/oddP6 eingebaut wurdeda zahlreiche Furinsubstrate
mit basischem R5und P6Rest bekannt sindas DerivaiMI -1103mit drei Argininresterin
den Positionen P4 P6 ist mit einem KWert von 13,8pM im Rahmen dieser Serie am
wirksamsten Die anderen Inhibitoren hemmen Funtit Hemmkonstanten um 50 pM etwas
weniger starkDiese Derivate wurden auch fir Kristaltionstudien mit Furin eingesetzt,

jedoch konnte keine Elektrondichte N-terminal des P4Rests gefunden werden.
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4 5. Einbau des Glutaminsaurerests in P3Position

Bei friheren Wirkstoffentwicklungen wurde beobachtet, dass einige stark basische
Verbindungerden hERGKanalam Herzerblockieren, wodurchebensgefahrlichemorsade
des pointesrachykardienausgeldst werden konnéH Die hERGBindung konnte in vielen
Fallen dirch denEinbau einer Saurehktion signifikant reduziert werderDer aus diesem
Grund lereits fruher synthetisierttnhibitor PhaeArg-Glu-Arg-4-Amba besitzt einenkK;-
Werte von 105 nM und ist ca. 1-28ch weniger wirksam als das Vahalogon Anstelle des
neutralen PhaRests wurde deshalb iP5 Position ein basischer Rest eingebaut und
untesucht, ob digeduzierte Hemmwirkungufgrund desinbats der Glutaminséure iRP3
Positionteilweise kompensiert werden kann. DasAdninomethylphenylacetyDerivat Ml -
1183ist mit einem K-Wert von 2,68 nM weniger stark wirksam als das guanylierte Analogo
MI -1188mit einer Hemmkonstante vah58 nM BeideVerbindungen sind deutlich starkere

Furinhemmstoffe als dddhacAnalogon.
4.6. Furinhemmstoffe mit Agmatin- und Noragmatinrest in P1-Position

In einigen Arbeiten wurde ein-Amidinobenzylamidrest als Urshe unterschiedlicher
Nebenwirkungen angesehtfi.Die auRergewdhnlich starke Hemmwirkung der Verbindung
MI -1148 gestattet den Austausch desArhbaRests durch die linearen Guanidinderivate
Agmatin oder Noragmatin in RPosition. Der Einbaudieser PiResteflihrte im Fall der
Furininhibitoren bei der Leitstruktur Pha&ag-Val-Arg-P1 zu 106&ach schlechteren
Hemmkonstante'® Um die Affinitat der Verbindungerwieder zu verbessernwurden
Agmatin oder Noragmatinmit Tle und 3 bzw. 4GuanidinomethylphenylacgtGruppen in
P3 und P5Position kombiniertDie 4-GuanidinomethylphenylacetyderivateMI -0090und

MI -0092hemmen Furin mit KWerten zwischen 0,2 0,3 nM etwa um den Faktor 2 starker
als die analogen metsubstituierten Verbindungebie ZytotoxizitatderInhibitoren wurde in
MDCK II-Zellen untersuchtEs zeigte sichdass die Derivate keinen zytotoxischen Effekt
besitzen Zusatzlich wurde die Wirksamkeit delerbindungen auf didusbreitung von FPV

in MDCK 1lI-Zellen untersuchtJedoch zeigte keine d&ferbindungen eine Hemmwirkung

auf die Ausbreitung des FPV in Zellkultur
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4.7.Modifizierung der Furinhemmstoffe mit zellpenetrierenden Peptiden

Die Verbesserung der Zellpermeabilitat der synthetisierten Inhibitoren war ein Ziel dieser
Arbeit. Eine Moglichkdi, um die Aufnahme peptidischer Verbindungen in die Zelle zu
verbessern, ist eten Kupplung mit zellpenetrierenden Peptidsegment&itir dieseSerie
wurden die CPFSequenzen Tat, Penetratin, Transportan und-Rayohne Linkerdirekt an

die freie P4Positon des Inhibitors Arg/al-Arg-4-Amba gekuppelt. 1 enzymkinetischen
Assay zeigten diese Derivate exponentielle Kurven in der Difaftragung und somit ein
von derklassischerkompetitiven Hemmungnit 1:1 Stéchiometrieabweichendes Verhalten.
Aus diesem @ind erfolgtenur die Bestimmunghrer ICso-Werten, diealle im Bereich von
etwalOi 20 nM liegen. In Zellkulturversuchen wurdige Toxizitéat dieserDerivate auf die
verwendeten MDCHI-Zellengeprift.Das PenetratiberivatMI -1141und das Transportan
Konjuga MI -1143 zeigten eine zellschadigende Wirkung, wahreme Inkubation mit der
TatVerbindungMI -1142 sowie dem Poly-Arg-Inhibitor MI -1144kaum zelltoxische Effekte
bewirkte Weiterhin wurde die Hemmung déwsbreitung des FPV in Gegenwaitsr
Inhibitoren untersucht Einzig das TaKonjugat Ml -1142 zeigte im Vergleich zuMI -0227
ohne CPFSegmenteine sichtbare Hemmung der Virusausbreitungdieer Konzentration
von 50 pM. Dieskdnnte auf eine erhdhte Aufnahmedieser Verbindungn die Zelle

zuruckzdihrensein.

4.8. Palmitoylierte Furinhemmestoffe

Die Zellpermeabilitatt von Verbindungersollte auch durch die Modifierung mit
hydrophoben Resten verbessert werklénnen In einerinhibitorserie mit unterschiedliche
Fettsaurmodifizierungen in P32ositionzeigteder InhibitorPalmitoytArg-Val-Arg-4-Amba
exponentielleKurven im DixorrPlot und eine reduzierte Hemmwirkundie moglicherweise
auf die Bildung von Mizellen zuriickzufiihren .18 Deshalbwurde untersucht, ob die
Einflhrung eines Spacers zwischdegm Fettsdurerest und dem Inhibithe Hemmwirkung
verbessert und dddemmmechanismus verédndert. Das DerMat1133mit dem Spaceaus
2 Ado-Resten (18ackboneAtome) besitzteinen IGe-Wert von 45,19 nM, deim selben
Bereich des DerivatMI -0232ohneSpacer liegt. Die Verbindung mit einem A&est(MI -
1132 im Linker ist interessanterweise mit einemsg@Vert von 204nM deutlich shwacher
wirksam Des Weiteren wurde der Palmitoylredtne Spacer direkt an eihgsinseitenkette

in P3-Position M1 -1145 gekuppeltdie erhaltene Verbindung ist jedoch kaum wirksam.
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4.9. Lokalisationsuntersuchungen eines FIT@markierten Furininhibitors

Um die zellulare Aufnahme und Lokalisationpeptidische Verbindungen untersuchen zu
kénnen wurde der FIT@Gmarkierte InhibitorM1-1190 (4-GMe-PhacArg-L y sAlabFITC)-
Arg-4-Amba) synthetisiert. Diese Verbindung hemmt Furin mit einem\ert von 0,5nM
im Bereich des HemmstoffaMl -0227. Zur Bestimmung deintrazellularenLokalisation
wurden Huhk7-Zellen mit dem FIT@markierten Inhidor (50 uM im Ansatz) tUber 24 h
inkubiert. Diefluoreszenzmikroskopischekufnahmenzeigten grol3ere Aggregate des FITC
markierten Inhibitors, die unspezifisch auf den Zellen zu liegenersehi Einige Zellen
zeigten allerdings auch ein€olokalisation desinhibitors mit dem TGN was auf eine

zumindest teilweise zellulare Aufnahme hindeutet.

4.10. Enzymkinetische Charakterisierung der Substrate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die enzymkinetischen Paramegtgruvd K, von drei

AMC-Substraten bestimmDie Konstaten K, und Vinax wurden mit dem Standardassay

bestimmt, wahrend der Term— sowohl mittels AMCEichkurve als auchanhand der

Progresskurvenmethode ermittelt wurdeotz geringer Abweichungen konnten mit beiden

Methoden ahnliche— i Werte bestimmt werdemas DerivatM| -0730 PhacRVRR-AMC

zeigte unter den gewahlten Bedingungen einen etwas effektiveren Umsatz als das acetylierte
AnalogonMI -0729 und diekommerziell erhéltlicheReferenzverbindung PARTKR-AMC.

Das SubstratMI -0730 wurde mittels einer Kombination aus Festphasenpeptiad
Losungssynthese hergestellt und fir die Bestimmusdgntlicher Inhibitorkonstanten

verwendet.

96



Experimenteller Tell

5. Experimenteller Tell

5.1.Material und Methoden

5.1.1. Verwendete Materialien

Die verwendeten Chemikaliaimd Losingsmittelstammen von den Firmen Acroshermo
Fisher Scientific, Geel, Belgign SigmaAldrich Chemie GmbH(Steinheim, Deutschland
Fluka (Teil von SigmaAldrich), Fisher Scientific GmbH (Schwerte Deutschlan)l VWR
International GmbHDarmstadt, Deut$dand und Carl Roth GmbH + Co. KG(Karlsruhe,
Deutschlanyl Losungsmitel wurden durch Lagerung Ubgeeigneten Molsieb getrocknet
Aminosauren und deren Derivate sowie digpglungsreagenzien wurden von den Firmen
Bachem Holding AG (Bubendorf, Schwejz Novabiochem Nerck KGaA, Darmstadt,
Deutschlany Iris Biotech GmbH (Markredwitz, Deutschlangd ORPEGEN Peptide
ChemicalsGmbH (Heidelberg, Deutschlafdoder PolyPeptid Laboratories(Strasbourg,
Frankreich bezogenFir die analytische und praparative HPivurde Acetonitril der Firma
VWR (HiPerSolv CHROMANORM)und Reinstwasser verwendet. Das Reinstwasser wurde
mit einer NOWA pure select Anlage (KSN Wassertechnik, Nistertal, Deutschland) hergestellt.
Die verwendete Trifluoressigsaure stammt aus einer Hbahgferung der Firma Solvay
GmbH (Hannover, DeutschlandVassrige Losungen von @&n, Basen, Salzen oder Puffer

wurden mit demineralisiertem Wasser hergestellt.

5.1.2. Peptidsynthese

Die automatisierte Festphasenpeptidsynthese erfolgte nach einerPFoimdoIl (Abschnitt
5.3.1, Methode A)mit einem Syro 2000 (MultiSynTech GmbH, Witten, Deutschland?
mL PolypropylerSpritzen mit PolyethylenFritten (MultiSynTech) Die manuelle
Festphasenpeptidsynthese wurgeheinem ahnlicherProtokoll (Abschnitt5.31, Methode
A) entweder in einem Schuttler (Ika, Staufen, Deutschlan@) baw. 5 mL Polypropylen
Spritzen (MultiSynTech) oder mit einem Drehschiittler in Reaktionsgefal3en aus Glas mit

eingeschmolzener Sinterfritteirchgefihrt.
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5.1.3. HPLC

5.1.3.1. Analytische HPLC

Die analytischenrChromatogramme wurden mit einer Shimadzu1@A-Anlage (Shimadzu
Deutschland GmbH, Duisbgyr Deutschland), bestehend aemem SCE10AVP System
Controller, einem SIK10AXL Auto Injector, einem SPIDI10AVP DiodenarrayDetektor,
zwei LC-10ATVP Pumpen und einem CFDOA Saulenofen mit einer Ci8aule (Nucleodur,
5 &€ m,v, 4®i0 250 mm, Macherejlagel GmbH & Co. KG, Duren, Deutschland),
aufgenommenAls mobile Phase wurde ein,&8/ACN-Gradient mit 0,1 % TFA (pH 2)

gewahlt. Folgende Parameternden verwendet:

Tabelle 15: Parameter der analytischen HPLC.

Flussrate 1 mL/min

FlielBmittel A 0,1 % TFA in Reinstwasser
FlieRmittel B 0,1 % TFA in Acetonitril
Gradient linear mit 1 % B pro Minute

Je nach Verbindungen wurden unterschiedliche Startkdrationen des Laufmittels B

gewahlt. Die Detektion erfolgte bei= 220 nm.

5.1.3.2. Préaparative HPLC

Die Reinigung der Verbindungen erfolgteit eing praparativa HPLC-Anlage der Firma
Varian (PumpenPrep Star Modell 218 Gradienten System, Detektor: ProNbaell 320,
Fraktionskollektor: Varian Modell 701) mit einer &iule (Nucleodur, Bm, 100 A, 32i

250 mm, Machereagel, Duren, Deutschlandpls mobile Phase wurde ebenfalls ein

H,O/ACN-Gradient mit 0,1 % TFA (pH 2) gewahlt.

Tabelle 16: Parameter der préparativen HPLC.

Flussrate 20 mL/min

Fliel3mittel A 0,1 % TFA in Reinstwasser
FlieRmittel B 0,1 % TFA in Acetonitril
Gradient linear mit0,5% B pro Minute
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Die Startkonzentration ddsaufmittels Brichtete sich nach der Retentionszeit des Pradukt
Die ReinheitderPggl e betrug O 95 %.

5.1.4. Lyophilisierung

Die synthetisierteund gereinigterVerbindungen wurden entweder aus%Q@ert-Butanol in
demineralisiertem Wasser oder reinem demineralisiertem Wasser an einer
Gefriertrocknungsanlage Alphaf&LDplus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,

Osterode am Harz, Deutschland) lyophilisiert und als-Bafze erhalten.
5.1.5. Massenspektrometrie

Die molekulare Masse der synthetisierten Derivate wurde mit einem QTrap 2000 ESI
Massenspektrometer (friheApplied Biosystems, jetzt life Technologiefarmstadt,
Deutschlanyl oder einem AutoSpec (friher Micromass, jetzt Waters Corpordisehborn,
Deutschlanylim ESI (+)}Modusbestimmt

5.1.6. NMR-Spektroskopie

Die *H- und *®C-Spektren wurden an einem JEOL EGPO (JEOL USA, Inc., Peabody,
Massachusetts (MA), Vereinigte Staaten) aufgenommen.KRi#brierung erfolgte anhand
interner Lésungsmittelsignale und die chemische Verschiebung wurde in ppm ang&yeben.
Die Auswertung der aufgenommenen Spektren erfolgte der Software ACD/NMR
Processor Academic Version 12.01 (Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto,
Kanada).Verwendete Abkiurzungen zur Multiplizitat: s = Singulett, d = Dublett, dd =
Doppeldublett, t = Triplett, m = Multiplett, br. = breit.

5.1.7. Elementaranalyse

Die Elementaranalyse ausgewahlter Verbindungen wurde an einem Elementar vario MICRO

(Elementaranalysensysteme GmbH, Hanau, Deutschland) durchgefihrt.
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5.2. Enzymkinetische Messungen

Die Stammldsungemer Inhibitoren wurdemit einer Konzentration vo 10 mM in DMSO
hergestellund bei-20 °C aufbewahrtFir die Berechnung der Molekulargewichte wurde pro

basische Gruppe ein Molekll TFA berechnet.
5.2.1. Messungen mitFurin
5.2.1.1. Bestimmung der ICso-Werte

Die Bestimmung der I§g-Werte erfolgte fur nicht klassise Inhibitoren analog der
Standardbestimmung mit dem Unterschied, dass bei einer Substratkonzentration von 12,5 uM
16 Messwerte aufgenommen wurden, um eine optimale Anpassung der beststeatin

stateGeschwindigkeiten an Formélzu erhaltert*®

Formel 4: Gleichung zur Bestimmung eines IGy-Wertes. (v: Geschwindigkeit der Enzymreaktion,: \Geschwindigkeit
der ungehemmten Enzymreaktion, I: Inhibitorkonzentrationy: I@ittlere inhibitorische Konzentration, p: Steilheit der
Kurve)

0
O
P o5

5.2.1.2. Hemmung durch klasssche, reversible und kompetitive Inhibitoren

Die Ki-Werte der synthetisierten Inhibitoren wurdesi RT in schwarzenFluoroNunc F96
MaxiSorp Platten(Nunc, Langenselbold, Deutschlanalit einem Ruoreszenzlattenleser
Tecan Safiré (Tecan, Mannedorf, Schweiz) blei, = 380 nm und ¢m = 460 nmbestimmt

Der Messansatz setzte sigle folgt zusammen:

- 160 yL Puffer (100 mM HEPES, 0,2 % Triton-¥0, 2 mM CaGl 0,02 %
Natriumazid und 1 mg/mL BSAH 7,0)

20 uL  Substratlosung Phakrg-Val-Arg-Arg-AMC (in H,O, Konzentrationen in
Assay: 5, 20 und 50 pM)

2 pL  Inhibitor (in DMSO)

20 uL Enzymldsung in Messpuffe®95 nM im Messansatz).
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Durch die Zugabe des Enzyms wurde die ReakgjestartetDie Messung erfolgte Ubeinen
Zeitraum von 20 MinuterBei jeder Bestimmng der Hemmkonstanten wurde zusatzlich die
Aktivitat des Furins in  Abwesenheit eines Inhibitordoei verschiedenen
Substratkonzentrationen gemessen und die kinetidgéhemmeter K und Viyax bestimmt.Die
Inhibitorkonzentration wurde im Messansatz um mehr als eine Grol3enordnung.variiert
Die durch lineare Regression d@rogressirven ermittelte Geschwindigkeitwurden an die
Gleichung fir kompetitive HemmungrF@rmel 3) fir alle drei Substratkonzentrationen

angepasst.

Formel 3: Gleichung firr eine reversible und kompetitive Enzymhemmung(v: Geschwindigkeit der Enzymreaktion,
Vmax Maximalgeschwindigkeit der ungehemmten Enzymreaktion, S: SubstratkonzentratjonMikhaels-Menten
Konstante, I: Inhibitorkonzentration,;:Knhibitionskonstante)

5.2.1.3. Bestimmung der Hemmung durchtight-binding Inhibitoren

Inhibitoren, deren KWert im Bereich der verwendeten Enzymkonzentration lag, wurden
untertight-binding Bedingungen vermesséft:*® Es wurdeder gleiche Messansatz wie fiir
die Standardbestimmung verwendetioch wurdenur eine Substratkonzentration von 12,5
UM eingesetzt Aus den Progresskrven wurde mittels linearer Regression die

Geschwindigkeit’ ermitteltund anhandvon Formel5 der appanete0 * -Wertberechnet.

Formel 5: Gleichung fir eine reversible Hemmung durch tight-binding Inhibitoren. (v: Geschwindigkeit der
Enzymreaktion, y Geschwindigkeit der ungehemmten Enzymreaktiéh),, apparente Hemmkonstante, lotale
Inhibitorkonzetration, E: totale Enzymkonzentration im Messan$atz

Zur Berechnung deK;-Werte wurde 0 © durch den Substratschutaim dividiert (Formel
6).184
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Formel 6: Formel zur Korrektur des apparenten Lt durch den Substratschutzterm. (K;: Inhibitionskonstante,
apparente Hemmkonstante, S: SubstratkonzentratigrnViiChaelisMentenKonstante)

5.2.2. Kinetische Messungen mit iPC1/3und mPC2

Aufgrund der begrenzten Enzymmengerden fir diese Proproteinkonvertasdeine K-
Werte der synthetisierten Verbindungen bestimn@tattdessen wurdeaur die Restaktivitat
ausgewabhlterInhibitorkoreentrationen (0,10 und 100 pM im Assay ermittelt Die
Messungen wurden iropaken 96-well Costar Corning 3365 Platte(Corning GmbH,
Kaiserslautern, Deutschlandei RT durchgefuhrt. Die Enzyme wurden vderof. Iris
Lindberg University of MarylandSchoolof Medicine, Baltimore MD, Vereinigte Staatén
zur Verfugung gestelltGenaue Angaben zu den Konzentrationen der RQir8 PC2

Losung waren nicht verfugbar. Laut personlicher Information von lIris Lindberg liegt die

Enzymkonzentration der beiden Enzyansmiésungen zwischen 0,10 0,41t —, demnach

war die Konzentration im Assay etWs005i 0,020— .

Tabelle 17: Messansatz zur Bestimmung der Restaktivitat von PC1/3 und PC2 in Anwesenheit ausgewahlter
Inhibitoren.

PC1/3 PC2

9 35pL Enzymlosundf® 1 35uL Enzymlosung®
(2,5 pL Stammloésung 32,5 pL Puffer, (2,5 pL Stammloésung 32,5 pL Puffer
(100 mM Natriumacetat, 5 mM CaC (100 mM Natriumacetat, 2 mM Cagl
0,1 % Brij 35, 0,1 % Natriumazid un 0,1 % Brij 35, 0,1 % Natriumazidnd
0,01 % BSA, pH 5,5) 0,01 % BSA, pH 5,0)

1 5 pL Inhibitorldsung (Verdinnungen in de
jeweiligen oben genannten Enzympuffi
und Inkubation der Platte fir 20 Minuten k
RT.

T 10 pL des SubstratepGI-RTKR-AMC
(Bachem, gelost in Wasser, Konzentration
Messansatz 200 pM)

Das Gesamtvolumen des Messansatzésigpgomit 50 pL.Die Substratspaltung/urde tber
30 Minutenan einem Tecan Saffr¢éTecan) bei ¢x = 380 nm und ¢m = 460 nmgemessen.

Die Progressuirvenwiesenim Fall von beiden Enzymmeeine Krimmung aufAus diesen
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Grund wurde die Geschwindigkeit durch lineare RegressesrMessdatemon 10007 1800
Sekundenm Fall von PC1/3 und von 0600 Sekundenim Fall von PC2er Progresskurven
bestimmt. Die Geschwindigkeit in Abwesenheit des Inhibitors wurde als 100 §édetit

5.3. Synthese der Inhibitoren

Die Synthese der Peptideurde an der festen Phasach einem Standairotokoll mit
FmocAminosauren durchgefuh(®bschnitt5.3.1, Methode A) Es wurde ein orthogonales
Schutzgruppenprinzip mit sdurelabilen Seitenkettbutzgruppen genutDie verwendeten
Aminosaurederivate sind irmabelle 18 aufgefihrt. Die C-terminale Modifikation des
Peptidbausteins erfolgtedurch Losungssynthese. Die Berechnung nachgeschalteter
Reaktionen beruk auf derinitialen Beladung des Haes mit der ersten Aminosauieie
finalen Inhibitoren wurden mittels praparativer HPLC gerejnagis 80% tert-Butanol in
Wasser oder reinem Wasser lyophilisiert und als -Badze erhaltenDie angegebene
Reinheit der Verbindungen bezieht sich auf die.@FAnalytik bei 220 nm.
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Tabelle 18 Fir die Festphasenpeptidsynthese verwendete Fm@aninosdurederivate. Die angegebene Schutzgruppe
bezieht sich auf die Seitenkett¥enn keine Kafiguration angegeben ist, handelt es sich um ein Derivatianfiguration.

Aminosaurederivat Mw 1-Buchstaben 3-Buchstaben
(g/mol) Code Code
FmocAla-OH x H,0O 329,4 A Ala
FmocGlu(OtBu}OH x H,O 4435 E Glu
FmocPheOH 387,4 F Phe
FmocGly-OH 297,3 G Gly
Fmoclle-OH 353,4 I lle
FmocLys(Boc)OH 468,5 K Lys
FmocLys(Dde)OH 5326 o} 0
FmocLeu-OH 353,4 L Leu
FmocMet-OH 371,5 M Met
FmocAsn(Trt}OH 596,7 N Asn
FmocGIn(Trt)-OH 610,7 Q GIn
FmocArg(Pbf)}OH 648,8 R Arg
FmocVal-OH 339,4 Vv Val
FmocTrp(Boc)OH 526,6 w Trp
FmocTyr(tBu)-OH 459,6 Y Tyr
FmocPenicillamin(Trt)-OH 613,8 o} Pen
FmocNorleucineOH 353,4 0 Nle
Fmocb-CyclohexylalanirOH 393,5 o} Cha
Fmocb-CyclopropylalanirROH  351,4 o} Cpa
FmocNorvalin-OH 339,4 o} Nva
Fmoctert-LeucinOH 353,4 0 Tle
Fmoctert-butyl AlaninrOH 367,4 o} Tha
Fmoc2-Aminobuttersaur€H 325,4 0 2-Abu
Fmoc1-AdamantylglycinOH 431,5 o} 1-Adg
FmocU-MethylalaninOH 325,4 d Aib
FmocD-Arg(Pbf}OH 648,8 r DArg
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5.3.1. Generelle Methoden

Methode A: Festphasenpeptidsynthese

Automatisierte Synthesen Syro 2000

Zu Beginn wurde ca. 20 mg trokenes Harz in eine 2 mL Spritzmit PTFEFritte
eingewogen. Die Programmierungen agstenundder nachfolgendedyklensind in Tabelle
19 zusammengefasst. Fiir die Doppgglungen wurde ein -facher Uberschuss der
jeweiligenFmocAminosauredes AdditivsHOBt unddes Kupplungsreagenze8TU sowie
ein 8facher Uberschusan DIPEA in DMF, bezogen auf diénitiale Beladung des Harzes,
verwendetEs wurden standardmaflig Doppelkupplungen durchgefiadh Beendigung der
Synthese wurde das Harz greimal mit DMF sowie DCM gewaschen undn vacuo

getrocknet.

Tabelle 19: Programmierung des Peptidsyntheseroboters fur deerstenund die nachfolgenden Zyklender SPPS.

ErsterZyklus

Schritt  Aktion Reagenzien Zyklen Zeit (min)
1 Quellen DMF 2 10
2 FmocAbspaltung Piperidin/DMF/NMP- (1:1:1) 2 5+25
3 Waschen DMF 7 1
4  Kupplung (FMocAS/HOBY/HBTU/DIPEA)? 2 95
5  Waschen DMF 2 1

nachfolgend&yklen

Schritt  Aktion Reagenzien Zyklen Zeit (min)
1  Waschen DMF 2 1
2 FmocAbspaltung Piperidin/DMF/NMP (1:1:1) 2 5+15°
3  Waschen DMF 7 1
5  Kupplung (FMocAS/HOBY/HBTU/DIPEA)? 2 95
6  Waschen DMF 2 1

Tversetzt mit TritorX 100, 1% (w/v)
Zim Molverhaltnis 4:4:4:8 (bezogen auf digtiale Beladung des Harzes)
%ab 10. Zyklus: 20 Minuten bei der 2. Abspaltung
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Manuelle Synthese

Die manuelle Festphasenpeptidsynthesede analogder automatisierten Syntheseeinem
Reaktionsgefald mit eingeschmolze@assinterfritteoder 2 mL Spritzen aus Polypropylen
mit Polyethylenfritterdurchgefiihrtim Unterschied zur automatisierten Synthese wurdg
Einzelkupplungen durchefihrt und die Fmodbspaltung erfolgte mit eineR0 %igen
Losung au®iperidin in DMF (v/v)

Methode B: Beladungdes 2CHTritylchlorid Harz

1,0 eq derFmocAS und 4,0 eq DIPEAvurdein trockenem DCM (0D mL pro 0,100 g2Cl-
Trt-Cl-Harz) gelodst und zu 1€ des trockenen Harzes (Beladungch Herstellerangaben
1,55 mmol/g) gegebenDer Ansatz wurde 2 h bei Raumtemperatur geschuttelie
Reaktionslésung wurde abgesaugt und das Haezmal 1 min mit DCM/MeOHDIPEA
(17:2:1, (v/viv)) behandelim Anschluss wtde das Harz jelreimal mit DCM, DMF und

erneut DCMgewascherhevor das Harim vacuogetrocknet wurde.

Methode C: BeladungdesTritylchlorid -Harzes

4,0 eq des Diamins wurdéan trockenem THF (1,5 mL pro 0,1@0Trt-Cl-Harz) gel6st und zu

1,0 eq des trokenen Harzes gegeben (Beladuragh Herstellerangabenl5 mmol/g). Die
Suspension wurde 2 h bei Raumtemperatur geschittelt. Die Reaktionslésung wurde abgesaugt
und das Harzdreimal 1 min mit DCM/MeOHDIPEA (17:2:1, (v/viv)) behandeltlm
Anschluss wurdeabk Harz jedreimalmit DCM, DMF und erneut DCM gewaschen, bevor das

Harzin vacuogetrocknet wurde.

Methode D: Mild -saure Harzabspaltungunter Erhalt der Schutzgruppen

Nach Beendigung der Festphasenpeptidsynthese wurde das harzgebundene Pepitd mit 1
TFA in DCM (1,5 mL pro 0,00 g unbeladenes Harz) fur 30 min geschutt&ie
Reaktionslosung wurde einen Spitzkolben tberfuhrt, mit DIPEA neutralisiendin vacuo

direkt vom Losungsmittel befreiym eine vollstandige Abspaltung zu erzielen, wurde dieser

Vorgangzweimalwiederholt. Die Rickstande wurden vereint uind Vakuum getrocknet.

Methode E: Kupplung des4-Amidinobenzylamins x 2 HCI

Zu dem in DMF gelésta Rohpeptid ¢a. 0,0 mmolmL) wurden 1,0 eq 4
Amidinobenzylamin x 2 HCl 1,1 eq PyBOP, 3,0 eq-Gl-HOBt sowie 70 eq DIPEA
gegebenDer Ansatz wurde 2 h bei RT gerthbevor mittels HPLC der Reaktionsumsatz
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geprift wurde. Bei einer unvollstandigen Reaktion wurde entsprdclies HPLC
Chromatogramms nachggipelt. Nachfast vollstindigem Umsatz wueddas Lésungsmittel
in vacuoentfernt undder Ruckstandm Vakuumgetrocknet.

Methode F: Stark saure Harz- und Schutzgruppenabspaltung

Um gleichzeitig eine komplette Harzund Schutzgruppenabspaltung oder nacheitse
erfolgter Harzabspaltung eine Schutggpenabspaltung zu erreichen, wuddes Harzbzw.

das abgespaltene Rohpeptidt einer Losung aus TFA/TISAD (952,52,5, (viviv), ca.
2,5mL pro 100 mg FmoeArg(Pbf)beladenes 2CTrt-Cl-Harz) versetzt und 3 h bei RT
geschiittelt Die Abspaltosung wurdein einen ca. 10-fachen Uberschusan Diethylether
getropft. Das Prazipitat wurde abzentrifugiend dreimal mit Ether gewaschesowie in
vacuo getrocknet. Die Vollstandigkeit der Schutzgruppenabspaltung wurde mittels HPLC
kontrolliert. Bei unvollstandige Abspaltung wurde die Prozedumit dem Préazipitat

wiederholt.

Methode G: Aufbau einer Guanidinogruppe

Das erhaltenerRohpeptideiner Synthese mit ca. 120 mg Havarde in1 mL 1M NaCOs
geldst und mit ® eq EH-Pyrazolcarboxamidin HCI versetzt®’ Die Lésung wurde 16 h
bei RT geruhrt und der Reaktionsverlauf mittels HPLC kontrolliBgi unvollstandige
Reaktion  wurde entsprechend des HRCKromatogramms weiteres  1H-
Pyrazolcarboxamidii  HCI hinzugefligt Nach nahezuvollstandigem Umsatz wurde die

Losungmit TFA angeséauert undas Produkdurch praparative HPLC gereinigt.

Methode H: Abspaltung der FmoeSchutzgruppein Losung

Das Rohpeptid wurde mitO % Diethylamin in DMF(0,3 mL pro 0,15 mmol denitialen
Harzbeladung)versetzt und fiur2 h geriihrt® Nach vollstindigem Umsatz wurde das
Losungsmittein vacuoentfernt und der Rickstand ohReinigung weiter umgesetzt.

5.3.2. Synthese der Vorstufen

4-Amidinobenzylamin x 2 HCI (4-Amba)

1,0 eq Boc-4-acetylhydroxyamidinbenzylamid(19,25 g, 62,6 mmol)'&°

wurde in 260 mL
90 % Essigsaure gelésind unter N-Atmospharemit 1,59 Palladium auf Aktivkohle (106
Pd/C) versetztDer Ansatzwurde bei Normaldruckmit H, tGber 96 h hydriert und @r
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Reaktionsverlauf mittels HPLC kontrolliertNach vollstandiger Reaktionvurde dbr
Katalysator abfiltriert und das Losungsmititelvacuoentfernt.Der dlige Ricksandwurde in
Wasser geldst und migthylacetat gewaschen. Die wassrige Phase wurde eingeengt und bei
RT mit 80 mL 32 %igerHCI versetztund 4 h geriuhrtDas Lésungsiittel wurde in vacuo
entfernt Der Ruckstandwurde nochmals mit 0 aufgenommen undlie Prozedur
wiederholt um eine mdglichst vollstandige Entfernung der HCl zu erreichen, bevor der
Ruckstandaus reinem Wasser lyophilisievurde

Ausbeute:10,52 g (75,7 % der Theorie, 47,4 mmoleilRes PulverReinheit:> 990 %;
HPLC (%B): 5,9 %; MS ber.m/z: 149,09, MS gef. m/z: 1501 (M+H)".

'H NMR: 500 MHz, DMSQdg; d (ppm) =4.12 (s, 2 H)7.75 (d,J=8.3 Hz, 2 H) 7.90
(d,J=8.3Hz, 2H)8.79 (br. s, 3H)9.36(s, 2 H), 9.53s, 2 H).

¥C.NMR: 125 MHz, DMSQdg; d (ppm) =41.5; 1276; 1282; 1292; 14Q0; 1652.

Boc-Tranexamsaure(Boc-Tra-OH)

1,0 eqTranexamséaure (7,86 g, . BOmmol) wurde in 200 mL ACN4,0/1 N NaOH (21/1,
v/viv) geldst und bei 0 °C 1Mlinuten gerthrt. Dann wurden 1,1 dgi-tert-butyl-Dicarbonat
(12,029, 550 mmol) in 10 mL Acetonitril ageldst und zu der Losung gegeben. Das Eisbad
wurde nach 10 Minuten entfernt undediosung fur 4 h bei RT gerthrt (BiKontrolle). Das
Losungsmittel wurde invakuum entfernt und der Rickstand mit Ethylacetat aufgenommen.
Die Losung wurde jeweildreimalmit 5 % KHSOy- und geséttigter Na€llosung gewaschen.
Die organische Phase wurde lUber MgSfetrocknet. Das Losungsmittel wurde vacuo
entfernt und das Proluals weil3er Feststoff erhalten.

Ausbeute: 11,01 g (85,% der Theorie, 42,8 mmol); weiRes Pulver; Reinhei99,0 %
HPLC (%B): 43,8 %; MS: ber. 257,16 (M), gef.: 258,20 (M+H)

'H NMR: 500 MHz, DMSQds; d (ppm) =0.78- 0.93 (m, 2 H)1.19- 1.33 (m, 3H), 1.37

(s, 9 H) 1.64- 1.73(m, 2 H), 1.81- 1.93(m, 2 H), 2.04- 2.15 (m, 1 H)2.76 (t,J = 6.3 Hz, 2

H), 6.75 (t,J=5.2 Hz, 1 H)11.91 (br. s, 1 H)

¥C-NMR: 125 MHz, DMSQdg; d (ppm) = 28.4, 29.5, 37.5, 42.7, 46.1, 77.4, 155.8, 177.8.

Fmoc-Tle-OH

1,0eq H-Tle-OH (2,00g, 15,2mmol) und 1,Geq DIPEA (2,65mL, 15,2mmol) wurden in
60 mL ACN/H,0 (2:1, v/v) suspendierDie Suspension wurded Minuten kei 0 °Cgerihrt,
bevor eine Losung aus 0Aquivalente Fmoe€Su (4,62, 13,7mmol) in 20mL ACN

zugegebenwurde Nach 1 h wurde das Eisbad entfernt und der Ansatz wurde bei
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Raumtemperatur Uber Nacht gerulder Reaktionsverlauvurde mittels HPLC kontrolliert.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand in Ethylacetat
aufgenommenDie Loésung wurde jeweilsireimal mit 5% KHSQ- und gesattigter Nacl
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde tber Mgg@cknet. Das Losungsmittel
wurdein vacuoentfernt und das Produéits weil3er Feststoff erhalten.

Ausbeute: 4,71 g (87% der Theorie, 13,33 mmolveil3es Pulver; Reinheit: 9493; HPLC

(% B): 61,8%; MS: ber. 353,16 (M), gef.: 354,22 (M+H)

'HNMR: 500 MHz, DMSQds; d (ppm) =0.99 (s, 9 H)3.87 (d,J =9.2Hz, 1 H) 4.16-
4.36 (m, 3 H)7.26-7.37 (m, 2 H)7.37-7.46 (m, 2 H)7.54 (d,J=9.2Hz, 1 H) 7.70- 7.81

(m, 2 H),7.89 (dJ=75Hz, 2 H) 12.54 (br. s, 1 H)

¥C-NMR: 125 MHz, DMSQds; d (ppm) = 26.7, 33.3, 46.6, 62.7, 65.8, 120.0, 125.4,
127.0, 127.6, 140.1, 143.8, 156.3, 172.6.

5.3.3. Syntheseder Inhibitores des TypsR-PhacArg-P3-Arg-4-Amba

2CI-Trt-Cl-Harz (0,12 g) wurde mit Fme&rg(Pbf)FOH nach Methode B beladen. Die
weiteren FmodAminosauren und die Phenylessigsalnav. deren substituierte Derivate
wurden durch manuelle SPPS gpgelt (Methode A).Im Fall von Boe3- bzw. Boc4-
Aminomethylphenylessigsaure wurde fur die Kupplung aufgruredhdden Preises dieser
Verbindungen nur der 2fche Uberschuss verwendet. Die Peptide wurden-sailer ater
Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen vom Harz abgespaltenhqtiéeD) und nach
MethodeE mit 4-Amidinobenzylamink 2 HCI gekuppelt. Die Abspaltung der
Seitenkettenschutzgruppesrfolgte nach Methode FDie Verbindungen mit 3 oder 4
AminomethylphenylacetyRest wurden abschliellend nach Methode G in die analogen
Guanidinetberfuhrt.Die finalen Inhibitoren wurden mittels praparativer llPgereinigt und

lyophilisiert.

MI-1139 PhacArg-Aib-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute: 4,1 mg; weil3es Pulver; Reinheit8% %; HPLC (% B): 23,29 MS ber. m/z:
66439 (M), MS gef. m/z33325 (M+2H)?*/2.

MI -1147 PhacArg-Adg-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:4,9 mg; weil3es Pulver; Reinheit53 %; HPLC (% B): 33,72; MS ber. m/z:
77047 (M), MS gef. m/z771,50 (M+H)".
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MI-1117 PhaeArg-Abu-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:16,4 mg; weilRes Pulver; Reintte> 99,0%; HPLC (% B): 24,03 MS ber. m/z:
664,39(M), MS gef. m/z:333,35(M+2H)*"/2.

MI-1116 PhacArg-Tle-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:32,6 mg; weil3es Pulver; Reinheit: 96,1 %; HPLC B 27,82 MS ber. m/z:
692,42(M), MS gef. m/z347,35(M+2H)*"/2.

MI-1140 PhacArg-ThaArg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:153 mg; weiRes Pulver; Reinheit: 86%; HPLC (% B): 29,81, MS ber. m/z:
706,44(M), MS gef. m/z354,29(M+2H)*"/2.

MI-1115 PhaeArg-Nva-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute: 8,7 mg; weilRes Pulver; Reinheit: 990 % HPLC (%B): 26,12 MS ber. m/z:
678,83(M), MS gef. m/z340,28(M+2H)?*/2.

MI -1138 PhaeArg-CpaArg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:9,7 mg; weil3es Pulver; Reinheit 99,0 % HPLC (% B): 26,53 MS ber. m/z:
690,41(M), MS gef. m/z346,30(M+2H)?*/2.

MI-1134 PhacArg-ChaArg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:27,8 mg; weil3es Pulver; Reinheit79 %; HPLC (%B): 3317; MS ber. m/z:
73245 (M), MS gef. m/z73343 (M+H)".

MI -1137 PhacArg-Nle-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:22,1 mg; weil3es Pulver; Reinheit7® %; HPLC (% B): 284; MS ber. m/z:
69242 (M), MS gef. m/z346,36 (M+2H)?*/2.

MI-1182 PhacArg-PenArg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:41,8 mg; weil3es Pulver; Reinheit 99,0 % HPLC (% B): 27,3 MS ber. m/z:
710,38(M), MS gef. m/z711,38(M+H)".

MI -1136 4-AMe-PhacArg-Tle-Arg-4-Ambax 4 TFA

Ausbeute:39,9 mg; weilRes Pulver; Reinheit: 9%6%; HPLC (% B): 19,9; MS ber. m/z:
721,45(M), MS gef. m/z:722,1(M+H)"; Elementaranalyse: ber. C (%): 43.84; H (%): 5.05;
N (%): 15.46; gef. C (%): 42.83; H (%): 5.25; %) 15.19.
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'H-NMR: 500 MHz, DMSQds; d (ppm) = 0.87 (s, 9 H)1.34- 1.64 (m, 6 H)1.64- 1.76

(m, 2 H) 2.98-3.17 (M, 4 H)3.45- 3.58 (m, 2 H)4.00 (s, 2 H)4.16- 4.39 (m, 4 H, 4.44
(dd,J=16.0, 6.3Hz,1 H), 6.82- 7.62 (m, 15 H)7.71- 7.87 fn, 4 H) 8.12 (d,J=75Hz, 1

H), 8.23 (br. s., 3 H)3.41 (d,J=8.0 Hz, 1 H), 8.6t, J=6.16 Hz, 1 H)9.17- 9.42 (m, 4 H)
¥C-NMR: 125 MHz, DMSQds; d (ppm)= 25.05, 25.14, 26.5, 28.6, 28.7, 34.3, 40.3, 40.4,
415, 41.7, 42.0, 52.3, 52.5, 59.8614, 127.2, 127.9, 128.6, 129.2, 132.0, 136.6, 145.7,
156.8, 165.4, 169.8, 170.2, 171.0, 171.4.

MI1-1148 4-GMe-PhacArg-Tle-Arg-4-Ambax 4 TFA

Ausbeute: 3,5 mg; weil3es Pulver; Reinheit59® %; HPLC (% B): 20,9 MS ber. m/z:
763,47(M), MS gef. m/zi76435 (M+H)"; Elementaranalyse: ber. C (%): 43,32; H (%): 5,04;
N (%): 17,22; gef. C (%): 42,21; H (%): 5,31; N (%): 17,07.

H-NMR: 500 MHz, DMSQdg; d (ppm) = 0.86 (s, 9 H), 1.371.63 (m, 6 H), 1.63 1.76
(m, 2 H), 3.00- 3.17 (m, 4 H), 3.433.56 (m,2 H), 4.20- 4.39 (m, 6 H), 4.44 (dd} = 16.18,
6.16 Hz, 1 H), 6.76 7.62 (m, 19 H), 7.72 7.83 (m, 4 H), 8.07 8.18 (m, 2 H), 8.41 (d,
J=8.02 Hz, 1 H)8.56- 8.64(m, 1 H), 9.21- 9.41 (m, 4 H).

¥C-NMR: 125 MHz, DMSQds; d (ppm) = 25.1, 25.2, 26,528.5, 28.7, 34.3, 40.3, 40.4,
41.5, 41.7, 43.7, 52.3, 52.5, 59.5, 126.5, 127.1, 127.2, 127.9, 129.2, 135.2, 135.5, 145.7,
156.8, 156.9, 165.4, 169.8, 170.4, 171.0, 171.4.

MI -1149 3-AMe-PhacArg-Tle-Arg-4-Ambax 4 TFA
Ausbeute: 3,4 mg; weiRes Pulver; &nheit:> 99,0 % HPLC (% B): 20,8; MS ber. m/z:
721,45(M), MS gef. m/z722,5(M+H)".

MI -1150 3-GMe-PhacArg-Tle-Arg-4-Ambax 4 TFA
Ausbeute:13,0 mg; weil3es Pulver; Reinheit: 96%; HPLC (% B): 21,3; MS ber. m/z:
763,47(M), MS gef. m/z764,35(M+H)".

5.3.4. Synthese detP4 - P1-Derivate

2CI-Trt-Cl-Harz ©,12 g) wurde mit Fmoeérg(PbffOH nach Methode B beladen. Die

weiteren FmoeAminosauren und diBoc-3- oder 4Aminomethylphenylessigsaure bzw. Boc

Aminovaleriansaure wurden durch manuelle SPPS gekugpkdthode A). Die Peptide

wurden mildsaurer ater Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen vom Harz abgespalten
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(Methode D) und nach Methoderkit 4-Amidinobenzylamin x 2 HChekuppelt. Es folgte
die Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen nach MethodedFler Aufbau der N
terminalen Guanidinogrupp@ach Methode G. Die finalen Inhibitoren wurden mittels

praparativer HPLC gereinigt und lyophilisiert.

MI -0059 3-AMe-PhaeVal-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:38,8 mg; weilRes Pulver; Reinhei 99,0 % HPLC (% B): 20,3, MS ber. m/z:
551,33(M), MS gef. m/z552,40(M+H)".

MI -0060 4-AMe-PhaeVal-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:42,4 mg; weiles Pulver; Reinhei 990 % HPLC (% B): 19,6 MS ber. m/z:
551,33(M), MS gef. m/z552,3 (M+H) .

MI -0061 3-GMe-PhaeVal-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:19,0 mg; weil3es Pulver; Reinhei®6,4 %; HPLC (% B): 21,8 MS ber. m/z:
593,36(M), MS gef. m/z594,30(M+H)".

MI -0062 4-GMe-PhaeVal-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:20,1 mg; weil3es Pulver; Reinhei@5,2 %; HPLC (% B): 21,1, MS ber m/z:
593,36(M), MS gef. m/z594,20(M+H)".

MI -1135 Ava-Val-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:18,7 mg; weil3es Pulver; Reinheit 990 % HPLC (% B): 17,0 MS ber. m/z:
50333 (M), MS gef. m/z504,10 (M+H) *.

MI -1146 GuaAva-Val-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeue: 6,6 mg; weil3es Pulver; Reinhei 99,0 % HPLC (% B): 18,7, MS ber. m/z:
545,36(M), MS gef. m/z546,33 (M+H)".

MI -1151 Ava-Tle-Arg-4-Ambax 3 TFA

Ausbeute:12,1 mg; weil3es Pulver; Reinhei®6,5 % HPLC (% B): 18,6 MS ber. m/z:
517,35(M), MS gef.m/z:518,15(M+H)".
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MI -1152 GuaAva-Tle-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute29,6 mg; weil3es Pulver; Reinhefi8,%%; HPLC (%B): 20,3 MS ber. m/z559,37
(M), MS gef. m/z560,24(M+H)".

5.3.5. Weitere Modifizierungen im N-terminalen Segment

2CI-Trt-Cl-Harz (0,12 ¢ wurde mit FmoeArg(PbffOH nach Methode B beladen. Die
weiteren FmoéAminosauren und die Phenylessigsalav. BocTranexamsaurevurden

durch manuelle SPPS gekuppelt (Methode A). Unter Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen
wurden die Peptide vom Harz alsgalten (Methode D) und nach Methode 4=
Amidinobenzylamirx 2 ~ HCl  gekuppelt. Es folgte die  Abspaltung der
Seitenkettenschutzgruppen nach Methode F.

Im Fall des Inhibitors Ml -1131 erfolgte der Aufbau der ferminalen Guanidinogruppe nach
Methode G.

Im Fal der InhibitorenMI-1158 MI-118471 1187 erfolgte zunachst die Abspaltung der
FmocSchutzgruppe nach Methode H, bevor die Seitenkettenschutzgruppen nach Methode F
abgespalten wurden.

Die finalen Inhibitoren wurden mittels praparativer HPLC gereinigt yogHilisiert.

MI -1102 PhaeArg-Arg-Val-Arg-4-Ambax 4 TFA
Ausbeute:22,3 mg; weil3es Pulver; Reinheit 990 % HPLC (% B): 24,2, MS ber. m/z:
834,51(M), MS gef. m/z835,33(M+H)".

MI-1103 PhacArg-Arg-Arg-Val-Arg-4-Ambax 5 TFA
Ausbeute:17,8 mg; weiles Pulver; Reinheit> 990 % HPLC (% B): 23,5 MS ber. m/z:
990,61(M), MS gef. m/z496,27(M+2H)?*/2.

MI -1104 PhacArg-Ala-Arg-Val-Arg-4-Ambax 4 TFA
Ausbeute:15,4 mg; weil3es Pulver; Reinheit 990 % HPLC (% B): 22,6 MS ber. m/z:
905,55(M), MS gef. m/z:906,54(M+H)".

MI -1105 PhacAla-Arg-Arg-Val-Arg-4-Ambax 4 TFA
Ausbeute:20,3 mg; weilRes Pulver; Reinhei@5,2 %; HPLC (% B): 24,8 MS ber. m/z:

905,55(M), MS gef. m/z453,73(M+2H)*/2.
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MI-1130 Tra-Arg-Val-Arg-4-Ambax 4 TFA
Ausbeute: 22,Img; weil3es Pulver; Reinheit: 97,0 %; HPLC @) 17,9; MS ber. m/z:
699,47(M), MS gef. m/Z70051 (M+H)".

MI-1131 GTra-Arg-Val-Arg-4-Ambax 4 TFA
Ausbeute:134 mg; weil3es Pulver; Reinheit64 %; HPLC (% B): 20,5; MS ber. m/z:
741,49(M), MS gef. m/z371,83 (M+2H)?"/2.

MI -1158 H-Arg-Arg-Arg-Val-Arg-4-Amba x 6 TFA

Ausbeute: 11,4 mgweil3es Pulver; Reinheit: > $%; HPLC (%B): 16,86; MS ber. m/z:
872,57 (M), MS gef. m/z: 437,29 (M+2H)2; Elementaranalyse: ber. C (%),79; H (%):
4,79, N (%): 1799; gef. C (%):35,9% H (%): 524; N (%): 16,66.

MI -1184 H-dArg-Arg-Arg-Val-Arg-4-Amba x 6 TFA

Ausbeute: 18,5 mg; weil3éaulver; Reinheit: > 99, %; HPLC (%B): 17,30; MS ber. m/z:
872,57 (M), MS gef. m/z: 873,43 (M+H)Elementaranalyse: ber. C (%): 37, F9(%): 4,79;
N (%): 17,99; gef. C (%): 36,03; H (%): 5,19; N (%): 16,82.

MI-1185 H-dArg-dArg-Arg-Val-Arg-4-Amba x 6 TFA
Ausbeute: 13,5 mgyeilRes Pulver; Reinheit: > $%; HPLC (%B): 16,50; MS ber. m/z:
872,57 (M), MS gef. m/z: 873,53 (M+H)

MI -118 H-dArg-dArg-dArg-Arg-Val-Arg-4-Amba x 7 TFA
Ausbeute: 22,0 mgyeilRes Pulver; Reinheit: > 99%; HPLC (%B): 17,50; MS ber. m/z:
1028,67 (M), MS gef. m/z: 1029,66 (M+H)

MI -1187 H-dArg-dArg-dArg-dArg-Arg-Val-Arg-4-Amba x 8 TFA
Ausbeute: 2,6 mgweiResPulver; Reinheit: > 99,00; HPLC (%B): 18,09; MS ber. m/z:
1184,77 (M), MS gef. m/z: 593,53 (M+2H2.

5.3.6. Kombination basischer P5Restemit Glu in P3

2CI-Trt-Cl-Harz (0,12 g) wurde mit Fmearg(PbffOH nach Methode B beladen. Die

weiteren FmodAminosauen und die 4Aminomethylphenylessigsaure wurden durch
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manuelle SPPS gekuppelt (Methode A). Unter Erhalt der Seitenkettenschutzgwippen

das Peptid vom Harz abgespalten (Methode D) und nach MethodenitE4-
Amidinobenzylamirx 2 HCI gekuppelt. Es folgte die Abspaltung der
Seitenkettenschutzgruppen nach Methoded¥. Aufbau der Nerminalen Guanidinofunktion
erfolgte nach Methode G. Die finalen Inhibitoren wurden mittels praparativer HPLC gereinigt

und lyophilisiert.

MI -1183 4-AMe-PhacArg-Glu-Arg-4-Ambax 4 TFA
Ausbeute:8,1 mg; weil3es Pulver; Reinheit 990 % HPLC (% B): 16,0; MS ber. m/z:
73741 (M), MS gef. m/z:738,34(M+H)".

MI -1188 4-GMe-PhacArg-Glu-Arg-4-Ambax 4 TFA
Ausbeute:12,7 mg; weil3es Pulver; Reinheit7® %; HPLC (%B): 17,8; MS ber m/z:
77989 (M), MS gef. m/z78041 (M+H)".

5.3.7. Syntheseder Noragmatin- und Agmatin- Derivate

Die Synthese dieser Verbindungen erfolgte im Rahmen eines Praktikums im Arbeitskreis von
Prof. Dr. Kiuinzel an der Hochschule Ansbach durch die StudentiBaema Guhrund
Jasmin Wolf.Die préparative Reinigung und die enzymkinetische Chaialdemg der
Verbindungen wurden in unserem Arbeitskiduschgefuhrt.

Trt-Cl-Harz (012 g) wurde mitdem 1,4Diaminobutan bzw. 1;Biaminopropannach
Methode C belaeh!®® Die weiteren Fmo@minosauren und die3- bzw. 4Fmoc
Aminomethylphenylessigsaungurden durch manuelle SPPS gekuppelt (Methode A). Die
Harzund Schutzgruppenabspaltung erfolgte nach Methode F. Im Anschluss erfolgte die
Guanylierung der Amiogruppe nach Mbiode G. Die finalen Inhibitoren wurden mittels

praparativer HEC gereinigt und lyophilisiert.

MI -0089 3-GMe-PhacArg-Tle-Arg-Noragmatinx 4 TFA
Ausbeute: 13,6 mg; weilRes Pulver; Reinheit990 % HPLC (% B): 20,7; MS ber. m/z:
730,48(M), MS gef. m/z731,55 (M+H)}.

MI -0090 4-GMe-PhacArg-Tle-Arg-Noragmatinx 4 TFA
Ausbeute: 55,3 mg; weil3es Pulver; Reinheit990 % HPLC (% B): 20,1; MS ber. m/z:
730,48(M), MS gef. m/z: 366,27 (M+2H)/2.
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MI -0091 3-GMe-PhacArg-Tle-Arg-Agmatinx 4 TFA
Ausbeute: 36,5mg; weil3es Pulver; Reinheit: 94,8 %; HPLC @)% 21,7; MS ber. m/z:
744,45(M), MS gef. m/z: 3727 (M+2H)?"/2.

MI -0092 4-GMe-PhacArg-Tle-Arg-Agmatinx 4 TFA
Ausbeute:58,7 mg; weil3es Pulver; Reinheit: 95,3 %; HPLC @k 205; MS ber. m/z:
744,50(M), MS gef. m/z: 3728 (M+2H)?"/2.

5.3.8. Palmitoyl-Derivate

Ausgehend von FmeArg(Pbf)-Tritylchlorid-Harz (0,12 g) wurden die weiteren Fmoc
Aminosauren, diePalmitinn oder Phenylgsigsaure durch automatische SPPS gekuppelt
(Methode A). Unter Erhalt der Seitentarischutzgruppen wurden die Peptide vom Harz
abgespalten (Methode D) und nach Methodai&4-Amidinobenzylamin x 2 HCyekuppelt.

Es folgte die Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen nach Methode F. Die finalen
Inhibitoren wurden mittels préaparativer HP gereinigt und lyophilisiert.

Im Fall des Inhibitoravil -1145 wurde Fmoelys(Dde)}OH als P3Aminosaure verwendet.
Die DdeAbspaltung erfolgte mit 26 Hydrazin in DMF (3 x 2 Minuten). Im Anschluss
wurde Palmitinsaure an die L-@eitenkette unter Standardliegungen (4ache Uberschiisse
von Palmitinsaure, HBTU und HOBLt sowie eirffé&her Uberschuss an DIPEA) gekuppelt.
Die weitere Aufarbeitung erfolgte wiebenfur die VerbindungerMI -1132 und Ml -1133
beschrieben.

MI -1132 PalmitoytAdo-Arg-Val-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:18,9 mg; weilles Pulver; Reinheit8F %; HPLC (% B): 54,9; MS ber. m/z:
94367 (M), MS gef. m/z94440 (M+H)".

MI -1133 PalmitoytAdo-Ado-Arg-Val-Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute:14,9 mg; weil3es Pulver; Reinheit6® %; HPLC (% B): 55,3; MS ber. m/z:
108874 (M), MS gef. m/z1089,40(M+H)".

MI -1145 PhacArg-Lys(Palmitoyl}Arg-4-Ambax 3 TFA
Ausbeute5,5 mg; weil3es Pulver; Reinheit7® %; HPLC (%B): 57,1; MS ber. m/z94566
(M), MS gef. m/z473,91(M+2H)%/2.
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5.3.9. Synthese derZellpenetrierenden Peptidderivate

Ausgehend von FmeArg(Pbf)Tritylchlorid-Harz (0,12 g) wurden id weiteren Fmoc
Aminosauren und die Essigsaure durch automatische SPRBpetk(Methode A). Unter
Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen wurden die Peptide vom Hazpaltgn (Methode D)

und nach Methode Eit 4-Amdinobenzylamin x 2 HCYjekuppelt. Es folgte die Abspaltung

der Seitenkettenschutzgruppen nach Methode F. Die finalen Inhibitoren wurden mittels

praparativer HEC gereinigt und lyophilisiert.

Ml -1141 Ac-RQIKIWFQNRRMKWKKRVR-4-Ambax 10 TFA

Ausbeute:19,6 mg; weil3es Pulver; Reinheif62 %; HPLC (% B): 32,795; MSber. m/z:
2829,66(M), MS gef. m/z:944,82(M+3H)**/3; Elementaranalyse: ber. C(%): 45,66; H(%):
5,63; N(%): 16,22; gef. C(%): 43,81; H(%): 5,794; N(%®5,05.

MI-1142  Ac-YGRKKRRQRRRVR4-Ambax 10 TFA

Ausbeute: 40, mg weilRes Pulver; Reinheit5d %; HPLC (%B): 21,149; MS ber. m/z:
198722 (M), MS gef. m/z:663,70(M+3H)%>*/3; Elementaranalyse: ber. C(%): 40,31; H(%):
5,15; N(%): 17,91; gef. C(%): 386; H(%): 5,630; N(%)17,94.

MI-1143  Ac-AGYLLGKINLKALAALAKKILRVR -4-Ambax 7 TFA

Ausbeute: 0,4 mg;, weiles Pulver; Reinheit 99,0 % HPLC (%B): 45584 MS ber. m/z:
276576 (M), MS gef. m/z: 23,27 (M+3H)**/3; Elementaranalyse: ber. C(%): 48,84; H(%):
6,64; N(%): 1493; gef. C(%): 46,19; H(%)5,61Q N(%): 13,52.

MI-1144  Ac-RRRRRRRVR4-Ambax 9 TFA

Ausbeute:24,9 mg, weilRes Pulver; Reinheit: %6%; HPLC (%B): 20,392 MS ber. m/z:
1695,08(M), MS gef. m/z:56622 (M+3H)**/3; Elementaranalyse: ber. %): 37,69; H(%):
4,98; N(%): 19,75; gef. C(%): 37,34; H(%): 5,539; N(&);19.

5.4. Synthese von 4GM e-PhacArg-Lys(b-Ala-FITC)-Arg-4-Amba x 4 TFA

2CI-Trt-Cl-Harz (0,25 g, 0,39 mmol, 1 eq) wurde mit Frhag(Pbf}OH nach Methode B
beladen. DieAminosauredexiate FmoelLys(Dde}OH, FmocArg(PbfyOH sowie Fmoel-
Aminomethyphenylessigsaure wurden nach einem manuellen Syntheseprotokoll gekuppelt
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(A). Die Guanylierung der 4AAminomethyphenylessigsaure erfolgte am Harz il éBis-
Boc-1-Guanylpyrazol (0,36 g, 1,18mol, 3 eq) und DIPEA (0,27 mL, 1,55 mmol, 4 &§).
91 Die DdeAbspaltung erfolgte mie 2 % Hydrazinin DMF (3 x 2 Minuten) Boc-b-Alanin
wurde an de Seitenkette des Lysimach Methode A gekuppelie Harzabspaltung erfolgte
mild-sauermit 1% TFA in DCM (Methode D), wodurch das geschitzte PepiseBoc-4-
GMe-PhacArg(PbfyLys(Bocb-Ala)-Arg(Pbfl-OH erhalten wurdeNach Mettode E wurde
4-Amidinobenzylamin x 2 HCyekuppeltund anschlieRendie Schutzgruppen nach Methode
F abgespaltenDie Verbindung4-GMe-PhacArg-L y sAla)-Arg-4-Amba x 5 TFA (Ml -
1189 wurde mittels praparativer HEE gereinigt und lyophilisiert

Ausbeute: 7,8 mg, weil3es Pulver, Reinhe@7,1 %; HPLC (%B): 180 % B; MS ber. m/z:
84952 (M), MS gef. m/z42602, (M+2H)?*/2).

4-GMe-PhacArg-L y sAlab-Arg-4-Amba (0,015 g, 0,0l mmol, 1 eq)wurde in B0 pL
DMF gelost. Zu dem Ansatz wurd®PEA (9,2 uL, 0005mmol, 0,5 eq) sowie Fluorescein
isothiocyanat KITC, Novabiochem 0,004 g, 0,011 mmol, 1 &qgegeben undunter
Ausschluss von Lichtiber Nacht geriihf®? Die Reaktionskontrolle mittels HPLC zeigte
einen unvollstandigen Umsatdeshalbwurden weitered,75 eq FITC hinzugefugt und der
Ansatz weitere 5 h geruhrAnschlie3end wurde der Ansatz mit den Laufmitteln A und B
(Abschnitt5.1.3.9 verdunnt und direkinittels praparativer HPLC gereinigt. Die Verbindung
4-GMe-PhacArg-L y sAlabFluoresceimArg-4-Amba x 4 TFA (MI-1190 wurde
lyophilisiertund lichtgeschitzt gelagert

Ausbeute:14,3mg, gelbesPulver; Reinheit: 3,1 %; HPLC (% B): 29,1 % B; MS ber. m/z:
1238,56(M), MS gef. m/z:1239,87(M+H)".

5.5. Zellkultur versuche zur Lokalisation des FITC-markierten Furini nhibitors
mittels Immunofluoreszenz

Die Experimente wurden unter Anleitung von Dr. Eva Friebertshauser am Institut far

Virologie der PhilippgUniversitat Marburg durchgefihrt.

5.5.1. Verwendete Zelllinien

Human embryonic kidnef293T) Zellen und human hepatocytderived carcinomgHuh7)
Zellen wurden in Dulbeccds Modified Eagle Medium(DMEM) mit 10 % fetalem
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Kalberserum (FCS; Gibco), Glutamin, Penicillin und Streptomycin béiGGund 5% CO

kultiviert.

5.5.2. Western Blot und SDSPage

293T-Zellen wurden nttels Lipofectamine 2000 (Invitrogen) mit pPCAG&GE transfiziert.
Nach 6 h wurden die Inhituren in Konzentrationen vod5 und 50 puM (10 mM
Stammoésung in DMSO, weitere Verdinnuerg mit Medium) zu den Zellen ggeben und
diese fur12 h inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, in-SDS
Probenpuffer resuspendiert und durch UltrasckaWie Erhitzen auf 95 °C fur 5 Minuten
lysiert. Die Zelllysate wurden mittels SDSPage (12 % Polyacrylamidgedufgetennt und
durch Western Blot wurden die Proteine auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran
(GE Healthcare Chalfont St. Giles, Grof3britanniefiberfiihrt Die immurhistochemische
Detektion der Proteine erfolgte mit dem primaren Antikorper-Atiund enem Meerrettich
Peroxidase konjugierten zweiten Antikorper (Dakalostrup, Danemajk gefolgt von der

Inkubation mit einem ChelumineszenzSubstrat (Piercelhermo Fisher Scientific Inc.

5.5.3. Immunofluoreszenz

Die aufDeckglasern kultivierten Huli-Zellenwurdenmit Methanol/Aceton (1:1) fixiert und
permeabilsiert Unspetfische Wechselwirkungen wurden durch Inkubataer Zellen mit
Blocking-Puffer (2 % BSA, 5 % Glycerin, 0,2 % Tween 20 in PBS) fum#@ verhindert.

Die Zellen wurden mit dem Antikorpea-TGN38 (BD Transduction Laboratories,
Heidelberg, Deutschlandjir 1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert.
Danach wurden die Zellen mit PBS gewascloar Antikdrpera-Has e Rhodami n un«
Diamidino-2-phenylindol (DAPI; Sigmaldrich) in PBS zu den Zellen gegeben und erneut in

einer feuchten Kammer 1 h inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit Mowiol
(Calbiochem Merck KGaA, Darmstadt, Deutschignduf ORekttragern fixiert. Fir de

mikroskopischeufnahmen wurdein Zeiss Axiovert 200 M Mikroskoperwendet

5.6. Synthesedes FluoresezenzsubstrateBhacArg -Val-Arg-Arg-AMC (M1 -0730)

Die Synthese erfolgte erstmals durch Dr. Gero Becker und wurde im Rahesen Arbeit in
einem gréReren MaRstab wiedertéft2CI-Trt-Cl-Harz (2,01 g, 3,12 mmol, 1,0 eq) wurde
mit FmocArg(Pbf}OH (2,02 g, 3,122 mmol, 1 eq) nach Methie B beladen.Die folgenden

119



Experimenteller Tell

FmocAminosaurederivate und Phenylessigsdure wurdeach einem manilen
Syntheseprotokoll gelppelt (A). Die Harzabspaltung erfolgte mit % TFA in DCM
(Methode D) wodurch das Intermediat PhacArg(Pbf)-Val-Arg(Pbf-OH als gelbes Ol
erhaltenwurde (HPLC (% B): 65,4 % B; MS ber. m/z: 1051,49, MS gef. m/z: 1052,
(M+H)").

Die Verbindungwurde ohne weitereReinigungin 10 mL DMF mit H-Arg-AMC i 2 HCI
(Pentapharm, Basel, Schwei279,0 mg, 069 mmol, 0,75 eq) undPyAOP @598 mg,
0,69mmol, 0,75 eq) gelost.Die Reaktion wurde durch Zugabe von DIPEA (320 pL, 1,84
mmol, 2 eq)gestartet und bei RT Uber Nacht geribie Reaktionskontrollanittels HPLC
zeigte einen unvollstandigen Umsatieshalbwurden weiteréd,5 eq HArg-AMC i 2 HCI
(Pentapharm PyAOP und ) eq DIPEAhinzugeflgt und der Ansatz weitere 5 h gerihrt.
Das Losugsmittel wurde in vacuo entfernt und die Schutzgruppen nach Methode F
abgespalten. Das finale Substrat wurde mittels praparativer HPLC gereinigt und lyophilisiert.
Ausbeute367,27mg, weil3es PulveReinheit: 963 %; HPLC (% B): 31,84 % B; MS ber.
m/z: 80,48(M), MS gef. m/z861,40(M+H)".

5.7.Bestimmungder koK n-Werte der Substrate mittels ProgresskurvenAnalyse

Die Hydrolyse der fluorogenen Substrate -RJIKR-AMC (Bachem), AeRVRR-AMC*?*

und PhacRVRR-AMC'* wurde in einem Reaktionsvolumen von 200 Ipi | &= 380 nm

und | em = 460 Nm mit einem Fluoreszefdattenleser Tecan SaffréTecan) bestimmtDer
Messansatz setzte sich aus 20 pL des jeweiligen Substrates (gel6st und verdinnt in Wasser),
160 pL Puffer (100 mM HEPES, 09 Triton X-100, 2 mM CaGl 0,02 % Natriumazid und

1 mg/mL BSA, pH 7,0) und 20 pL EnzyisungzusammenDie Messung erfolgtenit einer
Substratkonzentration von 0,2 y¥ K,/10) und einer Furinknzentration von 19 nM jeweils

im Messansatziber einen Zeitraum von 45 Minutéff Die Progresskurven wurdemittels

nicht linearer Regressioan Formel 7 flr eine Reaktion 1. Ordnunangepasstind so kps

berechnet

Formel 7: Gleichung zur Berechnung der pseuderster Ordnungsgeschwindigkeitskonstante ks (F(t): Fluoreszenz
zum Zeitpunk t, Fne finale Fluoreszenz, & initiale Fluoreszenz, s apparente pseuekrster
Ordnungsgeschwindigkeitskonstante, t: Zeit)

"00 O O p A@DPTQ o O
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Bei bekannter Enzymkonzentration kann nmaittels ks den Term kK, nachFormel 8

berechnen

Formel 8: Gleichung zur Berechnung von k,/K,. (kens apparente pseuekrster Ordnungsgeschwindigkeitskonstante,
Eo: Enzymkonzentration,k maximaler Substratumsatz eines Enzyms pro ZeitejrfagitMichaelisMenterrKonstantg

o) Q

O 0
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7. Anhang

7.1.Verwendete Inhibitoren

MW K ICxo
Ml - Sequenz (g/mol) (M) (nM)
0059 3-AMe-PhaeVal-Arg-4-Amba x 3 TFA 893,31 48,2
0060 4-AMe-PhacVal-Arg-4-Amba x 3 TFA 893,31 37,8
0061 3-GMe-PhaeVal-Arg-4-Amba x 3 TFA 935,79 164,0
0062 4-GMe-PhacVal-Arg-4-Amba x 3 TFA 935,79 269,3
0089 3-GMe-PhacArg-Tle-Arg-Noragmatin x4 TFA 1187,00 0,49
0090 4-GMe-PhacArg-Tle-Arg-Noragmatin x 4 TFA 1187,00 0,28
0091 3-GMe-PhaeArg-Tle-Arg-Agmatin x 4 TFA 1201,03 0,52
0092 4-GMe-PhacArg-Tle-Arg-Agmatin x 4 TFA 1201,03 0,22
0227 PhaeArg-Gly-Arg-4-Amba x 3 TFA 1020,90 0,66
0237  PalmitoytArg-Val-Arg-4-Amba x 3 TFA 1141,17 50,0
0285 PhacArg-Gly-Arg-4-Amba x 3 TFA 978,82 443
0286 PhacArg-Ala-Arg-4-Amba x 3 TFA 992,84 18,2
0290 PhaeArg-lle-Arg-4-Amba x 3 TFA 1034,92 0,67
0291  PhacArg-Leu-Arg-4-Amba x 3 TFA 103492 9,0
0701  4-GMe-PhaeArg-Tle-Arg-4-Amba x 4 TFA 1206,00 0,0076
1102 PhacArg-Arg-Val-Arg-4-Amba x 4 TFA 1291,11 0,0563
1103 PhaeArg-Arg-Arg-Val-Arg-4-Amba x 5 TFA 1561,32 0,0138
1104 PhaeArg-Ala-Arg-Val-Arg-4-Amba x 4 TFA 1362,19 0,0459
1106  PhacAla-Arg-Arg-Val-Arg-4-Amba x 4 TFA 1362,19 0,0491
1115 PhacArg-Nva-Arg-4-Amba x 3 TFA 1020,90 3,7
1116  PhacArg-Tle-Arg-4-Amba x 3 TFA 1034,92 0,17
1117  PhacArg-Abu-Arg-4-Amba x 3 TFA 1006,87 2,1
1130 TraArg-Val-Arg-4-Amba x 4 TFA 1155,98 0,0913
1131  GTraArg-Val-Arg-4-Amba x 4 TFA 1198,02 0,0576
1132  PalmitoytAdo-Arg-Val-Arg-4-Amba x 3 TFA 1286,33 203,5
1133  PalmitoytAdo-Ado-Arg-Val-Arg-4-Amba x 3 TFA 1431,49 45,2
1134 PhacArg-ChaArg-4-Amba x 3 TFA 1074,99 7,1
1135 Ava-Val-Arg-4-Amba x 3 TFA 845,71 38,5
1136 4-AMe-PhacArg-Tle-Arg-4-Amba x 4 TFA 1177,99 0,0224
1137 PhacArg-Nle-Arg-4-Amba x 3 TFA 1034,92 6,2
1138 PhacArg-CpaArg-4-Amba x 3 TFA 1032,91 1,5
1139  PhacArg-Aib-Arg-4-Amba x 3 TFA 1006,87 279,0
1140 PhaeArg-TbaArg-4-Amba x 3 TFA 1048,95 2,0
1141  Ac-RQIKIWFQNRRMKWKKRVR-4-Ambax 10 TFA 3971,68 18,97
1142  Ac-YGRKKRRQRRRVR4-Ambax 10 TFA 3128,59 11,99
1143  Ac-AGYLLGKINLKALAALAKKILRVR -4-Ambax 7 TFA 3565,61 22,76
1144 Ac-RRRRRRRVR4-Ambax 9 TFA 2836,27 10,66
1145 PhacArg-Lys(Palmitoyl}Arg-4-Amba x 3 TFA 1288,35 3814
1146  GuaAva-Val-Arg-4-Amba x 3 TFA 887,75 2,5
1147  PhacArg-Adg-Arg-4-Amba x 3 TFA 1113,04 48,2
1148 4-GMe-PhacArg-Tle-Arg-4-Amba x 4 TFA 1220,03 0,0055
1149 3-AMe-PhacArg-Tle-Arg-4-Amba x 4 TFA 1177,99 0,0361
1150 3-GMe-PhacArg-Tle-Arg-4-Amba x 4 TFA 1220,03 0,0068
1151  Ava-Tle-Arg-4-Amba x 3 TFA 859,74 26,7
1152 GuaAva-Tle-Arg-4-Amba x 3 TFA 901,78 1,26
1158 H-Arg-Arg-Arg-Val-Arg-4-Amba x 6 TFA 1557,21 0,03%
1182 PhacArg-PenArg-4-Amba x 3 TFA 1052,96 0,25
1183  4-AMe-PhacArg-Glu-Arg-4-Amba x 4 TFA 1193,95 2,68
1184 H-dArg-Arg-Arg-Val-Arg-4-Amba x 6 TFA 1557,21 0,0283
1185 H-dArg-dArg-Arg-Val-Arg-4-Amba x 6 TFA 1557,21 0,0510
1186 H-dArg-dArg-dArg-Arg-Val-Arg-4-Amba x 7 TFA 1827,42 0,0754
1187 H-dArg-dArg-dArg-dArg-Arg-Val-Arg-4-Amba x 8 TFA 2097,62 0,0943
1188 4-GMe-PhacArg-Glu-Arg-4-Amba x 4 TFA 1235,99 0,58
1189 4-GMe-PhacArg-Lys(b-Ala)-Arg-4-Ambax 5 TFA 1420,15 0,0222
1190 4-GMe-PhacArg-Lys(b-Ala-FluoresceimArg-4-Ambax 4 TFA 1695,50 0,50

" DieseVerbindungen wurden von D&ero Becker synthetisiett?
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7.2.Verwendete Messparameter des Tecan Safire?

Fur dieenzymkinetischeessungerder Inhibitoren wurden die iTabelle20 aufgdihrten

Messparameter verwendet.

Tabelle 20: Messparameter des Tecan Safire2 wahrend der enzymkinetischen Messungen.

Parameter Wert

XFLUORA4 Version V 451

Firmware V 1.60 07/2006 Safire2
Serial number 12904200017
Measurement mode Fluorescence Top
Exdtation wavelength 380 nm

Emission wavelength 460 nm

Excitation bandwidth 12 nm

Emission bandwidth 12 nm

Gain (Manual) 90

Number of reads 10

Flash Mode High sensitivity
Integration time 2000ps

Lag time Ous

Plate definition file NUNO96ftNEW.pdf
Z-Position (Manual) 7107um

Number of kinetic cycles 40

Kinetic interval (Minimal) 33s

Shake duration (Orbital 15 s

low)
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7.3.NMR-Spektren
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Abbildung 45: *H-NMR- und **C-NMR -Spektrum des4-Amidinobenzylaminsi 2 HCl in DMSO-d6.
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Abbildung 46: *H-NMR- und **C-NMR -Spektrum der Boc-Tranexamséure in DMSO-d6.
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Abbildung 49: *H-NMR- und **C-NMR-Spektrum des Inhibitors MI -1148 in DMSO-d6.
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7.4. Zellkulturversuche mit Anthrax

Die Experimente wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Beyer (Universitat Hohenheim) von
Susanne Kohler durchgefihrt.

200 pL murine Makrophagen J774A.1 Zellen (5 X Zellen/mL; German collection of
microorganisms and cell cultureBraunschweig, Germany) wurden Uber Nacht in einer 96
well Platte (Becton Dickinson Labware, Heidelberg)it RPMI:DMEM (1:1, versetzt mit
10% FCS)bei 37 °C und 5 % COkultiviert. Zu den Zellen wurdeime Losung mit
protektivan Antigen PA, 500 ng/ml im Assay), Letal Faktor (LF, 100 ng/ml im Assay) und
unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen (0j0300 uM im Assay) in 95 % DMEM und
5% FCSgegebenPA und LF stammen von List Biological Laboratoriés;., Campbell,
USA. Die Zellen wurden fur 3 h bei 37 °C ubd% CQ inkubiert. AnschlieRendwvurden
25uL MTT-L6sung (5 mg/ml in PBS) zu jedewell gegeben und die Zellen erneut fiih2

bei 37 °C undb % CQ unter Lichtausschlugskubiert. Nach der Zellyse mit 100 pL 90 %
Isopropanol (v/v), 0,5 % SDS (w/v) und 25 mM HCI erfolgte die Messung der Absorption
jedeswells in einem MikrotiterplattenleseModel 680, Biorad Laboratories, Hercules, CA)
bei 540 nm. Die Messungen wurdeiit der Referenkorrigiert (keine Zellen, Probenmedium
ohne Toxin) Der prozentuale Schutzwert wurde mittEtagmel9 bestimmit.

Formel 9: Gleichung zur Berechnung des prozentualen Schutzwerte§ODp,ne Wert der optischen Dichte der
vermessenen Probe, @Rkontrore Wert der gtischen Dichte der Toxinkontrolle, Qiiiumkontrote WWert der optischen Dichte
in Abwesenheit des Toxins)

V@) VO
00O VO

Y& 0 40 ®i O pTT

7.5. Zellkulturversuche mit Diphtherietoxin

Die Experimente wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Sandvig (Universitat Oslo)
durchgefuhrt.

Fir das Experiment wurden VeFkellen verwendet, die irDulbeccas Modified Eagle
Medium(DMEM) kultiviert wurden'®® Einen Tag vor dem Experiment wurden die Zellen in
einer 24well Platte mit einer Dichte vonu p 1t Zellen pro well kultiviert. Die Zellen
wurden ohne und mit den Inhibitoren (100 nM im Vortest und 2, 10 und 50 nM bei der
Bestimmung der Konzergtionsabhangigkeit) in Leucirund Serurdreien Medium fur 30
Minuten inkubiert. Dann wurde Diphthetoxin (Merck KGaA, DarmstadtDeutschlandf,1,

1, 10 und 100 ng/ml im Assay) zu den Zellen gegeben. Nach 3 h wurden die Zellen in Hepes
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Medium mit 1pCi/ml [*H]Leucin (Hartmann Analytic, Braunschweig, Deutschlamdine
Zugabe vonunmarkierten Leucin fir 20 Minuten inkubiert. Nacllem Entfernen des
Mediums wurden die Zellen zweimal mit 5 % Trichloressigs@ewaschenin 0,1 M KOH

gel6stund dann die Radaktivitat bestimmt.
7.6. Zellkulturversuche mit Influenza

Die Experimente wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Garten (Phijppgersitat
Marburg) vonDr. Yinghui Lu durchgefuhrt.

7.6.1. Verwendete Zellkulturen, Virusstamme und Inhibitorldsungen

Fur die Versohe zur Viruausbreitung wurde eindadin-Darby canine kidneyl i Zelllinie
verwendet, diéen Dulbeccds Modified Eagle MediutDMEM) mit Penicillin, Streptomycin,
Glutamin und 10 % fetalem Kéalberserum (FCS) kultiviert wurde.

Die aviaren Influenzaviren de¥yps A/FPV/Rostock/34 (H7N1) und A/Thailand/1(KAN
1)/2004 (H5N1) wurden in embryonalen HihnereieemangezogerDie Virus enthaltende,
allantoide Flussigkeit wurde durch Zentrifugation fur 10 Minuten bei 4000 rpm und 4 °C
geklart und anschlieRend be80 °C gelagert.

Von den verwendeten Inhibitoren wurde eine 10 mEh8tiosung in DMSO hergestellt und

bei i 20 °C gelagert. Die weiteren Verdinnungen wurden in DMEM ohne FCS vor der

Verwendung hergestellt.
7.6.2. Zytotoxizitatstest

Die Zytatoxizitat der verwendein Inhibitoren auf die Viabilitat der MDCK -Kellen wurde
mittels einesMTT-Testsbestimmt:>° Hierfiir wurden die Zellen in 9@ell Platten bis zur
Konfluenz gezogerDie Zellen wurden mit den Inbitoren in Konzentrationen von 25 und 50
UM fur 24 und 48 bei 37 °C inkubiert. Dann wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit
50 pL MTT-L6sung (0,5 mg/mL in DMSO) versetzt. Nach einer weiteren Inkubation Uber 2 h
bei 37 °C wurde die MT-Losung etfernt. Die gebildeten Formazamdtalle wurden durch
Zugabe vonl00 pL DMSO geldst. Nach 1Mdinuten Schitteln erfolgte die quantitative
Bestimmungder lebenden Zellen durch eenzymdinked immunosorbent assdiLISA)

Mikroplattenlesebei 570 m.
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Anhang

7.6.3. Immunfarbung

MDCK II-Zellenwurden in 24well Platten bis zu einer ¢hfluenz von 100 % gezogen. Die
Infektion der Zellen erfolgte mit 200 pL eineA/FPV/Rostock/34 (H7N1) oder
A/Thailand/1(KAN-1)/2004 (H5N1)enthaltenden allantoiden Flussigkbéi einerMOI von
0,001 bei 37 °C fur 1 h. Dann wurde das Virusenthaltende Madm entfernt und die Zellen

mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit den jeweiligen Inhibitoren (verdinnt in Medium)
oder reinem Medium als Referenz versetzt und fir 24 h bei 37 °C inkubiert. Die Zellkulturen
wurden mit 4 % Rraformaldehydn Minimal Essetal Medium (MEM, Gibco) fixiert, mit

PBS gewaschen und mit 0,3 % Tri#&rR100 in PBS Uber 20 Minuten permeabilisiddie
Zellen wurden 5 Minuten mit 0,05 % Tween in PBS gewaschdizierte Zellen wurden
immurhistochemisch durch Zugabe eines FRMikorpers (Hase, 1:350000r 1 h und
anschlieBend mit einem sekundaren RarMper gegen Hasévom Esel), konjugiert mit
Meerrettich Peroxidase(HRP, 1:3500) inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt mit
0,05% Tween in PBS Uber 5 Minuten wurde das Peroxidagsstrat Trueblue (1;Bis(5
amidino-2-benzofuranyl)ethylendiaceturat (KPL, Gaithersburg, MD, Vereinigte Staatan)
den Zellen gegeben. Die Reaktion wurde durch Waschen sigestoppt®*

7.7. Zellkulturversuche mit CDV
VerosSLAMdogtag Zellen wurden nd0, 5, 0,5, 0,05 uM Inhibitorlésung oder als Kontrolle
mit reinem Medium versetzt. Bei einer MOI von 0,01 wurden die Zellen mit CDV infiziert.

Nach 24, 48 und 72 h p.i. wurden Proben genommen. Die viralen Titer im Uberstand und der

zelluldren Fraktion wureh mittels TCID50 bestimmt.
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