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Gewohnlich werden biologisch aktive, Wirkstoff-dhnliche
kleine Molekiile durch Hochdurchsatzscreening chemischer
Bibliotheken identifiziert. Zusammenstellung und Durch-
musterung groB3er chemischer Bibliotheken sind jedoch zeit-
aufwiéndig und kostspielig. Der Erfolg dieses Ansatzes hiangt
stark von der Qualitét der verfiigbaren Bibliotheken ab, und
selbst die grofite Bibliothek kann immer nur einen winzigen
Ausschnitt des virtuellen chemischen Raumes abdecken. Aus
diesen Griinden wurde im Verlauf der letzten zehn Jahre eine
Reihe von Strategien vorgeschlagen, die allesamt das Ziel
verfolgen, den Entwicklungsprozess zu erleichtern, indem das
Zielprotein als eine Schablone fiir den Aufbau von Liganden
verwendet wird.'*) Die Bindung niedermolekularer Frag-
mente kann durch die NMR-Spektroskopie® ™ oder Ront-
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genkristallographie®¥ direkt detektiert werden. Diese bio-
physikalischen Methoden lieferten in einigen Féllen Ligan-
den niedriger Affinitit, die als rationale Startpunkte fiir die
schrittweise Entwicklung potenter Protein bindender Mole-
kiile fungierten. Alternativ dazu wurden Proteinliganden aus
Gemischen von Molekiilen identifiziert, die sich in einem
dynamischen Gleichgewicht befanden. In Gegenwart des
Proteins wurde das Gleichgewicht verschoben, die am besten
bindenden Produkte wurden in dem Gemisch angereichert
und konnten durch Chromatographie, Massenspektrometrie
oder NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden.F*® Alle
bisherigen Fragment-basierten Methoden haben gemeinsam,
dass sie lediglich die Bindung, nicht die biologische Aktivitét
von Molekiilen detektieren. Dariiber hinaus erfordern alle
diese Methoden groflie Proteinmengen und haben den
Nachteil einer schwierigen, zeitaufwéndigen und teuren De-
tektion der aktiven Verbindungen.

Wir hatten die Idee, dass eine erheblich empfindlichere
Detektion der bioaktiven Liganden realisierbar sein sollte,
wenn reversibel gebildete Ligationsprodukte im dynamischen
Gleichgewicht mit einem fluorogenen Reportersubstrat um
ein Enzym konkurrieren (Abbildung 1). Dieser Ansatz wiirde
die dynamische, Protein-unterstiitzte Bildung der inhibitori-
schen Molekiilspezies und die Detektion durch Fluoreszenz-
screening-Techniken kombinieren — deshalb benannten wird
ihn ,,dynamisches Ligationsscreening” (DLS). Im DLS-Ver-
fahren sollten chemisch reaktive Inhibitoren als dirigierende
Sonden verwendet werden konnen und eine Testung von in-
hibitorischen Fragmenten fiir einen definierten Bindungsort
auf der Proteinoberfliche ermoglichen. Eine enzymatische
Reaktion konnte die Signale zur Detektion bindender Frag-
mente verstdrken und dadurch die erforderliche Protein-
menge drastisch reduzieren. SchlieBlich sollte die enzymati-
sche Detektion durch fluoreszierende Reportermolekiile das
Hochdurchsatzscreening (HTS) in Mikrotiterplatten (MTPs)
ermoglichen, sodass erstmals konventionelle HTS-Techniken
in der Fragment-basierten Ligandenentwicklung eingesetzt
werden konnten.

Wir haben die SARS-Coronavirus-Hauptprotease
(SARS-CoV MP™;  SARS =schweres Atemwegssyndrom,
severe acute respiratory syndrome) als Zielprotein ausge-
wihlt, um die Anwendung der DLS-Methode zu demon-
strieren. SARS-CoV MP® ist eine Cysteinprotease, die fiir die
Replikation des Virus innerhalb der infizierten Wirtzellen
essenziell ist. Daher wurde sie als ein Wirkstoffziel zur Be-
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Abbildung 1. Das Konzept des dynamischen Ligationsscreenings
(DLS). Substrat 1 konkurriert mit dem Peptidaldehydinhibitor 2 um die
SARS-CoV-Hauptprotease (blau). Das aktive Fragment 3 fiihrt zu einer
verstirkten Inhibition durch die Bindung des Iminligationsproduktes
an die aktive Tasche.

handlung des schweren Atemwegssyndroms vorgeschlagen;
die Hemmstoffe dieses Proteins kommen wegen der hohen
Homologie mit anderen coronaviralen Proteasen auch als
Wirkstoffe fiir andere coronavirale Infektionen infrage."
Einige irreversible, kovalente Peptidinhibitoren von SARS-
CoV wurden bereits hergestellt und mit dem Enzym cokris-
tallisiert, allerdings wurde bislang erst iiber wenige reversi-
ble!® nichtpeptidische” Hemmstoffe berichtet.

Zur Einfithrung der DLS-Methode fiir die zielgerichtete
Identifizierung inhibitorischer Fragmente wurde zunéchst ein
Fluoreszenzassay' fiir die Aktivitit von SARS-CoV MP™
unter Verwendung des Substrates Ac-TSAVLQ-AMCA (1)
entwickelt. Enzymatische Spaltung von 1 setzte 2-(7-Amino-
4-methyl-3-cumarinyl)acetamid frei, dessen Fluoreszenz nach
Anregung bei 380 nm bei einer Wellenlédnge von 460 nm de-
tektiert wird. Des Weiteren wurde der Peptidaldehydinhibi-
tor 2 ausgewdhlt und auf dem geschiitzten Oxazolidinharz
synthetisiert.l’! Dieser Peptidaldehyd enthiilt einen C-termi-
nalen Glutaminrest und liegt deshalb in wissriger Losung im
Gleichgewicht mit seinem cyclischen Kondensationsprodukt
vor.®! Von Arylaldehyden ist bekannt, dass sie — anders als
aliphatische Aldehyde wie 2 — mit einem Uberschuss primérer
Amine in wissriger Losung Imine als Hauptprodukte
bilden.® Daher blieb zu untersuchen, ob die hypothetischen
Ligationsprodukte von Peptidaldehyd 2 und Nucleophilen
auf einer Proteinoberfldache ausreichend stabilisiert werden,
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sodass sie in der Folge durch Konkurrenzexperimente mit
Substraten detektiert werden konnen.

Um diese Frage zu untersuchen, wurde eine Bibliothek
von 234 Nucleophilen zusammengestellt, die aromatische und
aliphatische Amine, Thiole sowie Hydrazine enthielt. Der
Aldehyd 2 als dirigierende Sonde wurde sodann mit dem
achtfachen Uberschuss je eines nucleophilen Fragments pro
Vertiefung in Gegenwart des Enzyms auf einer 384er Mikro-
titerplatte inkubiert. Nach Zugabe des Reportersubstrates 1
wurden Geschwindigkeitsunterschiede bei der Umsetzung
des Substrates quantifiziert, um aktive inhibitorische Frag-
mente auszumachen (Abbildung 1, Tabelle 1). Keines der
ausgewdhlten Fragmente zeigte im Kontrollexperiment bei
einer Konzentration von 400 um Aktivitit als SARS-
CoV MP™ -Inhibitor. Daraus kann geschlossen werden, dass
die Affinitit aller Fragmente alleine im millimolaren Bereich
oder noch niedriger liegt. Bei sieben Nucleophilen wurde eine
deutlich starkere Inhibition als mit dem Hemmstoff 2 alleine
beobachtet (Tabelle 1).

Im néchsten Schritt wurde die spezifische Bindung der
Trefferverbindungen an die aktive Enzymtasche der SARS-
CoV Hauptprotease iiberpriift, um so beispielsweise eine al-
losterische Bindung auszuschlieBen. 3-Amino-N-(3-amino-
phenyl)benzamid (3) war die aktivste Verbindung und wurde

Tabelle 1: Anfangsgeschwindigkeiten v, der Substratumsetzung in Ge-
genwart der SARS-Hauptprotease, Substrate, Peptidaldehyd 2 und akti-
ver nucleophiler Fragmente.Fl!
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[a] Reaktionsbedingungen siehe Experimentelles.
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fiir die exemplarische Bestétigung des Bindungsortes durch
chemische Synthese und Modeling ausgewéhlt. Das aus 2 und
3 gebildete Imin wurde als die aktive Spezies angenommen.
Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde zunichst das
Produkt der reduzierenden Aminierung (4, Schema 1) syn-
thetisiert. Die Untersuchung von 4 im HPLC-Assay von Tan
et al.l' ergab einen K-Wert von 50.3 um. Der Vergleich der
inhibitorischen Aktivitdit von 4 mit der des reduzierten
Amides 5 und derjenigen der Peptide Ac-DSFDQ-OH,
DSFDQ-OH und Ac-DSFDQ-NH,, die alle bei 500 pum voll-
stindig inaktiv sind, spricht ebenfalls fiir den dirigierenden
Effekt des Peptidaldehyds 2 und die Bindung des Fragmentes
3 in der S1'-Tasche. Die geringere Inhibition von 4 im Ver-
gleich zu Peptidaldehyd 2 kann durch das Fehlen der elekt-
rophilen Carbonylgruppe erkldart werden, die mit dem Cys-
teinrest der aktiven Tasche von SARS-CoV MP* wechsel-
wirkt. Ergidnzend wurde die Wechselwirkung von 2 und dem
mit 3 gebildeten Imin mit der SARS-CoV-Hauptprotease
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Schema 1. Entwicklung eines nicht-peptidischen SARS-CoV-MP*-Inhibi-
tors durch DLS. Das aktive Fragment 3, das in der S1’-Tasche des Pro-
teins bindet, wurde in die elektrophilen Derivate 6-9 uiberfiihrt. Diese
wurden iterativ in einer ,umgekehrten“ DLS eingesetzt und lieferten
den nicht-peptidischen Inhibitor 12.

[e]

Angew. Chem. 2008, 120, 33193323

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

modelliert, woraus ein moglicher Bindungsmodus von Frag-
ment 3 abgeleitet wurde (Abbildung 2).

Abbildung 2. Modell der Bindung des Aldehyds Ac-DSFDQ-H (Reste
P5—P1) (A) und des Ligationsprodukts von Ac-DSFDQ-H mit 3 in der
Substratbindungsspalte der SARS-CoV MP” (cyan C, blau N, rot O).
Das aktive Cys145 ist als gelbe Oberfliche markiert."”

Zusitzliche Belege fiir die Bindung von Fragment 3 in der
S1'-Tasche wurden durch die Synthese und Testung der Al-
dehyde und 2-Ketoaldehyde 6-9 erbracht. Diese Verbindun-
gen sind Derivative von 3, die elektrophile reaktive Gruppen
enthalten, liber die sie mit dem enzymatisch aktiven Cy-
steinrest der Protease wechselwirken konnen (Schema 1). 6
und 7 wurden durch Oxidation der abgeleiteten Alkohole
hergestellt, und die 2-Ketoaldehyde 8 und 9 wurden durch
Polymer-unterstiitzte C-Acylierung, Decarboxylierung und
oxidative Abspaltung von einem Phosphanharz erhalten.!'?!
In der Tat waren alle entworfenen Mono- and Biselektrophile
aktive Inhibitoren von SARS-CoV MP® (Schema 1). 7 und 9,
die das aktive Fragment an der gleichen Stelle relativ zum
Cysteinrest im aktiven Zentrum positionieren sollten wie das
anfdnglich postulierte Ligationsprodukt, waren stdrkere
Inhibitoren als 6 und 8. Das zur Kontrolle verwendete
Benzaldehyd (10) war vollig inaktiv und lieferte damit einen
weiteren Hinweis, dass die durch DLS detektierten Frag-
mente in der Tat spezifisch in der S1’-Tasche von SARS-
CoV MP™ binden.

Um einen vollstindig nicht-peptidischen Inhibitor der
SARS-CoV MP™ zu erhalten, der die S1’- und S1-Tasche ab-
decken kann, wurde das dynamische Ligationsscreening ite-
rativ im ,,umgekehrten“ Modus durchgefithrt (Tabelle 2).
Anstelle des Peptidaldehyds 2, der auf der S-Seite der Sub-
stratbindungstasche bindet, wurde nun der 2-Ketoaldehyd 9,
der vermutlich in der S1’-Tasche bindet, als dirigierende
Sonde verwendet. Fiir dieses Experiment wurden 110 Amine
aufgrund ihrer Diversitdt ausgewéhlt und durchmustert. 9
wurde mit einem Amin pro MTP-Vertiefung, der Protease
und dem fluorogenen Substrat Ac-TSAVLQ-AMCA (1) in-
kubiert. In diesem zweiten Experiment wurden drei Frag-
mente identifiziert, die in Gegenwart der dirigierenden Sonde
9 aktiv waren (Tabelle 2). Am aktivsten war 11, das fiir eine
Verifizierung der Inhibitorbindung durch chemische Synthese
ausgewdhlt wurde. Die Verwendung der 2-Ketoaldehyde 8
und 9 schien fiir eine kovalente Verkniipfung vorteilhaft zu
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Tabelle 2: Ausgehend von 3 wurde der elektrophile 2-Ketoaldehydinhi-
bitor 9 entworfen und im ,,umgekehrten“ DLS verwendet (Anfangsge-
schwindigkeiten der Substratumsetzung (v,) in Gegenwart aktiver Nuc-
leophile).?

opl, _Opm

Nucleophil Elektrophil Vo [uMminT]
- 9 43401
1 9 2.0+0.05
(/\s o
N/)\N/U\/SXSD/NHz 9 2.5+£0.05
H N-N
SN W b 9 3.7+0.1

O N—N

[a] Reaktionsbedingungen siehe Experimentelles.

sein, da in diesen Verbindungen die Aldehydfunktion fiir eine
reduktive Aminierung zur Verfiigung steht, wihrend die 2-
Ketogruppe fiir eine Wechselwirkung mit dem Cystein 145
intakt bleibt. Das Amin 11 wurde hergestellt, wie zuvor be-
richtet,™ und fiir eine reduktive Aminierung von 2-Ketoal-
dehyd 9 mit Trichlorsilan als Reduktionsmittel verwendet;¥
so wurde das 2-Aminoketon 12 als kovalentes Ligationspro-
dukt erhalten. 12 inhibiert SARS-CoV MP® im HPLC-
Assay!"! mit einem K;-Wert von 2.9 pm.

Damit haben wir gezeigt, dass das dynamische Ligations-
screening (DLS) die empfindliche und ortsaufgeloste De-
tektion von Fragmenten niedriger Affinitdt mit Inhibitions-
konstanten im millimolaren Konzentrationsbereich ermog-
licht. Mit den bisherigen dynamischen Techniken und kon-
ventionellen Fragment-basierten Methoden sind derart nie-
deraffine Fragmente nur schwierig oder iiberhaupt nicht zu
detektieren. Die Methode wurde im Hochdurchsatzformat
durchgefiihrt, und nur sehr geringe Proteinmengen wurden
benotigt, da der Verstdarkungseffekt durch die enzymbkataly-
sierte Detektion genutzt wurde. Eine spezielle apparative
Ausstattung war nicht erforderlich, lediglich ein standard-
maiaBiges Mikrotiterplatten-Lesegerdt. Am wichtigsten ist
jedoch, dass das DLS-Verfahren iterativ in einem evolutio-
naren Prozess durchgefithrt werden konnte und die Trans-
formation eines miBig aktiven Peptidinhibitors in einen
komplett nicht-peptischen Inhibitor mit einer Inhibitions-
konstante im niedrigen mikromolaren Bereich ermdglichte.
Wir haben hier das dynamische Ligationsscreening fiir die
Entwicklung eines SARS-CoV-Proteaseinhibitors vorge-
stellt; gegenwirtig wird die Anwendung auf weitere Prote-
asen, andere Enzymklassen und auf Protein-Protein-Wech-
selwirkungen erweitert.

Experimentelles

Die Aktivitit von SARS-CoV MP* wurde durch die Spaltung des
fluorogenen Substrates Ac-TSAVLQ-AMCA (1) und die Messung
von freigesetztem AMCA bestimmt. Der Fluorophor wurde bei
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380 nm angeregt, und die Emission wurde bei 460 nm aufgenommen.
Relative Fluoreszenzeinheiten (RFU; A, =460 nm) wurden als 63.9
RFUuM(AMCA)™' bestimmt. Reaktionsmischungen mit 1 pum
SARS-CoV MP* in 100 mm pS-Morpholinoethansulfonsdure(MES)-
Puffer (pH 7.0) wurden bei 298 K mit verschiedenen Konzentratio-
nen des fluorogenen Substrates (0.25-2.5 mm) in einem Gesamtvo-
lumen von 20 pL inkubiert. Alle Messungen wurden auf einem
TECAN-SAFIRE-Fluoreszenzplatten-Lesegerét (Grailsheim)
durchgefiihrt.

Eine Bibliothek von 234 nucleophilen Fragmenten wurde im
dynamischen Ligationsscreening fiir die S1'-Tasche eingesetzt. Dazu
wurde eine Konzentration von 1 um SARS-CoV MP™, 200 um 1 und
400 uM je eines nucleophilen Fragmentes pro Vertiefung und 50 pm
des Peptidaldehydinhibitors Ac-DSFDQ-H (2) auf einer 384er Mik-
rotiterplatte verwendet. Die Anfangsgeschwindigkeiten wurden be-
obachtet und mit jenen ohne nucleophiles Fragment verglichen.
Dynamisches Ligationsscreening fiir die S1-Tasche wurde mit einer
Bibliothek von 110 nucleophilen Fragmenten durchgefiihrt. Dabei
wurden 1 pm SARS-CoV MP®, 200 um 1, 200 um eines nucleophilen
Fragmentes und 20 um des nicht-peptidischen Inhibitors 9 in einem
Gesamtvolumen von 20 uL. MES-Puffer (100 mm, pH 7.0) auf einer
384er Mikrotiterplatte verwendet. Die Anfangsgeschwindigkeit der
Produktbildung wurde gemessen und mit denen der Kontrollexperi-
mente verglichen.
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