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Zusammenfassung

Die Leishmaniose gehort als eine der ,vernachlassigten tropischen Erkrankungen® zu den chro-
nischen, schwéachenden und auch stigmatisierenden Krankheiten. Sie wird durch parasitare
Protozoen der Gattung Leishmania ausgeltdst. Weltweit sind ca. 12 Mio. Menschen infiziert, ca.
70 Tausend erliegen ihr jahrlich. Die aktuelle Therapie wird Uberschattet von Toxizitats- und
Teratogenitatsproblemen der verfiigbaren Arzneimittel, deren niedriges Ansprechen bei Koin-
fektionen und von aufkommenden Resistenzen. Ein immer besseres Verstandnis der Krank-
heitsprozesse sowie Veroffentlichungen von parasitaren Protein-Kristall-Strukturen beschleuni-
gen die Forschung in Richtung neuer Medikamente. Bekannt ist, dass Cysteinproteasen we-
sentliche Virulenzfaktoren fur Leishmanien sind, die das Immunsystem des Wirts zum Vortell
des Parasiten manipulieren kénnen. Das macht sie zu potentiellen Therapie-targets. Aufgrund
der evolutiondren Verwandtschaft der Enzyme sind die parasitaren Cysteinproteasen strukturell
den humanen sehr ahnlich. Die Herausforderung bei der Entwicklung antiparasitarer Wirkstoffe,
basierend auf der Hemmung dieser Proteasen, besteht deshalb darin, sehr selektive Inhibitoren

zu entwickeln, die die Wirtsproteasen nicht, oder nur in einem vertretbaren Rahmen, inhibieren.

Das Ziel dieser Arbeit war die Weiterentwicklung der Aziridin-2,3-dicarbonsaure-basierten Cys-
teinproteaseinhibitoren RV122C bzw. CS09 hinsichtlich Selektivitdt und Aktivitat gegenlber der
parasitdren Cathepsin-L-ahnlichen Cystein-Protease LmCPB2.8 durch Design, incl. Docking,
Synthese und Testung. Neben der gezielten Variation nicht essenzieller Gruppen wurde mole-
kulares Docking mittels AutoDock Vina an Cruzain als verwandtes Modellenzym durchgefihrt,
um durch Variationen K.O.-Kandidaten fiir die Differenzierung zwischen zwei postulierten Bin-
dungsmodi zu finden. Die Ergebnisse der Enzymassays zeigen eine Verbesserung der
Hemmeigenschaften bei gleichzeitig verbesserter Selektivitat sowie erhdhter ligand efficiency
und ligand lipophilic efficiency fir Derivate mit sterisch anspruchsvolleren Ester-Resten und fir
Derivate mit einer freien Carbonsaurefunktion am Aziridin-Ring (Halbester). Der Vergleich der
Ergebnisse des Dockings mit den Ergebnissen der Enzymassays spricht weiterhin zum einen
fir einen anti-Substrat-dhnlichen Bindungsmodus (entgegengesetzter Verlauf der peptischen
Grundstruktur des Inhibitors und der Substratbindespalte des Enzyms) und zum anderen fir
eine im Vergleich zu Cruzain tiefere Sy-Bindungstasche in LmCPB2.8. Die Kenntnis dieser ent-
scheidenden Strukturinformation sollte die Weiterentwicklung der Inhibitoren dieser Substanz-
klasse als selektive antileishmaniale Wirkstoffe erleichtern. Fiir eine Optimierungsmaoglichkeit —
die Konfigurations&nderung zu den Derivaten mit cis-konfiguriertem Aziridin-Ring — konnte in
der vorliegenden Arbeit auRerdem bereits der Weg zur Darstellung des cis-konfigurierten Aziri-

din-2,3-dicarboxylat-Bausteins etabliert werden.
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Abstract

Leishmaniasis as one of the ,neglected tropical diseases” is a chronic, debilitating and stig-
matizing disease. It is caused by parasitic protozoa ot the genus Leishmania. Worldwide ap-
proximately 12 million people are infected, with about 70 thousand deaths every year. The
current therapy is overshadowed by toxicity and teratogenicity caused by the available drugs,
their low response in co-infections and emerging drug resistancies. An increasing under-
standing of disease processes, as well as publications of parasitic protein crystal structures
accelerate the research towards new drugs. It is known that cysteine proteases are important
virulence factors for Leishmania that can manipulate the host immune system to accelerate
and deteriorate the infection. This makes them promising new potential therapeutic targets.
However, the parasitic cysteine proteases are structurally very similar to the human ones
because of their evolutionary relatedness. Therefore, the challenge in the development of
anti-parasitic drugs based on the inhibition of these proteases is to develop highly selective

inhibitors that do not, or only weakly inhibit host proteases.

The aim of this work was the optimization of the aziridine-2,3-dicarboxylate-based cysteine
protease inhibitors RV122C and CS09 regarding their affinity and selectivity against the pa-
rasitic cathepsin L-like cysteine protease LmCPB2.8 by design, incl. molecular docking, syn-
thesis and testing. In addition to the variation of groups which are not necessary for producti-
ve interactions with the enzyme molecular docking was performed using AutoDock Vina and
cruzain which served as a related model enzyme. The aim was to determine knockout candi-
dates to distinguish between two possible binding modes. The results of the enzyme assays
show increased activity with improved selectivity, increased ligand efficiency and increased
lipophilic ligand efficiency for derivatives with bulky large ester groups and the derivatives
with a free carboxylic acid at the aziridine ring. The comparison of the docking results with
the results of the enzyme assays gives a good indication for an anti-substrate-like binding
mode (inverse orientation of the peptic structure of the inhibitor and the substrate binding
cleft of the enzyme) and for a deeper S+-binding pocket in LmCPB2.8 compared to cruzain.
With this structural information, the development of inhibitors of this class as selective anti-
leishmanial agents should be faciliated. For one possible optimization — the change of the
configuration to derivatives with cis-configured aziridine ring — the synthesis of a cis-
configured aziridine-2,3-dicarboxylate building block has already been established in this

work.
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Einleitung 1

ALLGEMEINER TEIL

1. Einleitung

1.1 Von der Aminosaure zum Arzneistoff

Proteine sind Eiweil3komplexe, die aus den Grundbauteilchen des Lebens, den Aminosau-
ren, aufgebaut sind.! Den groRRten Anteil der Proteine machen Enzyme aus. Sie ermdglichen
chemische Reaktionen unter nattrlichen Bedingungen, die ohne sie nur unter groRer Hitze
und/oder groRem Druck moglich waren. Enzyme sind also die Katalysatoren der Natur. En-
zyme, die die chemische Reaktion der Protein- bzw. Peptidspaltung durchfihren, werden
Proteasen bzw. Peptidasen genannt. Proteasen konnten in nahezu jedem Organismus iden-
tifiziert werden. Weiterhin lasst sich die Bedeutung von Proteasen daran abschatzen, dass
ca. 2 % aller Gene in Organismen Peptidasen oder ihre Homologen codieren. Im Menschen
sind dies ca. 500 Gene.?™

Durch die Evolution haben sich Proteasen in grofiem Umfang an unterschiedlichste Bedin-
gungen angepasst (verschiedene pH-Bereiche, reduktives Milieu) und so auch verschiedens-
te Mechanismen der Substrathydrolyse entwickelt. Neben dem einfachen Proteinabbau
Ubernehmen Proteasen auch wichtige Signallibermittlungen. So konnte am Mechanismus
der Blutgerinnung herausgefunden werden, dass die prazise Spaltung von Proteinen durch
Proteasen ein sehr raffiniertes Regulierungsmittel darstellt. Proteasen sind so bei der Steue-
rung beinahe jeder wichtigen physiologischen Funktion beteiligt. Das sind insbesondere Ver-
dauung, Nahrstoffaufnahme, Eisprung, Befruchtung, Zellkommunikation, Zell-wanderung,
Gewebshomdostase, Knochenbildung und Knochenabbau, Auswachsen von Neuronen, An-
tigenprasentation, Zellzyklus-Regulierung, Immunitat, Phagozytose, Entziin-dung, Zytokin-

Freisetzung, Wundheilung, Angiogenese, Apoptose und Alterung.>”’

Wahrend des Zell- und Gewebewachstums und wenn sich der Organismus im Gleichgewicht
(Homoostase) befindet, arbeiten die Protease-Signalwege normal und sind streng reguliert.
Was geschieht nun aber, wenn die Regulierung der Signaltibermittlung fehlschlagt? Auf der
niedrigsten Ebene, dem Level der Substratspaltung, gibt es nur zu viel oder zu wenig en-
zymatische Hydrolyse von Proteinen, sog. Proteolyse. Wahrend verminderte Proteolyse
meist das Resultat genetischer UnregelméaRigkeiten ist, wird Ubermafige bzw. nicht passen-
de Proteolyse nur selten durch genetische Anomalien ausgelost. UbermaRige Proteolyse ist
meistens Folge vieler endogener und/oder exogener Einflisse, die in der ungewollten Akti-

vierung eines Signalwegs resultieren. Eine gestdrte Regulation im Menschen ist Ausloser
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von Entziindungen und einer ganzen Reihe von Krankheiten wie immunologischen, Atem-

wegs-, Herz-Kreislauf-, neurodegenerativen (z.B. Alzheimer) und Krebserkrankungen.>’

Da die ubermaRige Proteolyse durch das Inhibieren der richtigen Proteasen verhindert wer-
den kann, ist dieser Bereich einer der am besten erforschten der pharmazeutischen Indust-
rie.®> So werden von den bekannten humanen Proteasen derzeit fast 14 % als mdgliche sog.
drug targets untersucht. Als Beispiele sind hier Serinproteasen (z.B. Thrombin, Elastasen,
Tryptasen), Threoninproteasen (z.B. Proteasom), Aspartatproteasen (z.B. Renin, Cathepsin-
D), Metalloproteasen (z.B. Angiotensin-konvertierendes Enzym (ACE), Tumor Nekrose Fak-
tor-a konvertierendes Enzym (TACE)) und Cysteinproteasen (z.B. Cathepsin-B, -H, -K, -L, -
S) zu nennen.”® (Zur Benennung der Proteasen siehe auch Kap. 1.3, Cathepsine Kap. 1.4.5)
Ein allgemein anerkanntes Beispiel flr Protease-Inhibitoren als erfolgreiche therapeutische
Wirkstoffe sind die Hemmestoffe des Angiotensin-konvertierenden Enzyms (ACE). Sie senken

den Blutdruck, indem sie den peripheren GefaRwiderstand herab setzen.®

Neben der gestdrten Proteolyse in oben genannten Krankheiten kommt sie auch bei Infekti-
onskrankheiten vor, die durch Bakterien, Viren oder Parasiten ausgelost werden. Im Virus
sind virale Proteasen essenziell fir die Replikation des Virus, wie z.B. beim HI- (Humane
Immundefizienz-Virus), Hepatitis-A, -B und -C, West-Nil-, Denguefieber-, Influenza-, Herpes-
oder Coronavirus (z.B. SARS). Als Erreger von Pilzinfektionen, bei denen ebenfalls Pro-
teasen wichtige Rollen spielen, sind Candida albicans und Candida tropicalis (SAPs, sezer-
nierte Aspartatproteasen) zu nennen. Zu den parasitaren Infektionen z&hlen Malaria (Plas-

mepsine), Schistosomiasis (Cathepsine) und Hakenwiirmer (Cathepsine).’

Die Einfihrung von Protease-Inhibitoren in den Jahren 1995 und 1996 korreliert mit einem
signifikanten Anstieg der Uberlebenszeit der Patienten mit Acquired Immune Deficiency
Syndrome (AIDS). Die Erfolge der genannten Protease-Inhibitoren, die ACE oder die HIV-
Protease hemmen, haben so zu einem erhéhten Interesse an der Entwicklung von Protease-

Inhibitoren zur Behandlung anderer Krankheiten geftihrt.®

Fur die Entwicklung von Protease-Inhibitoren sind die zwei gré3ten Herausforderungen zum
einen die Validierung von Proteasen als drug targets und das klare Verstandnis ihrer biologi-
schen Funktion, zum anderen die Entwicklung spezifischer Inhibitoren trotz der grol3en An-

zahl von Proteasen in einem Organismus.*°

Die Anforderungen an das drug target sind prinzipiell immer dhnlich. Im Allgemeinen sollte
das gesuchte target Einfluss auf die Aktivitat der Krankheit haben. Weiterhin werden detail-
lierte Informationen Uber die spezifischen Eigenschaften der in Frage kommenden Protease

bendtigt. Ziel ist es, die unterschiedlichen Pathologien zu verstehen, wo genau diese Enzy-
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me ihre entscheidende Rolle einnehmen. Erst dann kdnnen neue Inhibitoren entworfen wer-

den.®

Von Vorteil ist, wenn ein sehr friher Punkt in der Krankheitsentwicklung gefunden wird, in
den eingegriffen werden kann. Denn je friher in einer Kaskade inhibiert wird, umso geringer

kénnen die Arzneimitteldosen sein und umso effektiver wird der Inhibitor.®

Um die Rolle der einzelnen Protease in ihrem biologischen Prozess zu identifizieren und de-
ren Signalubermittlung im gesunden wie kranken Zustand zu verstehen, ist es notig, das
physiologische Substrat zu kennen. Fir das Verstandnis des Gesamtbildes der spezifischen
Protease ist die unmittelbare Wirkung auf das Substrat alleine jedoch nicht immer ausrei-
chen. Wegen der Signalkette folgt meist ein nachgeschalteter Effekt auf das Ende des Sig-
nalweges. Entscheidend bei der target-Proteaseauswahl ist daher gerade das Verstandnis
der Komplexitat dieser Kaskaden und der nachgeschalteten Auswirkungen. Unerwartete
Wechselwirkungen eines Arzneistoffs mit weiteren Proteasen in der Kaskade kdnnen ver-
heerende Auswirkungen haben. Beide Risiken machen die Auswahl und Validierung zu einer
echten Herausforderung. Von den verschiedenen Ansatzen, die eine Protease-Signalkette

als target adressieren, ist der der Proteaseinhibitoren der bis dato am besten erforschte.®

Die Proteaseinhibitoren kénnen aufgrund ihrer GréRe in zwei Kategorien eingeteilt werden:
Protease-Inhibitoren mit Proteinstruktur, die aus einer oder mehreren Peptidketten zusam-
mengesetzt sind zum einen, und peptidomimetische oder nicht-peptidische Inhibitoren mit

geringem Molekulargewicht zum anderen.®

Um eine Protease zu inhibieren, stehen dem pharmazeutischen Chemiker nur wenige Stra-
tegien zur Verfigung. Die Hauptstrategie, neben der, allosterische oder exosite-
adressierende Inhibitoren zu entwickeln, ist es, das sog. aktive Zentrum (siehe auch 1.2 und
1.4.4) durch das Nachahmen einer Teilstruktur des natirlichen Substrats zu blockieren.
Denn nur die unmittelbaren Gruppen um die Spaltstelle und diese selbst werden wirklich eng
an die Protease gebunden, und das im aktiven Zentrum. Das Wissen um diese ,spaltnahen®
Gruppen, oder die Taschen, in die sie spezifisch binden, ist folglich essenziell fir die Ent-
wicklung von Inhibitoren des aktiven Zentrums (siehe auch 1.4.3). Normalerweise gehen
erste gute Inhibitoren aus dem Austausch des Teils des natirlichen Substrats hervor, wel-
cher direkt mit dem aktiven Zentrum reagiert. Dies kann, bezogen auf die spaltbare Amidbin-
dung, ein nichtspaltbares Isoster sein oder ein warhead, der in den katalytischen Mechanis-
mus (siehe Kap. 1.4.4) der Spaltung eingreift (siehe 1.6.1). Eine weitere Optimierung erfolgt
dann durch strukturelle Modifizierung und allmahliche Reduzierung des peptidischen Charak-

ters des Molekuls z.B. im Trial-and-Error-Verfahren.51!
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Obwohl peptidische Inhibitoren meist schlechte pharmakokinetische Eigenschaften haben,
dienten sie sehr oft als Ausgangsverbindungen fir das Design von nichtpeptidischen Inhibi-
toren. Nichtpeptidische Ausgangsverbindungen werden daneben auch durch Screening-
Methoden wie das HTS (High throughput Screening) von kleinen wirkstoffartigen Molekllen

gefunden.t?

Das Design von Proteasen-Inhibitoren kann durch die Verfiigbarkeit von Informationen Uber
die dreidimensionalen Strukturen von Proteasen entscheidend verbessert werden. Dieses
nun rezeptorbasierte Design (strukturbasiertes Design) baut auf das Wissen um die struktu-
rellen Eigenschaften der aktiven Zentren auf. Hier werden mit Hilfe von Computern entwi-
ckelte Molekile in das aktive Zentrum eingepasst. Dies umfasst das virtuelle Screening, das
fragmentbasierte Screening und das Screening von kleinen speziellen Datenbanken (typi-
scherweise mehrere Tausend Verbindungen). Voraussetzung fir ein computergestitztes
Screening ist die genaue Kenntnis der dreidimensionalen Struktur der Zielprotease. Ohne
ihre Kenntnis kdnnen jedoch strukturverwandte Proteasen in gewissem Male weiterhelfen.
Die genaue Kenntnis der dreidimensionalen Struktur der Protease ist, wenn gleich nicht un-
entbehrlich, so doch auch vorteilhaft fur alle Screening-Methoden und fur das Design von
Inhibitoren im Allgemeinen.® Ist eine Leitstruktur gefunden, konnen nun Strukturoptimierungs-
(NMR, Kristallographie), rechnergestiitzte (Docking) und SAR-Methoden (Struktur-Wirkung-

Beziehung) zur Optimierung herangezogen werden.*°

Der perfekte Inhibitor muss folgende Anforderungen erfillen: Er sollte minimalen Peptidcha-
rakter und hohe Stabilitat gegenlber proteolytischem Abbau besitzen, tber gute Membran-
permeabilitat und lange Lebensdauer im Blutkreislauf und in der Zelle verfigen. Au3erdem
sollte er nicht zu schnell eliminiert werden und komplett selektiv gegeniiber seinem target
sein. Anders ausgedrickt sollte er exzellente Absorptions-, Verteilungs-, Metabolismus-,
Ausscheidungs- und Toxizitdtseigenschaften (sog. ADMET-Eigenschaften) besitzen. Dar-
Uber hinaus sollte er oral verfugbar und fur tagliche (oder weniger haufige) Verabreichung
geeignet sein. Ganz offensichtlich gibt es keinen einzigen Inhibitor, unabhangig vom target,
der all diese Anforderungen erfillen kann. So stellen auch die besten Proteaseinhibitoren
einen Kompromiss dar zwischen Wirksamkeit und Bioverflgbarkeit bei tolerierbaren Neben-

wirkungen.5®

Darlber hinaus ist fur die Arzneimittelforschung eine der wichtigsten Fragen, ob reversible
oder irreversible Inhibitoren entwickelt werden sollten. Auch wenn beide Klassen in der Lage
sind, die Aktivitat einer Protease weitgehend zu senken, haben sie doch unterschiedliche
Wirkungen gegentber anderen off-target-Proteasen. Ein reversibler Inhibitor, speziell einer

mit einer sehr hohen Selektivitat, wirde nur partiell die Aktivitat anderer Proteasen blocken.
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Ein irreversibler Inhibitor hingegen wirde, abhangig von der Kinetik, friher oder spater alle

Proteasen blockieren, an die er binden kann.>*

Der perfekte Inhibitor ist also — zusatzlich zu den bereits genannten Eigenschaften — auf-
grund der Bedenken gegentber Nebenwirkungen, die aus einer ungentigenden Selektivitat
resultieren, ein reversibel bindender, insbhesondere, wenn es um die langen Zeitrdume bei
der Behandlung von chronischen Krankheiten geht. Trotzdem kann auch ein irreversibler
Inhibitor mit nur akzeptabler Selektivitat unter gewissen Umstanden tragbar sein. Dies ist
z.B. in akuten Situationen der Fall, wenn nur eine einmalige Dosis oder die Verabreichung
Uber einen sehr kurzen Zeitraum bereits entscheidende Wirkung bei der Behandlung einer
lebensbedrohlichen Krankheit zeigt, gerade wenn die Ausscheidung schnell genug ist und so
Nebenwirkungen kaum auftreten. Ein irreversibler Hemmstoff kann auch bei der Behandlung
von Infektionskrankheiten von Vorteil sein, wenn der Inhibitor trotz moglicher Nebenreaktio-
nen mit den Wirtsproteasen eine hohe Effektivitdt und geringe Toxizitat aufweist, da er sich
im Infektionserreger ansammelt und maoglicherweise nur eine kurze Behandlungszeit beno-
tigt wird.>1!

Als letzten grof3en Schliisselfaktor gilt es, die Bioverfiigbarkeit zu optimieren. Wenn auch die
Reduzierung des peptidischen Charakters oftmals die Bioverfligbarkeit erhéht und nebenbei
dem Abbau durch endogene Proteasen entgegenwirkt, stellt sie keine allgemeine Ldsung fiir
dieses Problem dar. Eine Strategie zur Erhdhung der Bioverfugbarkeit besteht darin, ein sog.
prodrug, das erst im Korper in den aktiven Metaboliten umgewandelt wird, herzustellen. Eine
andere besteht darin, bereits bei der Entwicklung des Inhibitors auf gewisse Eigenschaften
Rucksicht zu nehmen. Denn durch die computerchemische Analyse berechneter Eigenschaf-
ten vieler Tausend bekannter Wirkstoffe konnten Parameter gefunden werden, die, wenn sie
eingehalten werden, die sog. drug likeness deutlich erhéhen. Die sog. rule of five besagt,
dass die Wahrscheinlichkeit fir eine gute orale Bioverfligbarkeit sinkt, sobald eine Verbin-
dung mehr als 5 Wasserstoffbriickendonatoren (Summe aus OH- und NH-Gruppen), ein Mo-
lekulargewicht tber 500 g/mol, einen logP Uber 5 und mehr als 10 Wasserstoffbriickenak-
zeptoren (Summe aus N- und O-Atomen) besitzt. Ausnahmen hierfur sind Verbindungen, die
als Substrate von biologischen Transportern aufgenommen werden, oder sich von Naturstof-

fen ableiten.5>1?
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1.2 Nomenklatur nach Schechter und Berger

Wie bereits beschrieben, bauen Enzyme Proteine ab. Bei dieser Substrathydrolyse wird das
Substrat im aktiven Zentrum gebunden und es bildet sich ein Enzym-Substrat-Komplex. Die
Bindungstaschen des Enzyms, die mit dem Substrat wechselwirken, werden nach der Sch-
echter-und-Berger-Nomenklatur bezeichnet (Abb. 1.2-1). Ausgehend von der Spaltstelle
werden die Substratreste in Richtung N-Terminus mit P; bis P, (non-primed site) und in Rich-
tung C-Terminus mit P+ bis Py (primed site) benannt. Die Taschen im Enzym, in die die Sub-

stratreste binden, erhalten die analogen Bezeichnungen S; bis S, und S+ bis Sp-.2

——

S3 Sy Sy

Abb. 1.2-1: Schechter-und-Berger-NomenkIatur13 fur Enzym und Substrat mit Spaltstelle (rot)

Die Geometrie und weitere Eigenschaften wie hydrophobe, polarisierte oder ionische Berei-
che dieser Enzymtaschen, die Wechselwirkungen mit dem Substrat erméglichen oder ver-
hindern, oder fest gebundene Wassermolekiile in oder zwischen den Taschen bestimmen

die Substratspezifitat eines Enzym.
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1.3 Klassifizierung von Proteasen

Das NC-IUBMB (Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology) als Nomenklaturkommission fur die numerische Klassifikation von Enzy-
men teilt diese anhand der Reaktionen ein, die sie katalysieren. Entsprechend dieser Eintei-
lung erhalten die Enzyme EC-Nummern (Enzyme Commission Numbers). Proteasen (auch
Peptidasen oder Proteinasen) gehéren der Gruppe EC-3.4 der Hydrolase-Gruppe EC-3 an.
Eine weitere Unterteilung erfolgt anhand der Spaltstelle der Polypeptidkette. So findet bei
Exopeptidasen (EC 3.4.11-19) die Spaltung am N- (Aminopeptidasen, Abb. 1.3-1 Mitte) bzw.
C-Terminus (Carboxypeptidasen, Abb. 1.3-1 rechts) statt. Bei Endopeptidasen (EC 3.4.21-
99) findet die Spaltung sehr spezifisch innerhalb der Polypeptidkette statt (Abb. 1.3-1 links).
Die weitere Einteilung in Untergruppen erfolgt anhand des aktiven Zentrums, bzw. den darin
beteiligten reaktiven Gruppen, in z.B. Aspartyl-, Cystein-, Metallo-, Serin- und Threonylpro-

teasen.'*15

) /

Abb. 1.3-1: Substratspaltung von Peptidasen: Enzym (griin), Substrat (braun), C-Terminus (rot),
N-Terminus (blau), Schnittstelle (gelb) — Links Endopeptidase — Mitte Exopeptidase: Aminopeptidase —
Rechts Exopeptidase: Carboxypeptidase — Abbildung in Anlehnung an Turk et al.®

Nach Rawlings und Barrett weist das System des NC-IUBMB fir Peptidasen allerdings inso-
fern Schwachen auf, als dass eine kontinuierliche Benennung und Klassifizierung — basie-
rend auf den Reaktionen, welche die Enzyme katalysieren — fur diese unméglich war. Grund
hierfir sind die Besonderheiten der proteinhydrolysierenden Enzyme, die eine konsequente
oder einfache Bestimmung verhindern. Die aus diesem Grund ersatzweise vergebenen Tri-
vialnamen kdnnen dann leicht zu Verwirrungen fiihren, wenn sie nicht koordiniert vergeben

werden.?

Das MEROPS-System nach Rawlings und Barrett beriicksichtigt dagegen strukturelle und
evolutiondre Gemeinsamkeiten, indem es die Einteilung anhand der Aminosauresequenz
vornimmt. Enzyme, die aufgrund ihrer Sequenz oder der fir die Aktivitat verantwortlichen
Aminoséauren oder ihrer Tertidrstruktur evolutionar verwandt sind, werden in Familien einge-

teilt. Familien, die Anzeichen evolutionéarer Verwandtschaft ohne signifikante Ahnlichkeiten in
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ihren Sequenzen zeigen, werden in einem Clan zusammengefasst. Sie gehen evolutionar

aus einem ,Urprotein“ hervor (Abb. 1.3-2).16

alle Cystein Clan CA Familie C1

Peptidasen S Peptidasen s

Abb. 1.3-2: Hierarchische Taxonomie nach der MEROPS Datenbank aus Sajid!’

Im MEROPS-System erfolgt die Klassifizierung weiterhin anhand des aktiven Zentrums und
des damit verbundenen Katalysemechanismus, reprasentiert durch einen GrofZbuchstaben.
A fur Aspartat-, ,C* fur Cystein-, ,G* fir Glutamat-, ,M‘ fur Metallo-, ,S fur Serin-, ,T* fir Thre-
onin- und ,U‘ flr Proteasen mit unbekanntem Typ sowie ,P* flr Protein-Nucleophilie (ge-
mischt katalytisch). Neu ist weiterhin die erst 2012 aufgenommene Hauptgruppe ,N* fir As-

paraginylasen.31®
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1.4 Cysteinproteasen

1.4.1 Einteilung von Cysteinproteasen nach dem MEROPS-System

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf Cysteinproteasen der Papain-Familie im Menschen und in
Protozoen. Nach dem MEROPS-System werden Cysteinproteasen in neun Clans eingeteilt
(CA, CB, CD, CF, CL, CM, CN, CO, CP), die 61 Familien und weitere 21 Subfamilien umfas-

sen.'®

Der Clan CA umfasst 32 Familien, u.a. die Familie C1 (Papain). Papain (EC 3.4.22.2) aus
der Papayafrucht ist die am besten untersuchte pflanzliche Cysteinprotease und dient als
Namensgeber fir diese Familie. Die Proteinstruktur von Papain war eine der Ersten, die auf-
geklart wurde (1968), 1969 folgte die vollstandige Aufklarung der Aminosauresequenz. Alle
Proteasen innerhalb der Familie C1 haben strukturelle Ahnlichkeiten mit Papain, unterschei-

den sich aber trotzdem in ihrer Substratspezifitat.1-2t

1.4.2 Struktur der Cysteinproteasen der Papainfamilie

Entsprechend der Einteilungskriterien des MEROPS-Systems, wie evolutionare Verwandt-
schaft, Sequenzahnlichkeit und Tertiarstruktur, weisen alle Cysteinproteasen der Papainfa-
milie Gemeinsamkeiten auf. Sie bestehen alle aus einem Signalpeptid, einem Propeptid und
dem aktiven Zentrum flr die Proteolyse. Die Signalsequenz besteht aus 10-20 Aminosauren.
Sie sorgt wahrend der ribosomalen Proteinexpression fiir die Translokation ins endoplasma-
tische Retikulum. Dort wird dann, nach der Abspaltung der Signalsequenz, das Propeptid
durch Proteolyse in die aktive Form umgewandelt. Von der Prodoméne sind drei Funktionen
bekannt: Als Gerust sorgt sie fur die richtige Positionierung und Faltung des aktiven Zent-
rums. Weiterhin sorgt sie flr den Transport des Proenzyms in das endosomale-lysosomale
Kompartiment. Und zuletzt stellt die Prodoméne einen hochaffinen, reversiblen Inhibitor dar,
der verhindert, dass die katalytische Domane vorzeitig aktiviert wird. Die katalytische Doma-
ne umfasst 220-260 Aminosauren und ist von den drei Teilstrukturen die am hdchsten kon-
servierte. Daneben sind besonders die Sequenzen in unmittelbarer Nachbarschaft des kata-
lytischen Zentrums und die Regionen direkt um den Asparagin- und Histidinrest hoch kon-

serviert.?2-29

Aus den hochkonservierten Sequenzen resultiert auch die hoch konservierte dreidimensiona-
le Tertiarstruktur. Die Papain-Familie zeichnet sich durch drei Disulfidbriicken aus, die zwei

Doménen verkniupfen. Wie am Beispiel von Papain (Abb. 1.4.2-1 links, orange) beschrieben,



10 Einleitung

besteht die raumliche Struktur aus zwei in etwa gleich groRen Domanen, der L- (links) und
R-Domane (rechts). Das aktive Zentrum befindet sich zwischen diesen beiden Domé&nen im
Bindungsspalt (sog. active site cleft) und wird durch einen Cysteinrest, der Teil einer a-Helix
der L-Doméne ist, und durch einen Histidinrest, der Teil einer B-Faltblatt-Struktur der R-
Domaéne ist, ausgebildet. Diese beiden Reste bilden das Thiolat-Imidazolium-Paar, welches

die Proteolyse katalysiert und in der Mitte des active site cleft liegt.2830:31

Eine weitere Unterteilung der Cysteinproteasen der Papain-Familie erfolgt anhand der Pro-
teinsequenzen der katalytischen Domanen. Humane und parasitdre Proteasen werden in
drei Gruppen eingeteilt: Cathepsin-L- (Abb. 1.4.2-1 Mitte), Cathepsin-B- (Abb. 1.4.2-1 rechts)

und Cathepsin-F-like. Fir diese Arbeit sind nur die ersten beiden Gruppen von Interesse.

Abb. 1.4.2-1: Links Uberlagerung von Papain (orange, 1CVZ32), humanem Cathepsin-L (griin, 2YJC?°) und hu-
manem Cathepsin-B (blau, 3AI8%% — Mitte Cathepsin-L — Rechts Cathepsin-B — hervorgehoben sind Cystein und

Histidin des jeweiligen aktiven Zentrums — PDB34-37-Strukturen mit PyMOL38 dargestellt

Der active site cleft Cathepsin-L-ahnlicher Proteasen geht tber die volle Schnittstelle der L-
und R-Domane (inter-domainal interface). Bei Cathepsin-B-&hnlichen Proteasen ist dies nicht
der Fall. Hier sind die Bindungsstellen durch den sog. occluding loop, der Teile der primed
site verdeckt, verkleinert. Dieser occluding loop entsteht durch eine eingeschobene Sequenz
zwischen dem konservierten Pro-Tyr-103- und dem Cys-128-Rest (Cathepsin-B Nummerie-
rung). Weiterhin sind in diesem loop auch zwei benachbarte Histidinreste (His-110 und His-
111) lokalisiert. Durch diese Besonderheit ist Cathepsin-B eine Carboxypeptidase und spal-
tet als Exopeptidase (siehe Kap. 1.3) hauptsachlich Dipeptide vom C-Terminus eines Pro-
teins ab. Abhangig vom pH-Wert (neutral) kann Cathepsin-B aber auch Endoproteaseaktivi-

tat zeigen. Cathepsin-L besitzt dagegen nur Endopeptidaseaktivitat.?8-31:39



Einleitung 11

1.4.3 Substratspezifitat von Cathepsin-L- und -B-ahnlichen Cysteinproteasen

Wie in Kap. 1.2 bereits angedeutet bestimmen die Eigenschaften der Bindungstaschen die
Substratspezifitat. Die Substratspezifitat von Cathepsin-L wird durch die Anwesenheit grof3er
hydrophober Reste in der S;-Tasche dominiert. Folglich spaltet Cathepsin-L Substrate in der
Nahe von groRen aromatischen Resten, die in die Sz- und Ss-Taschen binden. Fur die Sy-
Tasche werden kleine bzw. flexible und unverzweigte Reste bevorzugt. Die Substratspezifitét
von Cathepsin-B hingegen wird durch basische Reste bestimmt, die in die S>-Tasche binden.
Mit geringerer Affinitat wird auch Phe gebunden. Fir die Sy-Tasche werden grof3e hydro-
phobe Reste vorgezogen. 042

1.4.4 Hydrolysemechanismus von Cysteinproteasen der Papainfamilie

Wie in Kap. 1.4.2 beschrieben, besteht das katalytische Zentrum der Cysteinproteasen der
Papain-Familie (CAC1) aus dem hochkonservierten Thiolat-Imidazolium-Paar mit Cys-25
und His-159 (Papain-Nummerierung). Weiterhin ist der Asn-175-Rest essenziell fir die Kata-
lyse, auch wenn er nur indirekt an dieser beteiligt ist. In der katalytischen Triade ist er fur die
Ausrichtung des His-159-Rests durch Wasserstoffbriickenbindungen zustandig. So wird der
Imidazol-Rest des His-159 so orientiert, dass er die Thiolgruppe des Cys-25 polarisiert und
diese schon bei schwach saurem pH-Wert deprotoniert wird. Durch diese fir das Cys-25-
Thiol auRerordentlich hohe Aciditat (pKa = 4) kann das prakatalytische lonenpaar ausgebildet
werden. Der Katalysemechanismus der Cysteinproteasen der Papainfamilie erfolgt durch
den Angriff des so vorgebildeten nucleophilen Thiolats des Cysteins, unterstitzt durch die
Protonendonatoreigenschaften des protonierten Imidazols des Histidins (Abb. 1.4.4-1 1).2%28
Modellrechnungen zum Einfluss protischer Umgebungen zeigen jedoch, dass ein benachbar-
tes Wassermolekiil die wahrscheinlichste Protonenquelle darstellt.** Beim Angriff an ein zu
spaltendes Substrat entsteht zuerst ein tetraedrisches Zwischenprodukt, welches durch
Wasserstoffbriickenbindungen in das sog. oxyanion hole stabilisiert wird (Abb. 1.4.4-1 2). Bei
dem oxyanion hole handelt es sich um eine durch die NH.-Gruppe der Seitenkette des GIn-
19 und die backbone-NH-Funktion des Cys-25 gebildete Tasche in der Protease. Nach Pro-
tonentbertrag wird das C-terminale Bruchstiick des Substrates abgespalten und der Thiol-
Rest acyliert (Abb. 1.4.4-1 3). SchlieRYlich entsteht durch die Hydrolyse mit Wasser ein zwei-
tes tetraedrisches Zwischenprodukt (Abb. 1.4.4-1 4). Als Letztes entsteht eine Carbonsaure
des N-terminalen Bruchstiicks des Substrates und die freie Thiolgruppe des Cys-25 wird
wieder zurlickgebildet (Abb. 1.4.4-1 5). Danach ist wieder ein neuer Katalysezyklus

moglich.?1-28
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Abb. 1.4.4-1: Katalysemechanismus der Hydrolyse von Papain an Anlehnung an Otto et al.?*

1.4.5 Vorkommen und Funktion der Cysteinproteasen der Papainfamilien
CAC1

Im Folgenden soll das Augenmerk auf die humanen und parasitdren Papain-dhnlichen Cys-
teinproteasen gelegt werden. Dabei ist die Familie C1 von besonderem Interesse, da in ihr

viele Proteasen enthalten sind, die als potentielle targets fur Arzneistoffe gelten.

In Saugern sind das viele Proteasen der sog. Cathepsin-Gruppe (Clan CA, Familie C1). Der
Begriff Cathepsine wird benutzt, um die intrazellularen Proteasen zu beschreiben, von denen
sich die meisten in den Lysosomen befinden. Lysosomen werden vom Golgi-Apparat abge-
schndrt und enthalten Verdauungsenzyme und Phosphatasen. lhre Aufgabe liegt darin, kor-
perfremde Proteine und Substanzen zu verdauen. Die meisten dieser Verdauungsenzyme
sind Cysteinproteasen, die bei schwach saurem pH - der lysosomale pH liegt bei etwa 5 —
aktiv sind. Neben ihrer Hauptfunktion im lysosomalen Proteinrecycling sind Cathepsine auch

bei einer Vielzahl von wichtigen physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt:
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z.B. Apoptose, Knochenumbau, Differenzierung der Keratinozyten und Antigenprasentation
(Ubersicht der humanen Cathepsine in Tab. 1.4.5-1). Bei der Apoptose kommen Cathepsin-
B und -L als Cysteinproteasen neben -D (Aspartatprotease) Schlisselrollen zu. Da Apoptose
auch ein entscheidender Prozess in der Immunregulation darstellt, ist es sehr wahrschein-
lich, dass die lysosomalen Cathepsine auch eine bedeutende Rolle bei der Immunantwort
spielen. Denn das Abklingen einer Entziindung ist abhéngig von der Apoptose der entziinde-

ten Zellen und deren Beseitigung durch Fresszellen wie Makrophagen.

Wie in Kap. 1.1 bereits angedeutet kann sich die veranderte Aktivitat von Enzymen negativ
auswirken. So ist falsch regulierte Cathepsinaktivitat mit Ursache von, oder férdert Krankhei-
ten wie, Krebs, Asthma, Arteriosklerose, Alzheimer-Krankheit, Periodontitis, rheumatische
Arthritis, entzlndlicher Darmerkrankung, Osteoarthritis und Lungenfibrose (Tab. 1.4.5-1).

Damit bieten Cathepsine direkte Angriffspunkte zur Krankheitsbehandlung.?%44
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Tab. 1.4.5-1: Humane Cathepsine mit ausgewahlten Funktionen und Krankheiten in Anlehnung
an Conus und Simon“®
Cathepsin Klasse Vorkommen Funktion Krankheiten
Cathepsin-B | Cystein ubiquitar Fruhe Neutrophile, T- und B- Entzindungskrankheiten,
Zellen Apoptose Alzheimer, Krebs
Cathepsin-C | Cystein ubiquitar Aktivierung der Granzyme A und Entziindungserkrankungen
B
Cathepsin-D | Aspartat  ubiquitar Friihe Neutrophile, T- und B- Entziindungserkrankun-
Zellen Apoptose, Auswahl von gen, Krebs, rheumatische
Peptid-MHC-II-Komplexen Arthritis, Alzheimer
Cathepsin-E | Aspartat  Immunzellen Auswahl von Peptid-MHC-II- Neurodermitis, Dermatitis
Komplexen
Cathepsin-F | Cystein ubiquitar TLR-Signalisierung Krebs
Cathepsin-G | Serin Neutrophile IL-8, IL-1beta und TNF-alpha Entziindungserkrankungen
Lysosomen Aktivierung, IL-6 Deaktivierung,
B-Zellen Zerstdrung des Autoantigens MBP
(in B-Zellen)
Cathepsin-H | Cystein ubiquitar ECM Abbau Krebs
Cathepsin-K | Cystein Epithelzellen TLR-Signalisierung, ECM Abbau, rheumatische Arthritis
Knochenumbau
Cathepsin-L | Cystein ubiquitar TLR-Signalisierung, Auswahl von Krebs, rheumatische Arthri-
Peptid-MHC-II-Komplexen, Pro- tis, Arteriosklerose, Thy-
duktion von NKT und CD4 T- muspathologie
Zellen, neuronaler Zelltod, Osteo-
klasten Knochenabbau, ECM
Abbau
Cathepsin-S | Cystein antigen- TLR-Signalisierung, Auswahl von Arthritis, Arteriosklerose,
prasentierende Peptid-MHC-II-Komplexen, Pro- bronchiales Asthma, Chro-
Zellen duktion von NKT und CD4 T- nisch obstruktive Lun-
Zellen, ECM Abbau generkrankung, Schuppen-
flechte, Krebs
Cathepsin-V | Cystein ubiquitar Auswahl von Peptid-MHC-II- Thymuspathologie, Krebs
Komplexen, Produktion von NKT
und CD4 T-Zellen
Cathepsin-W | Cystein NK und CD8+  Auswahl von Peptid-MHC-II- atrophische Gastritis
zytotoxische Komplexen
T-Zellen
Cathepsin-X | Cystein ubiquitar Aktivierung von T-Zellen Krebs

In parasitdren Organismen Ubernehmen Peptidasen sehr viele unterschiedliche biologische

Aktivitaten. In erster Linie ist es fir das Uberleben und die Fortpflanzung essenziell den Wirt

zu infizieren. Hier ermdéglichen Peptidasen die Invasion in Zellen und sie verdauen Wirtspro-

teine zur Ernahrung. Dartiber hinaus sind sie an der Manipulation des Immunsystems betei-
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ligt, um eine Immunantwort zu unterbinden oder zu verandern, und damit das Uberleben und

die Vermehrung des Parasiten zu ermaglichen.’

Von den 32 Familien in Clan CA enthalten mindestens 12 Familien Peptidasen von Proto-
zoen und umfassen mit 84 % die grol3te Gruppe parasitarer Cysteinproteasesequenzen (fur
eine Ubersicht von Cysteinproteaseclans, die aus Parasiten und Protozoen stammen, siehe
Abb. 1.4.5-2). Innerhalb des Clans CA gehdren die parasitéaren Cysteinproteasen zu den am
besten untersuchten. Darunter befinden sich Proteasen, die als vielversprechende targets fur
die Wirkstoffentwicklung angesehen werden, wie z.B. Falcipaine von Plasmodium (Malaria)
und Cruzain von Trypanosoma cruzi (Chagas-Krankheit). Am Beispiel von Cathepsin-L-
ahnlichen Cysteinproteasen von Leishmania mexicana konnte gezeigt werden, dass sie die

Thl-Immunantwort des Wirts hemmen.'’

Clan Gesamt Protozoen

CA 5742 578

o

CO 1160 5

CE 562 30
CF 250 4

Abb. 1.4.5-2: Ubersicht der Cysteinproteasesequenzen der MEROPS-Datenbank mit den Anteilen der Proteasen
aus Protozoen und Parasiten (rote Kreise). Die Grof3e der Kreise ist proportional zur Anzahl der Peptidasen, die
sie reprasentieren. Abb. in Anlehnung an Atkinson et al.%”

45 % der in Clan CA zugeordneten Proteasen aus Parasiten und Protozoen gehoéren der Fami-
lie C1 und dort der Subfamilie C1A an, der auch die oben genannten Cathepsine des lysoso-
malen Systems angehoren. Sie lassen sich weiterhin ebenfalls in Cathepsin-L- und -B-ahnlich
unterteilen. Damit existieren zu den humanen Proteasen, die fur eine Immunabwehr essenziell
sind, auch homologe parasitare Proteasen. Die Herausforderung bei der Entwicklung antipara-
sitarer Wirkstoffe ist es nun, neben sehr potenten auch eben sehr selektive Inhibitoren zu ent-
wickeln, die die Wirtsproteasen nicht, oder nur in einem vertretbaren Rahmen, inhibieren. An-
satzpunkt hierfiir ist das unterschiedliche pH-Optimum. Dieses liegt, wie beschrieben, bei den
intrazellular agierenden Cathepsinen im leicht sauren Milieu. Da die parasitdren Proteasen
neben den intra- auch extrazellulare Funktionen Ubernehmen, liegt ihr pH-Optimum, der extra-

zellularen Matrix angepasst, im neutralen bis leicht basischen Bereich.17:2846.47
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1.5 Leishmaniose als vernachlassigte tropische Infektionskrankheit

1.5.1 Ubersicht parasitar verursachter tropischer Infektionskrankheiten

Die Bezeichnung ,vernachlassigte tropische Krankheiten* bezieht sich auf eine Gruppe von
vor allem chronischen, schwachenden, oftmals auch stigmatisierenden Krankheiten, die in
erster Linie Auswirkungen auf die Armsten der Armen und Menschen in abgelegenen landli-
chen und benachteiligten stadtischen Gegenden haben. Typisch sind verzdgerte kérperliche
und geistige Entwicklung in der Kindheit und verminderte Arbeitsproduktivitat im Alter. Die
erste Liste der sog. neglected tropical diseases (NTDs) der WHO umfasste noch 13 durch
Wiurmer, Bakterien oder Protozoen hervorgerufene Infektionskrankheiten. Mittlerweile laufen
mit viralen, Pilz- und ektoparasitischen Infektionen Uber 40 Krankheiten unter dieser Be-
zeichnung (Tab 1.5.1-1).48:4

Tab. 1.5.1-1: Ubersicht der NTDs mit Erregern und endemischen Gebieten mit Fokus auf Protozoeninfektionen in
Anlehnung an Utzinger et al.*°

NTDs Erreger Endemische Gebiete

Wurminfektionen

Bakterieninfektionen

Protozoeninfektionen

- Chagas-Krankheit Trypanosoma cruzi Lateinamerika
- Afrikanische  Schlaf- | Trypanosoma brucei gambiense und Afrika
krankheit T. brucei rhodesiense
- Leishmaniose Viscerale L.: Indischer Subkontinent, Asien, Afrika,
Leishmania donovani, L. chagasi, mediterranes Becken, Stidamerika
L. infantum

(Muko-)kutane L.:

L. major, L. tropica, L. braziliensis,
L. mexicana und andere L. spp
Pilzinfektionen

Vireninfektionen

Ektoparasitinfektionen
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Im Gegensatz zu den ,grof3en Drei“, das sind die Tropenkrankheit Malaria, die Tuberkulose
und HIV/AIDS, die durch ihre globalen epidemiologischen und ékonomischen Auswirkungen
dauerprasent und damit nicht auf diesen Listen zu finden sind, trifft das fur die vernachlassig-
ten Tropenkrankheiten nicht zu. Die Grunde fur diese Vernachlassigung sind vielfaltig. Zu
den wichtigsten gehéren die enge Verzahnung mit Armut, die geographische Isolation und
unzureichende politische wie finanzielle Ressourcen zu ihrer Kontrolle, um nur ein paar zu
nennen. Die globale Belastung alleine durch die in Tab. 1.5.1-2 hervorgehobenen protozoi-
schen Erkrankungen ist enorm. Die Folgen der Vernachlassigung sind jahrzehntealte Medi-
kamente, die von Beginn an bereits starke Nebenwirkungen zeigten und deren Erfolg nun

durch aufkommende Resistenzen zusétzlich erschwert wird.47—4°

Tab. 1.5.1-2: Globale Belastung durch ausgewahlte Protozoeninfektionen im Vergleich mit den ,grof3en Drei* in
Anlehnung an Utzinger et al.*® — nd = not determined

Krankheit Risikopopulation Infizierte Kranke Tote
(in Mio.) (in Mio.)  (in Tausend) (in Tausend/a)

NTD Protozoeninfektionen

- Leishmaniose 350 12 nd 70
- Chagas-Krankheit 120 8 nd 14
- Afrikanische Schlafkrankheit >60 >0.03 nd <10

Die ,gro3en Drei*
- Malaria 2211 nd 515 889-1272
- HIV/AIDS nd 33 nd 1800-2777

- Tuberkulose nd nd >8,8 1464-1566
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1.5.2 Leishmaniose als neglected tropical disease (NTD)

Risikogebiete

Wie in Tab. 1.5.1-2 gezeigt gibt es nach Schatzung der WHO weltweit ca. 12 Mio. mit
Leishmaniose infizierte Menschen, von denen jahrlich ca. 70 Tausend der Krankheit erlie-
gen. 350 Mio. weitere leben in Risikogebieten. Diese korrelieren mit dem Lebensraum der
Vektoren, die die Parasiten Ubertragen. Das sind die weiblichen Sandmucken der Gattungen
Phlebotomus und Lutzomyia. Somit sind hauptsachlich tropische und subtropische Regionen
in Afrika, Amerika, Sidostasien und Indien betroffen, aber auch der Mittelmeerraum. In Eu-
ropa, das traditionell als Leishmania-frei angesehen wurde, verschob sich zudem die Aus-
breitung der Sandfliegen innerhalb der letzten zwei Jahrzehnte weiter nach Norden. Dies ist
maoglicherweise auf den Klimawandel zuriickzufiihren, auf jeden Fall vergroRerte sich aber

dadurch das Risikogebiet fur Infektionen.4850-51

Arten

Die protozoischen Parasiten der Gattung Leishmania lassen sich in zwei Untergattungen
unterteilen. Die der ,neuen Welt* (= Amerikanischer Kontinent) Viannia (z.B. Leishmania bra-
ziliensis) und die der ,alten Welt* (= Afrika, Asien, Europa) Leishmania (z.B. Leishmania ma-
jor). Weiterhin zeigen die Parasiten zwei Entwicklungsformen, abhangig von den Phasen in
ihrem Lebenszyklus: Amastigoten, als vorwiegend intrazellulare, unbegeil3elte Wirtsform und
die promastigote begeilRelte Form im Darm des Vektors. Eine genaue Ubersicht der

Leishmania Arten mit geographischer Verbreitung ist Tab. 1.5.2-1 zu entnehmen.®0%2
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Tab. 1.5.2-1: Nomenklatur der Leishmania-Arten nach Gattung, Komplex, Art und geographischer Verbreitung in

Anlehnung an Antinori et al.5®

Gattung Komplex Art Geographische Verbreitung
L. (Leishmania) L. donovani . donovani China, indischer Subkontinent, Athiopien, Sudan, Kenia, Iran,
Saudi Arabien, Jemen
. infantum Albanien, Algerien, Frankreich, Griechenland, Italien, Marokko,
Portugal, Spanien, Syrien, Tunesien, Turkei, Jemen
. chagasi Argentinien, Bolivien, Brasilien, Kolumbien, Ecuador, El Salva-
dor, Guatemala, Honduras, Martinique, Mexiko, Nicaragua,
Paraguay, Suriname, Venezuela
. archibaldi Indien, Sudan, Athiopien, Libanon, Israel
L. tropica . tropica Afghanistan, Algerien, Aserbaidschan, Griechenland, Iran, Irak,
Israel, Marokko, Tunesien, Turkei, Jemen
. aethiopica Athiopien, Kenia
. major Afghanistan, Algerien, Tschad, Iran, Irak, Israel, Libyen, Maure-
tanien, Marokko, Syrien, Sudan
L. mexicana . mexicana Belize, Kolumbien, Costa Rica, Dominikanische Republik, Ecu-

L. (Viannia)

L. guyanensis

L. braziliensis

. amazonensis

. garnhami

. guyanensis

. panamensis

. naiffi

. braziliensis

. peruviana

. laisoni

ador, Guatemala, Honduras, Mexiko, Panama, Venezuela

Bolivien, Brasilien, Kolumbien, Costa Rica, Ecuador, Franzo-
sisch-Guyana, Peru, Suriname, Venezuela

Venezuela

Brasilien, Kolumbien, Ecuador, Franzésisch-Guyana, Peru,
Suriname, Venezuela

Belize, Kolumbien, Costa Rica, Ecuador, Honduras, Nicaragua,
Panama, Venezuela

Brasilien, Franzésisch-Guyana, Ecuador, Peru

Argentinien, Belize, Bolivien, Brasilien, Kolumbien, Costa Rica,
Ecuador, Guatemala, Honduras, Nicaragua

Peru

Brasilien, Bolivien, Peru
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Lebenszyklus

Die Infektion erfolgt durch die Ubertragung von Promastigoten aus dem Speichelapparat
beim Stich der Micke in den Menschen. Unter der Haut werden die Promastigoten von Mo-
nozyten, dendritischen Zellen oder Makrophagen als Fremdkdrper erkannt und zur Zersto-
rung durch Phagozytose aufgenommen. Entgegen dem normalen Vorgang bleiben die Para-
siten dabei aber in den phagolysosomalen Vakuolen, ohne intrazellular verdaut zu werden.
Um dies zu erreichen, haben die Leishmanien eine Reihe von ausgefeilten und raffinierten
Mechanismen entwickelt, mit denen sie die Verteidigungsmechanismen der Wirtszelle unter-
graben. Dies umfasst vor allem das Unterbinden der Aktivierung von Stickstoffmonoxid (NO)
als todliches antimikrobielles Mittel und die Manipulation verschiedenster Sighalwege durch
die Spaltung diverser Signalmolekile und Transkriptionsfaktoren, die fir die nattrliche Aus-
bildung einer wirksamen Immunantwort notwendig waren. So wird die nattrliche Immunant-
wort unterdriickt und die nun zu Amastigoten reifenden und sich vermehrenden Promastigo-
ten kénnen sich in den phagolysosomalen Vakuolen, wie in einem trojanischen Pferd, in den
Wirtszellen verstecken. Die Wirtszelle wird also bei der Invasion nicht direkt getttet, sondern
bis zu ihrem Aufbrechen als lebendige Nahrungsquelle erhalten. Die spater frei werdenden
neuen Amastigoten konnen weitere Zellen infizieren und durch einen zweiten Stich aul3er-
dem wieder in eine Mucke gelangen. Im Darm des Vektors erfolgt dann die Umwandlung in

Promastigoten, die hier nicht weiter behandelt werden soll.>*-%¢

Immunantwort

Einen Arzneistoff zu entwickeln erfordert ein tieferes Verstandnis der natirlichen bzw. veran-
derten Immunantwort. Die natirliche Immunantwort wird durch eine komplexe Abfolge von
Immunparametern vermittelt. Diese umfassen als angeborene Immunabwehr Makrophagen,
dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten. Aul3erdem gehdren zum adaptiven Im-
munsystem B- und T-Lymphozyten. Einteilen I&asst sich die Immunantwort in die Th1-Antwort
(Immunabwehr gegen intrazellulare Pathogene wie Viren durch Makrophagen und T-
Lymphozyten) und Th2-Antwort (Immunabwehr gegen extrazellulare Pathogene wie Bakte-
rien durch B-Lymphozyten). Die Thl-Antwort wird durch die Botenstoffe Interferon-y und In-
terleukin-2 (IL-2) und -12 dominiert, die Th2-Antwort durch Interleukin-4 und -5. Im naturli-
chen Zustand wird bei der Aktivierung der einen Immunantwort die andere herunter reguliert.
Im Fall der Invasion von Makrophagen durch Promastigoten kommt es z.B. bei Leishmania
major zu einer Inhibierung der Interleukin-12-Produktion. IL-12 ist aber essenziell fur die kor-
rekte Immunabwehr, da es normalerweise durch Hochregulierung der Stickstoffmonoxid-

Synthase und Interferon-y Produktion die Konzentrationen dieser beiden Botenstoffe am In-
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fektionsort erhoht, und so zur korrekten Immunantwort weitere proinflammatorische Zellen
(Neutrophile, Mastzellen und Makrophagen) angefordert werden. Durch eine abgesenkte
Interleukin-12-Produktion wird die Immunantwort nun in Richtung extrazellularer Th2-Antwort
verschoben, welche aber eben nicht in der Lage ist, die intrazellularen Parasiten zu bekamp-
fen. Ein Aufrechterhalten bzw. Auslosen der korrekten Immunantwort kdnnte folglich vor ei-

ner Erkrankung schiitzen oder zumindest eine Vermehrung der Parasiten verringern.>’-5°

1.5.3 Leishmaniose: Krankheitsbilder und Therapie

Durch die Leishmaniose werden drei Krankheitshilder ausgeldst:

o Cutaneous Leishmaniasis: Nach dem Stich bilden sich fir gewdhnlich knotige Hautver-
anderungen (Orientbeule), die sich langsam vergroRern und eitern. In der Regel heilen
die Lasionen spontan ab und hinterlassen Narbengewebe. Je nach Erreger sind Uber-
gange zur mukokutanen Form mdoglich. Die auslésenden Erreger sind fir die ,neue Welt*:
L. braziliensis, L. mexicana, L. panamensis, und fur die ,alte Welt“: L. major, L. tropicana
und L. aethiopica.®°

e Mucocutaneous Leishmaniasis: Die kutane Form kann sich - bei Erregern der ,neuen
Welt“ - im Laufe der Erkrankung auf Schleimhaute (Nase, Mund & Rachen) ausdehnen.
Dort werden im unbehandelten Verlauf der Krankheit die Schleimhaute und Bindegewe-
be- und Knorpelstrukturen des Nasen-Rachen-Raums zerstért. Die ausldsenden Erreger
sind L. braziliensis und L. guyanensis,536061

e Visceral Leishmaniasis: Auch als Dum-Dum-Fieber bekannt; bei der visceralen Form
werden innere Organe befallen. Die Folgen sind z.B. Fieber, Gewichtsverlust und die ty-
pische dunkle Pigmentierung der Haut (indisch: Kala Azar). Unbehandelt sterben ca.
90 % der Patienten (abhangig vom Immunsystem) innerhalb von zwei Jahren. Meist sind
innere Blutungen oder Sekundérinfektionen der Grund. Die auslésenden Erreger sind L.

donovani, L. infantum und L. chagasi.#853:60

Die aktuelle Therapie wird Uberschattet von Toxizitdts- und Teratogenitatsproblemen der
verfugbaren Arzneimittel, niedriges Anspringen bei Koinfektionen und aufkommenden Resis-
tenzen. Funfwertige Antimonverbindungen (Pentostam®, Glucantime®) werden seit mehr als
funf Jahrzehnten verwendet und sind immer noch erste Wahl, solange keine Resistenzen
vorliegen. Neben den aufkommenden Resistenzen sind aber vor allem die Kardiotoxizitat
sowie die mdglichen Nebenwirkungen Anaphylaxie, Andmie, Leukopenie, Thrombozytope-

nie, Hautausschlag, Kopfschmerzen, Bauchschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, Gelenkschmer-
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zen und Muskelschmerzen ein grofR3es Problem. Auch die Alternativen Pentamidin (Pentaca-
rinat®) und Amphotericin (bzw. die Formulierungen AmBisome®, Abelcet® und Amphocil®)
zeigen akute Nebenwirkungen wie hohes Fieber, Schittelfrost, Hypotonie, Appetitlosigkeit,
Atembeschwerden, Kurzatmigkeit und fihren in Ausnahmeféllen zu einem anaphylaktischen
oder kardiogenen Schock. Auch das seit 2002 verfigbare Miltefosin (Impavido®), von dem
mit bis zu 94 % die hoéchsten Heilungsraten dokumentiert sind, muss als teratogen angese-
hen werden und zeigt als Nebenwirkungen Erbrechen, Durchfall und Kinetosen. Aul3erdem
gibt es jetzt bereits Bedenken wegen moglicher Resistenzen, da in vitro leicht resistente
Stdmme kultiviert werden konnen. Das Bild runden Posaconazol (Triazol-Antimykotikum ge-
gen die Chagas-Krankheit) und Tafenoquine (Malaria) ab, die urspriinglich gegen andere
Krankheiten entwickelt wurden, aber teils hochaktiv gegen Leishmania in vitro sind. Darlber
hinaus ist der genaue Wirkungsmechanismus einiger dieser Medikamente nicht klar. Bei der
Suche nach neuen potentiellen drug targets liegt der Fokus aktuell bei fir den Parasiten es-
senziellen Stoffwechselwegen.t2-%4

1.5.4 Cath-L- und -B-ahnliche Cysteinproteasen der Leishmanien

Parasitare Cysteinproteasen der Familie CAC1

Wie fir die Leishmaniose beschrieben, stiitzt sich die Behandlung von vernachlassigten
Krankheiten, die durch parasitare Protozoen ausgeltst werden, hauptsachlich auf Jahrzehn-
te alte Medikamente. Schwere toxische Nebeneffekte und das Entstehen neuer resistenter
Parasitenstamme zeigt die Notwendigkeit flir neue, sichere und wirksame Medikamente. Ein
immer besseres Verstandnis der Krankheitsprozesse und die Veroffentlichungen von Kristall-
Strukturen parasitarer Proteine beschleunigen die Forschung in diese Richtung. Papain-
ahnliche Cysteinproteasen wurden z.B. in Trypanosoma cruzi (Cruzain), Plasmodium falcipa-
rum (Falcipaine), Trypanosoma brucei rhodesiense (Rhodesain und ThCatB) und in ver-
schiedenen Leishmania-Arten identifiziert. Die Hemmung dieser Peptidasen hat vielverspre-
chende Ergebnisse sowohl in vitro, in Gewebekulturmodellen als auch in vivo geliefert. Ab-
bildung 1.5.4-1 zeigt den hohen Homologiegrad durch Uberlagerungen von Cathepsin-L- und
-B-ahnlichen Cysteinproteasen der Familie CAC1.% Dabei wird auch die sehr starke Ahnlich-

keit parasitarer zu humanen Cysteinproteasen offensichtlich.
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Abb. 1.5.4-1: Uberlagerung von: Links humanes Cathepsin-L (griin, 2YJC?), Cruzain (lila, LME4%%), Falcipain-2
(gelb, 3BPF7), Rhodesain (orange, 2P7U%) — Mitte humanes Cathepsin-L (griin) und Cruzain (lila) — Rechts
humanes Cathepsin-B (blau, 3AI833, und TbCatB (tiirkis, 3HHI®®) — hervorgehoben sind Cystein und Histidin des
jeweiligen aktiven Zentrums — PDB3437-Strukturen mit PyMOL38 dargestellt

Cathepsin-L- und -B-éhnliche Cysteinproteasen der Leishmanien

Bei der Entschlisselung des Genoms von L. major wurden 154 Peptidasen gefunden, darun-
ter Aspartat-, Cystein-, Serin-, Threonin- und Metalloproteasen. Von den 154 Peptidasen
sind 65 Cysteinproteasen, die in vier Clans und 13 Familien eingeteilt werden kdnnen. In
Clan CA befinden sich Cysteinproteasen von acht Familien, und zur Familie C1 gehoren die
lysosomalen Proteasegruppen CPA, CPB und CPC, welche intensiv untersucht wurden.
CPA und CPB sind Cathepsin-L-, CPC Cathepsin-B-ahnlich. Uber die genauen Funktionen
der Cysteinproteasen ist in den meisten Leishmania Gattungen wenig bekannt. Klar ist aber,
dass Cysteinproteasen wesentliche Virulenzfaktoren sind, die das Immunsystem des Wirts
zum Vorteil des Parasiten manipulieren kénnen. Das macht sie zu potentiellen Therapie-
targets. Hervorzuheben ist CPB. So sind mutante Amastigoten von L. mexicana ohne die
Gene der Protease-Gruppe CPB nicht mehr in der Lage, das Wachstum von L&sionen bei
BALB/c-Mausen auszulésen. AuBerdem konnte eine signifikante Verschiebung von der zu-
vor Uberwiegenden Th2-Antwort zur Th1-Antwort beobachtet werden. Dies passt zum einen
zur Beobachtung, dass Cysteinproteasen von Leishmania die Expression von Interleukin-4
und -1 stimulieren, was die Immunreaktion in Richtung der Th2-Antwort verschiebt. Zum an-
deren ist es im Einklang mit den Effekten, die bei Verwendung des Cathepsin-L-spezifischen
Inhibitors K11777 auftreten: Der Inhibitor hemmt das Wachstum von L. tropicana und L. ma-

jor. Beides zeigt, dass diese Peptidasen essenziell fur die Parasiten sind.%*70-"3

Wie in Kap. 1.1 bereits erwéhnt ist die genaue Kenntnis der dreidimensionalen Struktur einer
Protease vorteilhaft fir das Design von Inhibitoren im Allgemeinen und fir das virtuelle
Screening im Speziellen. Von den Leishmania-Protease-Gruppen CPA, CPB und CPC konn-
ten noch keine Strukturen aufgeklart werden. Fir z.B. die CPB2.8 von L. mexicana ist aber
eine Sequenzibereinstimmung von 60 % fir das natlrliche Protein bzw. 74 % Sequenzahn-
lichkeit fur CPB2.8ACTE (CPB2.8 ohne C-terminale Verlangerung) mit Cruzain (1ME4°°)



24 Einleitung

bekannt, was durchaus ausreichend fir das Erstellen eines geeigneten Homologiemodells

iSt 65,74

Trotz hoher Homologie und stark konservierten katalytischen aktiven Bereichen gibt es zwi-
schen den rekombinanten Formen der Cysteinproteasen von Trypanosoma cruzi (Cruzain)
und Leishmania mexicana (CPB2.8) Unterschiede in der Substratspezifitat, die aus den ge-
ringen Unterschieden der Bindungstaschen resultieren (Tab 1.5.4-2). So werden fur Cruzain
an P; und P2 hydrophobe Reste, in P2 auch basische Reste akzeptiert (aber nicht favorisiert),
wobei die flache S,-Tasche die Substratspezifitdt bestimmt. Fir CPB2.8ACTE sind strenge
Praferenzen fur die Si bis Sz subsites bekannt, mit basischen Resten an P, hydrophoben
Resten an P, und Lysin an Ps. Hierbei bestimmen kleine, nicht geladene, hydrophobe Reste
in S, die Substratspezifitdt. Im Unterschied zu Cruzain benétigt CPB2.8 weiterhin flr die pro-
duktive Hydrolyse sehr selektive Wechselwirkungen, die von der Passgenauigkeit der P;-

Seitenkette in die S;-Tasche abhangen.”>"’

Tab. 1.5.4-2: Aminoséurereste der katalytischen Triade, der S- und S'-subsites fur Papain, Cruzain, L. mexicana
CPB und L. major CPB soweit auch im Parasiten identifiziert, nach Juliano et al.”® — Unterschiede zwischen
Cruzain und L. mexicana CPB sind fett hervorgehoben — Die Aminoséuren sind im Einbuchstabencode angege-
ben: A (Alanin), C (Cystein), E (Glutaminsaure), F (Phenylalanin), G (Glycin), H (Histidin), L (Leucin), M (Methio-
nin), N (Asparagin), P (Prolin), Q (Glutamin), S (Serin), V (Valin), W (Tryptan), Y (Tyrosin)

Protease Sz subsite S1 subsite Katalytische Triade S1¢ subsite
Papain W69, S205, F207 Y67, P68, V133, A160 C25, H159, N175 Q19, W177
Cruzain N69, E208, S210 L67, M68, A138, G163 C25, H162, N182 Q19, W177
L. mexicana CPB L69, Y209, V211 L67, M68, A139, G164 C25, H163, N183 Q19, W185
L. major CPB L69, Y209, V211 L67, M68, A139, G164 C25, H163, N183 Q19, w185
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1.6 Inhibitoren von Cysteinproteasen

1.6.1 Designfragen bei der Inhibitorentwicklung

Wie in Kap. 1.1 erlautert, gibt es bei der Suche nach Proteaseinhibitoren zwei Herange-
hensweisen: entweder die Identifizierung neuer lead compounds durch das Screening realer
oder virtueller Substanzbibliotheken und anschlieRende Optimierung, oder das ligandbasier-
te bzw. bei Kenntnis der Struktur des targets, strukturbasierte drug design, welches meist
zuerst auf der Sequenz des natirlichen Substrats aufbaut. Weiterhin lassen sich zwei Stra-
tegien unterscheiden, und zwar die Entwicklung von: kompetitiven (adressieren das aktive
Zentrum) oder allosteren Inhibitoren (adressieren eine allostere Stelle). AufRerdem lassen
sich reversible und irreversible Inhibitoren unterscheiden, die je nach therapeutischem Kon-
text favorisiert werden (siehe Kap 1.1).

Die meisten irreversiblen Cysteinproteaseinhibitoren gegen Tropenkrankheiten aus dem
klassischen, auf der Struktur des naturlichen Substrats aufbauenden drug designs sind folg-
lich peptidische und peptidomimetische Inhibitoren. Eine kurze Peptiderkennungssequenz
sorgt fur eine gute Affinitdt und ein warhead (die reaktive Gruppe) wird bei der Reaktion mit
dem Cysteinrest des aktiven Zentrums irreversibel in die active site cleft gebunden
(Hemmmechanismus am Beispiel eines Epoxids siehe Abb. 1.6.1-1). Moglich sind irreversib-
le Alkylierungen und Acylierungen durch z.B. Halomethylketone, Vinylsulfone, Epoxide (sie-
he Kap. 1.6.2), a,B-ungesattigte Ketone und Aziridine (siehe Kap. 1.6.3).217°
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Abb. 1.6.1-1: Hemmung von Cysteinproteasen durch irreversible Ring6ffnung am Beispiel eines Epoxids

Im Folgenden soll der Fokus auf Inhibitoren mit Epoxiden (Oxirane) und Aziridinen als irre-

versible warheads fir Cysteinproteasen der Papainfamilie gelegt werden.
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1.6.2 Oxiran-2,3-dicarbonsauren als irreversible Cysteinproteaseinhibitoren

Die Gruppe peptidomimetischer Inhibitoren mit Epoxiden (Oxirane) als irreversible warheads
lasst sich in vier weitere Untergruppen einteilen (Abb. 1.6.2-1). Die Epoxysuccinylpeptide
(Abb. 1.6.2-1 Typ 1) sind unter physiologischen Bedingungen stabil gegen einfache Thiole
und hemmen im Gegensatz zu anderen Inhibitoren nur Cysteinproteasen. Das macht diese
Klasse von Inhibitoren fiir die Arzneimittelforschung sehr interessant.” Im Folgenden sollen
deshalb ausgewéhlte Vertreter des Typs |l behandelt werden.
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Abb. 1.6.2-1: Peptidomimetische Epoxidinhibitoren der Typen I-IV nach Schirmeister et al.&

Der erste Vertreter der Klasse der Epoxysuccinylpeptide wurde 1987 als Naturstoff E-64 aus
Aspergillus japonicus extrahiert. E-64 war der erste Cysteinproteaseinhibitor mit einem trans-
konfigurierten Epoxidring als Schliusselfunktion. Rontgenstrukturen von E-64 und E-64c in
Cathepsinen zeigten einen hochkonservierten Bindungsmodus.8! E-64 und E-64c zeigen
eine anti-Substrat-ahnliche Ausrichtung in die S-subsite von Papain und Cathepsin-B.%2 Auf-
grund der GrolRe und Struktur der (2S,3S)-Oxiran-2,3-dicarbonséure, die mehr als den natir-
lichen Raum einer Peptidbindung einnimmt, wird die Leucin-Seitenkette (eigentlich ein Pi-
Rest) in die hydrophobe S,-Tasche gebunden. Dies fuhrt dazu, dass bei der Verwendung
des Oxiran-Bausteins als warhead nicht gleichzeitig auch die non-primed S;-Bindungstasche
adressiert werden kann.8! Die nicht adressierte S;-Bindungstasche, und die Tatsache, dass
die Leucin-Seitenkette nicht ausreicht, um die Unterschiede der S;-Bindungstaschen inner-
halb der Papainfamilie beztglich der Selektivitat auszunutzen, sind Grinde, warum E-64 und
seine Analoga Breitbandinhibitoren von Cysteinproteasen der Familie C1 innerhalb von Clan
CA sind.8%8 Das (2S,3S)-Oxiran-2,3-dicarbonsaure-Gerust bietet allerdings die Moglichkeit
Peptide an beiden Seiten anzuknipfen. Aufgrund dieser Eigenschaft der (2S,3S)-Oxiran-2,3-
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dicarbonsaure kann so je nach verknupftem(n) Peptidabschnitt(en) entweder ein Breitband-

oder ein selektiver Inhibitor entwickelt werden (Abb. 1.6.2-2).8!

non-substrate-like binding substrate-like binding
- _—
P
?Ogrn S
\"/\N ", N /kﬂ/%
P; O H W = H
[6) Py (0]
non-primed site primed site

Abb. 1.6.2-2: (2S,3S)-Oxiran-2,3-dicarbonséure als ,Plattform*“, um die S- und S‘-Bindungstaschen des aktiven
Zentrums zu adressieren. Die (2S,3S)-Oxiran-2,3-dicarbonséure ist durch einen Kasten hervorgehoben und die

Nummerierung der Aminosaurereste entspricht der Schechter-und-Berger-Nomenklatur — Abb. in Anlehnung an

Schaschke et al.8!

So konnten ausgehend von E-64 weitere Inhibitoren, darunter auch Cathepsin-L- und -B-
selektive, dargestellt werden. Von E-64 (fur die Struktur sieche Tab. 1.6.2-3) konnte durch
Austausch des Agmatin-Rests und durch Einfiihren der Ethylestergruppe Loxistatin (E-64d)
als zellgangiger Arzneistoff gegen muskulare Dystrophie gefunden werden, der erst in der
fortgeschrittenen klinischen Entwicklungsphase scheiterte. Wichtig hierbei ist, dass Ester
(z.B. E-64d, Tab. 1.6.2-3) in vitro nur 1 % - 1 %o der Aktivitat der freien Sauren aufweisen
(z.B. E-64c, Tab. 1.6.2-3), als prodrugs aber leicht aufgenommen und im Kérper in ihre akti-

ve Form, die Carbonsaure, hydrolysiert werden. 8283

Selektivitat fur Cathepsin-B in vitro I&sst sich durch ein C-terminales Carboxylat in der primed
site erreichen. Hier werden Unterschiede zwischen Cathepsin-L-&hnlichen und -B-&hnlichen
Proteasen, die auf den occluding loop zuriickzufihren sind, ausgenutzt. CA030 und CA074
z.B. binden in die S'-subsite von Cathepsin-B und die C-terminalen Carboxylate interagieren
jeweils mit den beiden protonierten His-Resten des occluding loop (CAO-Derivate, Tab.
1.6.2-3).8082:84

Cathepsin-L selektive Inhibitoren hingegen sollten Substituenten tragen, die zu grof3 sind fir
die, teilweise durch den occluding loop verdeckten, S¢- und S2-Bindungstaschen der primed
site von Cathepsin-B. Fir die S,- Bindungstasche der non-primed site lasst sich zudem der
Umstand ausnutzen, dass Cathepsin-L als einziges Cathepsin auch einen sperrigen Phenyl-

ring von z.B. Phenylalanin aufnehmen kann (CLIK-Serie, Tab. 1.6.2-3).8°

Weiterhin wichtig ist, dass Saurederivate der Epoxybernsteinsaure, die in die non-primed
Bindungstaschen binden sollen, am Oxiran (2S,3S)- (z.B. E-64), solche, die in die primed

Bindungstaschen binden sollen, (2R,3R)-konfiguriert sein sollten. In jedem Fall ist eine trans-
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Konfiguration essenziell, wenn eine Cysteinprotease inhibiert werden soll, denn eine cis-

Konfiguration am Inhibitor fihrt zum totalen Verlust der Aktivitat.®

Tab. 1.6.2-3: Ausgewahlte E64- und CAO-Derivate sowie Vertreter der CLIK-Serie als Beispiele fiir selektive

Inhibitoren innerhalb der Papainfamilie — Der Pfeil zeigt das jeweils vom Cysteinrest angegriffene C-Atom

{ o | o | oP Q 0 l

. oA
WK\H Wo‘m ©

o I o
o 5 ) H o
o)
E-64-Derivate CAO-Derivate CLIK-Derivate
Derivate E-64 R; =H, Rz = Agm CA030 Ri=Et,R;=H CLIK-148 R =NH-(CH;)-2-Py
E-64c Ri=H, R, = NH-iAm CA074 R1=NH-iBu, R, = H R = Phe-N(Me).

E-64d R; = Et, R, = NH-iAm CAO074Me R; = NH-iBu, R, = Me CLIK-195

Selektivitdt | Papain-Familie Cathepsin-B-ahnlich Cathepsin-L-ahnlich

Literatur 80,85 80,85,86 80,85

Am Beispiel von Studien des Paares CA074/CA074-Me (Saure/Ester) in vitro, in Zelllysaten
und in Zellen, lasst sich ein Hauptproblem hinsichtlich der Spezifitait von Cathepsin-B-
selektiven Inhibitoren aufzeigen. CA074 ist zwar aktiv und Cathepsin-B-selektiv in vitro, aber
nicht zellgangig. Als C-terminal veresterter Inhibitor CA074-Me wird dieser zwar zellgangig,
eine Interaktion mit dem occluding loop ist allerdings nicht mehr méglich, sodass die verbes-
serte Zellgéngigkeit mit einem erheblichen Verlust der Cathepsin-B-Selektivitat in vivo ein-
hergeht.8°

Halt man sich die Tatsache des Beispiels von E-64¢/E-64d (Saure/Ester) zusammen mit den
gezeigten Vertretern der CLIK-Serie (Selektivitat durch Adressierung beider subsites) vor
Augen, wird klar, dass das eingangs angepriesene Oxiran-Gerust zwar viele Moglichkeiten
bietet, aber dann an seine Grenzen st6l3t, wenn neben der Selektivitat auch noch die Affinitat
erhoht werden soll. Bei zwei Carboxy-Funktionen kénnen eben nicht S- und S'-subsite zur
Selektivitdtserhbhung adressiert und gleichzeitig eine freie Carboxy-Funktion am Oxiran er-

halten werden, die die Aktivitdt um mehrere Potenzen erhoht.

Eine Klasse von Inhibitoren, die diese Limitierung Uberwinden kdnnte, sind die im folgenden

Kapitel beschriebenen Inhibitoren, die anstatt des Oxiran- einen Aziridin-Baustein besitzen.
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1.6.3 Aziridin-2,3-dicarbonsauren als irreversible Cysteinproteaseinhibitoren

Eine neue Klasse von Inhibitoren, die das Problem der in Kap. 1.6.2 beschriebenen man-
gelnden Selektivitdt bei gleichzeitiger guter Affinitat Uberwinden kdnnte, sind Peptide mit
elektrophilem Aziridin-2,3-dicarbonséure-Baustein. Hier kénnen Aminosauren und Peptide
an den Carboxy-Funktionen und zusatzlich an das Stickstoffatom gekoppelt werden, was
eine Vielzahl von Derivatisierungen moglich macht. Wie die Epoxide sind auch Aziridine an-
fallig fur eine nucleophile Ring6ffnung und kdnnen so den Cysteinrest des aktiven Zentrums
von Cysteinproteasen in gleicher Weise alkylieren. Im Vergleich zu Epoxiden lassen sich
aber am Aziridinstickstoff eben Substituenten anbringen, die neben dem Substitutionsmuster
auch die Elektrophilie des Dreirings verandern.8®

Zu den ersten Epoxidanaloga mit dem Azridin-Ring z&hlen Aziridin-2,3-
dicarbonsaureanaloga von E-64 und CAQ074. Sie gehdren zu den Typ Il Aziridinylpeptiden
(Abb. 1.6.3-1), sind aber im Vergleich schwéachere Inhibitoren als die entsprechenden Epo-
xysuccinylpeptide.8?®” Die Gruppe der Aziridinylpeptide lasst sich in drei Untergruppen eintei-
len. Inhibitoren des Typs |, bei denen der Aziridinstickstoff mit einer Aminosaureseitenkette
N-acyliert ist, Typ Il und Il mit der Aminosaureseitenkette an einer der Carboxylatfunktionen,
wobei Typ Il zusétzlich eine Schutzgruppe oder eine Peptidgruppe am Aziridinstickstoff tragt
(Abb. 1.6.3-1).%¢ Im Folgenden soll der Fokus auf Erkenntnisse der Eigenschaften von Typ |
und Il gelegt werden.

%, ‘ 56
N N N
R,0,C CO5R; R;0,C COsR, R,0,C CO5R,
Typl Typ Il Typ lll

Abb. 1.6.3-1: Schematische Reprasentation von Aziridylpeptiden des Typs I-lll nach Schirmeister®® — R1 =
H/nicht-AS-Seitenkette; R2 = AS-Seitenkette; SG = Schutzgruppe

Die experimentellen Befunde zu Epoxiden und Aziridinen als Inhibitoren von Cysteinpro-

teasen konnen wie folgt zusammengefasst werden:®

i) Bei pH-Werten um 7 sind Aziridine weniger wirksam, aber bei pH Werten um 4
sind N-unsubstituierte und N-alkylierte Aziridine genauso potent wie die Epoxide®®
i) Fur Verbindungen mit dem Bindungsmodus von E-64 (non-primed site) erhoht ei-
ne freie Sdure am Dreiring bei Epoxiden wie auch bei Aziridinen die Hemmwir-
kung im direkten Vergleich mit den entsprechenden Estern.®8 Grund hierfir ist die

starke ionische Wechselwirkung zwischen der Carboxy-Funktion und dem positiv
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geladenen Imidazoliumring des Histidin-Rests im katalytischen Zentrum. Diese
Wechselwirkung erhoht die Affinitat der Verbindungen an das Enzym, was sich in
niedrigeren Dissoziationskonstanten (Ki, Enzymkinetik siehe Kap. 4.1.1) zeigt.

iii) Die Regioselektivitat der nucleophilen Ring6ffnung durch den Cys-Rest der Pro-
tease ist bei Epoxiden: Angriff am a-Kohlenstoff = C2 bei Verbindungen mit Sau-
ren an C2; Angriff an C2 oder C3 (abh. vom gesamten Bindungsmodus) bei Ver-
bindungen mit Ester an C2.288 Fir Aziridin-Ester des Typs Il werden fast gleiche
Bindungsposten in der Protease angenommen,®® was in der gleichen Regioselek-
tivitait minden sollte.

iv) Fur E-64-Analoga ist die Reihenfolge beziglich der Aktivitdat abhangig vom C2-
Substituenten: CO;H > CONH, > COCHz > COzEt = CO,Me > CH,OH = H. Der
Austausch von CO;H gegen CONHOH (Hydroxamsaure) bzw. CONH; (Amid)
bzw. COCHs; (Keton) beeinflusst dabei hauptséchlich die Geschwindigkeit der Bil-
dung des reversiblen Enzym-Inhibitor-Komplexes, nicht aber die der irreversiblen
Alkylierung des Enzyms.88

V) N-acylierte oder N-halogenierte Aziridinderivate sind generell potenter als die ent-
sprechenden N-unsubstituierten bzw. N-alkylierten Analoga. Dieser Trend konnte
auch durch theoretische Studien mit elektronenziehenden Gruppen am Stickstoff-

atom untermauert werden.*

Nach den ersten Typ-ll-Aziridinen wurden in den folgenden Jahren eine ganze Reihe von
Inhibitoren mit Aziridin-2,3-dicarbonséure-Baustein des Typs | synthetisiert. Die ersten waren
Inhibitoren von Papain, Cathepsin-L und Cathepsin-B.828691.92 Dyrch weitere Arbeiten konn-
ten Verbindungen mit antiplasmodialer Aktivitdit (z.B. DbADA, ein biotinylierter
Dibenzylester)®94, antitrypanosomaler Aktivitat (13c, RV112D, Boc-(S)-Leu-(S)-Pro-(R,R)-
Azi-(OBn),)%, weitere Inhibitoren von Cathepsin-L (18a, RV116C, Boc-(S)-Leu-(S)-Azy-
(S,S)-Azi-(OBn),;, Abb. 1.6.3-2 links)% sowie Verbindungen mit antileishmanialer Aktivitat
(13b bzw. 13e, RV122C bzw. RV212C, Boc-(S)-Leu-(R)-Pro-(S,S)-Azi(OBn),, Abb. 1.6.3-2
rechts, bzw. Boc-(R)-Leu-(S)-Pro-(S,S)-Azi(OBn),, beide siehe auch Kap. 1.6.4)°" gefunden
werden. Dabei kristallisierten sich Verbindungen mit Aziridin-2,3-dicarbonsaurebenzylester
und Leucin-Prolin als Dipeptid am Aziridin-Stickstoff als vielversprechende Basis fir die Ent-

wicklung anti-parasitarer Leitstrukturen heraus.®

Der genaue Bindungsmodus dieser Inhibitoren ist aufgrund fehlender Rontgenstrukturen bis
heute unbekannt. Dockingstudien fur RV116C sagen allerdings einen Substrat-dhnlichen
Bindungsmodus in Cathepsin-L voraus. Hier wird ein Benzylester in die Si-Tasche, der an-

dere in die S; Tasche dirigiert wird. Das Dipeptid mit Boc-Schutzgruppe ragt in die Sz-
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Tasche hinein.®® Fur RV122C in Cathepsin-L hingegen liefert ein anti-Substrat-ahnlicher Bin-
dungsmodus die beste scoring function (siehe auch Kap. 3.2.1.1). Hier adressiert der Leucin-
Rest die Si-Tasche und ein Benzylester die S¢-Tasche. Der zweite Benzylester und die Boc-
Schutzgruppe sind mit diesem Bindungsmodus nicht essenziell fir die Bindung an das En-
zym. Letzteres konnte erst kirzlich experimentell durch den Inhibitor CS15 (Boc-Gly-(S)-Leu-
(R)-Pro-(R,R)-Azi(OBnN),) bestétigt werden, der statt der Boc-Schutzgruppe Boc-Gly am N-

Terminus tragt.®

Unveroffentlichte Arbeiten einer (leider wenig aufgeldsten) Rontgenkristallstrukturanalyse
eines Komplexes von Rhodesain mit dem Inhibitor RV134C (Boc-(S)-Leu-(R+S)-Nip-(S,S)-
Azi(OBn);) deuten jedoch auf einen anti-Substrat-ahnlichen Bindungsmodus (entgegenge-
setzter Verlauf der peptischen bzw. peptid-ahnlichen Grundstruktur des Inhibitors und der

Substratbindespalte des Enzyms) hin.

Sy
(@) 2
2 o]
7] # S1 . /]
k3 HN °
£ (S E
& N O Sy RV122C 8
solvent o o o
(R o exposed | T
(s)
— O W O N —
2 s 3
® R S
32 (0] (@] (0] 2z
E RV116C o N 3
T S S, >
S St 1)\;‘ Si 2
o o

solvent
exposed

A~

Abb. 1.6.3-2: Schematische Darstellung der berechneten Bindungsmodi von RV116C® (links, Substrat-ahnlicher
Bindungsmodus) und RV122C{unverdffentichte Ergebnisse) (rechts, anti-Substrat-ahnlicher Bindungsmodus) in Cathep-

sin-L (IMHW®?)

Eine weitere wichtige Erkenntnis aus Testungen dieser Substanzbibliotheken fur diese Arbeit
ist, dass im Gegensatz zu friiheren Ergebnissen der Austausch beider Estergruppen durch
Sauren nicht zu einer Verbesserung der Hemmung fuhrte. Au3erdem sind die Dibenzylester-

Derivate denen mit Diethylester tiberlegen.®
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1.6.4 Inhibitoren von Leishmania Cysteinproteasen

Mit einigen Cysteinproteaseinhibitoren des Clans CA wurde bisher gezeigt, dass sie das
Wachstum mehrerer Arten von Leishmania, einschlief3lich L. donovani, L. chagasi, L. tropica

und L. major hemmen. Hierflir werden eine Reihe von Mechanismen diskutiert.1%

Leitstrukturen dieser Arbeit sind RV122C und CS09 (Strukturen siehe Kap. 2, Abb. 2.-1).
RV122C entstammt einer Substanzbibliothek, die als Inhibitoren von Cathepsin-L und Cathep-
sin-L-a&hnlichen Cysteinproteasen entwickelt wurde. RV122C und CS09 zeigen antileishmania-
le Aktivitat. Flr ECso-Werte der Aktivitat der Testungen an Promastigoten (L. m. (P)) und A-
mastigoten (L. m. (A)) von L. major sowie T. brucei brucei (T. b. b.) und P. falciparum (P. falc.)

und Makrophagen (Zytotoxizitatsbestimmung an Zelllinie J774.1) siehe Tab. 1.6.4-1.

Tab. 1.6.4-1: Antiparasitére Aktivitat von RV122C und CS09 und Zytotoxizitatsbestimmung — ni = no inhibition

Verb. \ ECso [uM] L.m. (P) L. m. (A) T.b.b.48h P. falc. J774.1
RV122C1ot 39.6% 2.7102 31.4% 16.2/17.5103 > 10097
CS09°% 37.4 2.3 295 ni 68.2

CS09 entstammt einer weiteren Substanzbibliothek, die auf RV122C und RV212C aufbaute
und u.A. zum Ziel hatte, Konstitutionsisomere (Austausch von Leu und Pro) sowie Stereo-

isomere (Variation von (S,S) zu (R,R)) am Aziridin zu untersuchen.0?

RV122C und CS09 teilen die identische Peptidsequenz und unterscheiden sich alleine durch
die Stereoinformationen am trans-konfigurierten Aziridinring. RvV122C ist (S,S), CS09 (R,R)
konfiguriert. CS09 ist aber im Gegensatz zu RV122C selektiv fir parasitare, Cathepsin-L-
ahnliche Cysteinproteasen.®? Fir Dissoziationskonstanten (Ki) von RV122C und CS09 ge-

genluber ausgewahlten Cysteinproteasen siehe Tab. 1.6.4-2.

Tab. 1.6.4-2: Ki-Werte von RV122C und CS09 an Cathepsin-L (Cath-L), Cathepsin-B (Cath-B), Falcipain-2 (Fal-
2), Falcipain-3 (Fal-3), Rhodesain (Rho), Cruzain (Cruz) und LmCPB2.8 — ni = no inhibition, Ki > 100 pM — nd =
not determined

Verb. \ Ki [uM] Cath-L Cath-B Fal-2 Fal-3 Rho Cruz LmCPB2.8

RV122C 6.0% ni®® 209103 149103 1.2% 0.91102 i 72

CS09 ni ni ni nd 1.7102 ni 3.8102
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Von Verbindung RV122C ist, aul3er dass sie das Wachstum von Promastigoten von L. major
mit einem ECso-Wert von ~40 uM beeintrachtigt, weiterhin bekannt, dass sie die Infektionsra-
te von Makrophagen durch Promastigoten mit einem ECso-Wert von 3 uM verringert. Bei
gleichzeitiger Behandlung mit Interferon-y konnte diese Konzentration sogar noch weiter ge-
senkt werden. Auch wenn Verbindung RV122C im Vergleich zu Amphotericin B (siehe auch
Kap 1.5.3) weniger wirksam gegen extra- und intrazellulare Parasiten ist, wird — im Gegen-
satz zu Amphotericin B — bei Konzentrationen nahe des ECso die Ausschittung der fur die
Immunantwort wichtigen Cytokine wie Interleukin-12 beeinflusst und auf3erdem die Stick-
stoffmonoxid-Produktion der infizierten Makrophagen angeregt. Die Tests an infizierten Mak-
rophagen zeigten so neben dem leishmaniziden Effekt am Enzym, dass Verbindung RV122C
die Ausbildung der zur Parasitenabwehr nétigen Thl-Immunantwort begiinstigt. Und dies,
ohne bei den verwendeten Konzentrationen toxisch fir die Makrophagenzelllinie J774.1
(Mensch), die NIH 3T3 Fibroblasten (Maus), dendritische Knochenmarkzellen (Maus) oder
Bauchfellmakrophagen (Maus) zu sein.®’
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2. Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war die Weiterentwicklung der Aziridin-2,3-dicarbonsaure-basierten
Cysteinproteaseinhibitoren RV122C bzw. CS09 durch Design (einschlielich Docking-
Rechnungen), Synthese und Testung. Ausgehend von den postulierten Bindungsmodi von
RV116C und RV122C mit Benzylestern in Sy und/oder S;: (siehe Kap. 1.6.3) sollten die hyd-
rophoben Gruppen an den Carbonséauren variiert werden, um die Selektivitdt und Affinitat
weiter zu verbessern. AulRerdem sollten ausgehend vom postulierten Bindungsmodus von
RV122C, nach dem weder die Boc-Schutzgruppe noch ein Benzylester essenziell fir die
Bindung ware, hydrophile Gruppen am N- bzw. C-Terminus eingefuhrt werden. Hauptau-
genmerk sollte auf die Einfuhrung einer freien S&ure am Aziridin gelegt werden. Der Gedan-
ke hierbei ist die in Kap. 1.6.2 bzw. Kap. 1.6.3 genannten Nachteile der Oxiran-2,3-
dicarboxylate auszugleichen. Das zu entwickelnde Aziridinylpeptid des Typs | (siehe Kap.
1.6.3) soll so zum einen beide Enzym-subsites adressieren kénnen (durch einen hydropho-
ben Ester-Rest und das Dipeptid) und zum anderen gleichzeitig eine freie Séure tragen.
Durch diese S&ure soll die Hemmung durch ionische Wechselwirkung mit dem Histidinium-
Rest des katalytischen Zentrums verbessert werden.

A/ Austausch / Ab-
C— spalten der SG:

Erhéhung der

(@)
:ﬁi\( Hydrophilie
(S)
N O
Variation der (R)
Benzylester: — @\/ N \/@ — Freie Carboxy-
verbessertes Ad- Oﬁﬁﬁfo Gruppe: Generie-
ressieren der 0 o ren einer ionischen

Bindungstasche Wechselwirkung

St oder S. (S,S) RV122C - (R,R) CS09

Abb. 2.-1: Struktur von RV122C bzw. CS09 und geplante Modifikationen

Auf der Benzylester-Seite sollte die Kettenlange variiert werden, aber auch ein Austausch
durch Kkleinere, grofRere, hydrophobere und hydrophilere Reste stattfinden. Neben dem
gleichzeitigen Tausch beider Benzylester, der zu symmetrischen Aziridinen fihrt, sollten ins-
besondere unsymmetrische Aziridine generiert werden. Aus diesen unsymmetrischen war-
heads sollten spater freie Sauren (Hydrophilie am C-Terminus und verbesserte Hemmwir-
kung, siehe oben) gewonnen werden konnen. Neben der Einfihrung einer hydrophilen
Gruppe durch Tausch der Boc-Schutzgruppe am N-Terminus sollte durch Abspaltung der

N-terminalen Schutzgruppe eine Verbindung mit freiem Amin dargestellt werden.
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3. Ergebnisse: Synthesen und Docking

3.1 Erster Teil: Neue Aziridin-2,3-dicarboxylat-basierte Cysteinproteas-
einhibitoren

3.1.1 Variation am C-Terminus: Neue Aziridine

3.1.1.1 Kenntnisstand und Problemstellung

Nach den postulierten Dockingmodi8®96.(unverdffentiichte Ergebnisse) yon RV116C und RV122C zeigt
je mindestens ein Benzylester in entweder die Si- und/oder S:-Bindungstasche und ist damit
wichtig fur die Selektivitat und die Aktivitat. Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Benzylester am
Aziridin-Ring zu variieren, um dadurch die Bindungstaschen besser adressieren zu konnen.
Die gleichzeitige Variation beider Benzylester, d.h. also die Synthese symmetrischer Diester,
stellt keine Herausforderung dar, da diese in jeder bestehenden Syntheseroute nur einfach

ausgetauscht werden mussen.

Anders sieht es bei der Synthese von Inhibitoren mit einer freien Carboxy-Funktion aus. Hier

sind einige Limitierungen zu beachten:

1) Die Freisetzung der Carboxy-Funktion ist erst nach der Kupplung mit dem Dipeptid
mdglich. Der Grund hierfiir sind mogliche Nebenreaktionen der Saurefunktion des
Aziridins bei dessen N-Acylierung mit dem N-geschiitzten Dipeptid.

2) Die Freisetzung der Carboxy-Funktion muss selektiv und mild erfolgen. Eine wéssrig
saure Hydrolyse der Carboxy-Schutzgruppe ist aufgrund der Instabilitat des Aziridin-
rings gegenuber sdurekatalysierten Ringoffnungsreaktionen nicht moglich. Dies gilt
besonders flr N-substituierte Aziridine, die durch entsprechende Substituenten fiir
eine nucleophile Ringoffnung pradestiniert sind (Acylreste, Halogene, siehe auch
Kap. 3.1.4.2),%* aber auch fur N-unsubstituierte Aziridine.'® AuRerdem ist die Aziri-
didbindung als nicht-mesomeriestabilisierte Amidbindung in zu saurem oder zu alkali-
schem Medium hydrolyselabil (siehe auch Kap. 3.1.3).

3) Die N-acylierten Aziridine zeigen als warheads notwendigerweise eine gewisse Reak-
tivitait gegentiber dem Thiolat der Cysteinproteasen.®® Weiterhin kdnnen auch bei
nicht-aktivierten Aziridinen mit diversen Nucleophilen Ring6ffnungsreaktionen durch-
gefuhrt werden.'® Beide Tatsachen erschweren den Einsatz von Nucleophilen zur
Freisetzung der Carboxy-Funktion.

4) Neben der Freisetzung der Carboxy-Funktion muss der zweite Ester am Aziridin-Ring
erhalten bleiben.

5) Die N-Schutzgruppe des Dipeptids soll nicht gleichzeitig entfernt werden.
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Die allgemeine Syntheseroute zur Darstellung eines Aziridinylpeptids des Typs | wie
RV122C/CS09 geht von einem N-unsubstituierten Aziridin-2,3-dicarboxylat aus, welches mit
einem N-terminal geschitzten und C-terminal entschiitzten Dipeptid N-acyliert wird. Die Dar-
stellung des Dipeptids erfolgt mittels Ublicher Peptidsynthesemethoden. Fir die Darstellung
des N-unsubstituierten Aziridin-2,3-dicarboxylats sind mehrere Syntheserouten moglich (sie-
he nachste Seite). Die Carboxy-Funktion wird erst nach der N-Acylierung freigesetzt (Abb.
3.1.1.1-1).
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Abb. 3.1.1.1-1: Aligemeine Syntheseroute zur Darstellung eines Aziridinylpeptids des Typs | mit finaler Freiset-
zung einer Carboxy-Funktion — Ra,Rs = Aminoséure-Reste, R1 = hydrogenolyse-instabiler Rest,
R2 = hydrogenolyse-stabiler Rest

Eine Moglichkeit, die alle genannten Voraussetzungen erfillt, ist, einen Benzylester am
Aziridin-Ring zu erhalten und diesen im finalen Schritt durch Hydrogenolyse zu entfernen.
Die Boc-Schutzgruppe bleibt hierbei erhalten. Entsprechend hergestellte Dicarbonsauren
aus Dibenzylaziridin-2,3-dicarboxylaten des Typs | sind bereits literaturbekannt.®> Fir den
zweiten Ester am Aziridin-Ring muss folglich eine Gruppe gewahlt werden, die hydrogenoly-

sestabil ist.

Da Cysteinproteasen die targets darstellen, ist ein trans-konfigurierter Aziridin-2,3-
dicarboxylat-Baustein fur die Zielverbindung essenziell. Bisher haben sich nur drei Synthese-
routen zum N-unsubstituierten trans-Baustein als sinnvoll erwiesen, die nicht ein cis- und

trans-Produktgemisch liefern:
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1)

2)

3)

Cromwell-Synthese: Cyclokondensation von 2,3-Dibromsuccinaten mit Ammoniak¢:297

P NH; H(S) H(R) (o)
ROJWOR —_— Rom/m@.w OR + RO \\.(-MOR + RONOR
i b
Br O o) o) o) 0 O NH,

Hauptprodukt der Reaktion ist hier allerdings das Enamin (50-60 %). Das Aziridin-2,3-
dicarboxylat entsteht als Nebenprodukt in unter 15 % Ausbeute.® Dabei wird, unab-
héangig von der Konfiguration des durch Eliminierung als Zwischenstufe gebildeten
Bromobut-2-endionats, und damit unabhangig von der Stereoinformation des 2,3-
Dibromsuccinats (nach Cardillo et al.l°), das racemische trans-Aziridin-2,3-

dicarboxylat gebildet.10®

Michael-Addition: Reaktion von Diphenylsulfimin mit Fumaraten'®® oder Maleaten®

j% or  (PaSNH § o N " o
7 _ Rom/ﬂr, OR + RO .-L\(OR + RON
RO ) . N
/%;[:])/ CIN'S iR OR
o) o o} o} O NH,
H
N Ph o Ph
RO N:S\ + = N:S\
\WAW/ Ph RO)W Ph
o o o}
(S,S)+(R,R)

Auch hier ist das Hauptprodukt der Reaktion das Enamin (40-50 %). Unabhé&ngig von
der Fumarat-/Maleat-Ausgangsverbindung entsteht racemisch das trans-Aziridin-2,3-
dicarboxylat (< 35 9%).91921%8 Als weitere Nebenprodukte entstehen Addukte des

Diphenylsulfimins.

Staudinger-Reaktion: Ringschluss als Spezialform der Mukaiyama-

Redoxkondensation von Triphenylphosphan mit Azidoalkoholen®®

H
Q N oR PPh; N
RO)%( — ROW'«,,H/OR
OH O o) o)

Das Hauptprodukt ist, abh&ngig von der GroR3e der Reste am Ester, das stereoselek-
tiv gebildete trans-Aziridin-2,3-dicarboxylat (bis 79 % bei R = Et!°, bis 38 % bei R =
BnllY).
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Alle Syntheserouten teilen somit das Butandisdure-Gerust in unterschiedlicher Substitution
bzw. Sattigung. Um die gewunschten gemischten Diester zu erhalten, muss in der gewéahlten
Syntheseroute entweder einmal umgeestert, oder von einem Halbester ausgegangen wer-
den. Im Gegensatz zu anderen symmetrischen Dibenzyl-veresterten, geséttigten Verbindun-
gen,zB112113 st eine einseitige Hydrolyse von Dibenzylfumarat nicht literaturbekannt. Kom-
merziell erhaltliche Halbester sind mono-Methylhydrogensuccinat, mono-Methylfumarat und
mono-Ethylfumarat. Bei diesen Ausgangsstoffen der Syntheserouten 1) und 2) musste also
umgeestert werden, wenn andere als Methyl- bzw. Ethylester erhalten werden sollen (Abb.
3.1.1.1-2).

(0] i (0] | O | (0] |
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I I I

Abb. 3.1.1.1-2: Zusétzliche Stufen zur Umesterung fiir Syntheserouten 1) und 2) bei kommerziell erhéltlichen
Halbestern

In Syntheseroute 1) wirde im Anschluss an Il die zweifache a-Bromierung zum 2,3-
Dibromsuccinat und darauf der Ringschluss erfolgen. In Syntheseroute 2) wirde von Il di-
rekt der Ringschluss erfolgen. Anders sieht