
Enzyminhibitoren
DOI: 10.1002/ange.200705858

Azadipeptidnitrile – hochpotente und proteolysestabile Inhibitoren
Papain-�hnlicher Cysteinproteasen**
Reik L�ser, Maxim Frizler, Klaus Schilling und Michael G�tschow*

Cysteinproteasen des Klans CA, die Papain-�hnlichen Cys-
teinproteasen, sind wegen ihrer Bedeutung als Virulenzfak-
toren verschiedener humanpathogener Parasiten und ihrer
Beteiligung an verschiedenen systemischen Erkrankungen
von außerordentlichemmedizinischem Interesse. Gemeinsam
sind ihnen ein Thiol im aktiven Zentrum sowie eine ausge-
pr�gte Substratspezifit�t bez)glich der Aminos�ure in der
Position P2. Bisher wurden beim Menschen elf Papain-�hnli-
che lysosomale Cysteinproteasen, die Cathepsine, beschrie-
ben, die untereinander einen hohen Grad an Homologie
aufweisen.[1] F)r die Cathepsine L, S und K konnte eine Be-
teiligung an verschiedenen pathologischen Zust�nden wie
Tumorwachstum und -invasion, Autoimmunerkrankungen
sowie Osteoporose nachgewiesen werden,[2] weshalb diese
Enzyme wichtige Zielmolek)le f)r die Wirkstoffentwicklung
sind.[3] Inhibitoren f)r Papain-�hnliche Cysteinproteasen sind
haupts�chlich von Peptiden abgeleitet und enthalten elek-
trophile Strukturelemente, die kovalente Wechselwirkungen
mit dem Thiol im aktiven Zentrum eingehen k5nnen. Unter
den Inhibitoren, die diesem allgemeinen Typ angeh5ren,
haben Peptidnitrile in letzter Zeit große Aufmerksamkeit
erlangt.[4] Nitrile inhibieren Cysteinproteasen durch die Bil-
dung eines Thioimidat-Addukts, das aus dem Angriff des
aktiven Thiols an der C-N-Dreifachbindung resultiert,[5] und
sind daher – wegen der Weich/weich-Wechselwirkung im
Sinne des HSAB-Konzepts – potente und selektive Inhibito-
ren von Cysteinproteasen. Wegen ihrer Anf�lligkeit gegen-
)ber dem Abbau durch andere Proteasen sind peptidische
Inhibitoren im Allgemeinen jedoch schlecht bioverf)gbar.

Der zu Azapeptiden f)hrende isoelektronische Ersatz der
CaH-Gruppe durch ein Stickstoffatom ist eine gebr�uchliche
Strukturmodifizierung in der Chemie von Peptiden und
Peptidmimetika.[6] Diese Strukturmodifizierung wurde
jedoch bisher bei den Peptidnitrilen, anders als im Fall an-
derer Proteaseinhibitoren,[7] nicht auf die Position P1 ange-
wendet. Nichtpeptidische Cyanamide, chemisch eng mit den
Nitrilen verwandt, wurden als potente Cathepsin-K-Inhibi-
toren beschrieben.[8] Wir konnten zeigen, dass der Ersatz der
CaH-Gruppe durch ein Stickstoffatom in der Position P

2 eines
Cathepsin inhibierenden Dipeptidnitrils zu einem Verlust der
Hemmaktivit�t f)hrt.[9] Das anhaltende Interesse an der
Hemmung von Cysteinproteasen veranlasste uns, die Aus-
wirkungen des CH/N-Austauschs in der Position P1 von Di-
peptidnitrilen auf die Enzym-Inhibitor-Wechselwirkung zu
untersuchen. Wir beschreiben hier einen pr�parativen
Zugang zu Azadipeptidnitrilen sowie deren Hemmkinetik
und Bindungsaffinit�t gegen Papain und die therapeutisch
bedeutsamen Cathepsine L, S und K.

Die azaanalogen Nitrile sollten durch Reaktion der ent-
sprechenden Aminos�urehydrazide (Schema 1) mit Brom-
cyan synthetisiert werden. Dieser Ansatz f)hrte zun�chst

nicht zum Erfolg, da im Falle der unsubstituierten und mo-
nomethylierten Hydrazide 1–3 die Bildung unterschiedlicher
Cyclisierungsprodukte beobachtet wurde. Um eine Cyclisie-
rung zu verhindern, wurden N1,N2-dimethylierte Hydrazide
in Betracht gezogen. Tats�chlich f)hrte die Umsetzung des
Hydrazids 4 mit Bromcyan zum gew)nschten offenkettigen
Azadipeptidnitril 6 (Schema 2). Diese erste aus einem CH/N-
Austausch in der Position P1 resultierende Beispielverbin-
dung der Azadipeptidnitrile zeigte eine Inhibitoraktivit�t

Schema 1. Hydrazide 1–4 und Carbadipeptidnitrile 11–14.

Schema 2. Synthese der Azadipeptidnitrile 6 und 7. a) BrCN, NaOAc,
MeOH, RT. Bn=Benzyl.
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gegen)ber Papain im unteren nanomolaren Bereich und ge-
gen)ber den therapeutisch relevanten Cathepsinen L, S und
K gar im pikomolaren Bereich (Tabelle 1). Die unerwartet
starke Hemmung war zeitabh�ngig im Sinne einer langsamen
Ausbildung des Gleichgewichts zwischen freiem und ge-
hemmtem Enzym (Slow-Binding-Inhibition),[10] wie aus Ab-
bildung 1 ersichtlich ist. Die Tatsache, dass die Auftragungen
der Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ordnung

gegen die Inhibitorkonzentrationen einen linearen Verlauf
haben, l�sst auf einen Einschritt-Mechanismus der Enzym-
Inhibitor-Wechselwirkung schließen (siehe Hintergrundinfor-
mationen). Die Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ord-
nung kon f)r die Hinreaktion zum Enzym-Inhibitor-Gleich-
gewicht lagen im Bereich von 105 bis 107m�1 s�1, was auf eine
relativ schnelle Assoziation des Enzyms mit dem Inhibitor
schließen l�sst (Tabelle 1). Trotz der N-methylierten Amid-
bindung zwischen P2 und P1, die die Wechselwirkung von
Proteasen mit ihren Substraten oder Inhibitoren im Allge-
meinen beeintr�chtigt,[11] waren die Affinit�ten des Azadi-
peptidnitrils 6 zu den Papain-�hnlichen Enzymen um min-
destens zwei Gr5ßenordnungen h5her als die des entspre-
chenden Carbaanalogons 11[9] (Schema 1, Tabelle 1). Obwohl
6 zu allen vier Enzymen hohe Affinit�ten aufweist, ist die
Hemmung eindeutig reversibel, was anhand der Reaktivie-
rung von Cathepsin L und Papain gezeigt wurde (siehe
Hintergrundinformationen).

Um die Aktivit�t des Azadipeptidnitrils 6 genauer im
Vergleich beurteilen zu k5nnen, wurden die Carbaanaloga
12–14 (Schema 1) synthetisiert (siehe Hintergrundinforma-
tionen). Die Nitrile 12 und 14wurden durch Dehydratisierung
der entsprechenden Dipeptidamide mit Cyanurchlorid in
DMF erhalten.[12] Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, zeigten die
N-methylierten Carbaanaloga 13 und 14 Aktivit�ten im
oberen mikromolaren Bereich. Durch den Vergleich der di-
rekten Analoga 6 and 14 wird offensichtlich, dass der iso-
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Abbildung 1. Cathepsin-L-katalysierte Hydrolyse von Z-Phe-Arg-NHMec
(10 mm ; Mec=4-Methylcumarin-7-yl) in Gegenwart steigender Konzen-
trationen von 6 (von oben nach unten: 0, 3, 4, 8, 9, 10, 20, 30, 50,
100 nm). Die Reaktion (100 mm Natriumphosphat pH 6.0, 100 mm

NaCl, 5 mm Ethylendiamintetraacetat, 0.01% (v/v) Polyoxyethylen(23)-
laurylether (Brij 35), 25 mm 1,4-Dithiothreitol, 1% (v/v) DMSO, 37 8C)
wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet. I =Fluoreszenzintensit<t,
FU=Fluoreszenzeinheiten.
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elektronische CH/N-Austausch einen Zuwachs der Inhibi-
toraktivit�t um mehr als f)nf Gr5ßenordnungen verursacht.

Mit der f)r das Azadipeptidnitril 6 angewendeten Syn-
thesemethode wurde auch das Leucin-Derivat 7 erhalten
(Schema 2), das sich mit einemKi-Wert von 29 pm als selektiv
f)r Cathepsin K erwies (Tabelle 1). Um andere Substituenten
als die Methylgruppe in die Position P1 einzuf)hren, sollte das
N1-methylierte Hydrazid 3 durch reduktive Alkylierung in
N1,N2-dialkylierte Hydrazide )berf)hrt werden; dem sollte
sich eine Umsetzung mit Bromcyan anschließen (Schema 3).

Durch die Reaktion von 3 mit Aldehyden konnten in guten
Ausbeuten Hydrazone erhalten werden. Um die C-N-Dop-
pelbindung dieser Intermediate zu reduzieren, wurden ver-
schiedene gebr�uchliche Reduktionsmittel getestet: Natri-
umtriacetoxyborhydrid,[13] Natriumcyanoborhydrid,[14] Natri-
umborhydrid und Natriumborhydrid in Gegenwart von Ni2+-
Ionen als aktivierenden azaphilen Lewis-S�uren.[15] Alle diese
Versuche schlugen fehl; meist wurden die nicht umgesetzten
Hydrazone zur)ckerhalten. Mithilfe eines alternativen Re-
duktionsmittels, Dimethylamin-Boran-Komplex, das von
Casarini et al. zur 1,2-Reduktion von a,b-unges�ttigten Hy-
drazonen eingesetzt wurde,[16] konnte eine glatte und nahezu
quantitative Reduktion der Hydrazone zu den N1-Methyl-
N2-alkylhydraziden erreicht werden. Durch Reaktion mit
Bromcyan konnten die von Phenylalanin abgeleiteten N1-
Methyl-N2-alkylhydrazide leicht in die gew)nschten Azadi-
peptidnitrile 8–10mit verschiedenen Resten in der Position P1

)berf)hrt werden. Die Cathepsine wurden durch 8–10 mit
subnanomolaren Affinit�ten inhibiert, wobei diese Verbin-
dungen weniger aktiv als 6 waren. Die Einf)hrung unter-
schiedlicher Reste in die Position P1 von Azadipeptidnitrilen
f)hrte nicht zu einer selektiven Hemmung der einzelnen
Cathepsine, insbesondere nicht zwischen Cathepsin L und S.
Um jedoch R)ckschl)sse darauf ziehen zu k5nnen, welchen
Einfluss der P1-Substituent auf die Selektivit�t hat, muss in
zuk)nftigen Untersuchungen eine gr5ßere Zahl von Analoga
hergestellt werden. Dieses Vorhaben ist vielversprechend, da
eine breite Palette von Aldehyden eingesetzt werden kann.

Die Azadipeptidnitrile wiesen eine zeitabh�ngige Slow-
Binding-Hemmung gegen)ber allen untersuchten Cys-

teinproteasen (Tabelle 1, Abbildung 1) und )berraschender-
weise eine um f)nf Gr5ßenordnungen h5here Bindungsaffi-
nit�t als ihre Carbaanaloga auf. Dieses Ph�nomen l�sst sich
aus der Zeitabh�ngigkeit der von Azadipeptidnitrilen verur-
sachten Hemmung erkl�ren. Im Allgemeinen erm5glicht eine
Slow-Binding-Hemmung die Bestimmung der Geschwindig-
keitskonstanten kon und koff.

[10] Die Geschwindigkeitskon-
stante zweiter Ordnung kon beschreibt die Assoziation von
Enzym und Inhibitor zum Enzym-Inhibitor-Komplex und koff
dessen Zerfall. Da die carbaanalogen Peptidnitrile eine zeit-
unabh�ngige Hemmung zeigten (siehe Hintergrundinforma-
tionen), l�sst sich schlussfolgern, dass sie h5here kon-Werte als
ihre Azaanaloga aufweisen. Dennoch haben die Azadipep-
tidnitrile kleinere Hemmkonstanten als die Carbadipeptid-
nitrile. Wegen der Beziehung Ki= koff/kon m)ssen die Ge-
schwindigkeitskonstanten erster Ordnung koff der Azadipep-
tidnitrile deutlich geringer sein als die entsprechenden Werte
ihrer Carbaanaloga. Dies wird verst�ndlich, wenn man sich
vor Augen f)hrt, dass in den Azadipeptidnitrilen die Cyan-
gruppe mit einem Stickstoffatom verbunden ist, das ein
nichtbindendes Elektronenpaar tr�gt. Durch Angriff des
Thiols wird aus der Cyanamid-�hnlichen Einheit ein trigonal-
planares Isothiosemicarbazid-Addukt gebildet. Die erh5hte
Stabilit�t eines solchen kovalenten Enzym-Inibitor-Komple-
xes k5nnte aus der Resonanz des freien Elektronenpaars am
Stickstoffatom mit dem von der Cyangruppe stammenden
sp2-hybridisierten Kohlenstoffatom resultieren (Schema 4).

Da die Amidbindung dieser neuartigen Dipeptidderivate
N-methyliert ist, wurde eine erh5hte Stabilit�t beim Abbau
durch proteolytische Enzyme vermutet.[17] Um dies zu pr)fen,
wurde die Chymotrypsin-katalysierte Spaltung des von Phe-
nylalanin abgeleiteten Azadipeptidnitrils 6 sowie seiner Car-
baanaloga 12 und 14 untersucht, da diese Serinprotease eine
deutliche Spezifit�t f)r Phenylalanin in der Position P1 auf-
weist. 6, 12 und 14 wurden zun�chst auf die Hemmung des
Chymotrypsin-katalysierten Umsatzes eines chromogenen
Peptids bei einer Enzymkonzentration von 10 ngmL�1 ge-
testet (siehe Hintergrundinformationen). Das Azadipeptid-
nitril 6 zeigte nur eine schwache Hemmung (IC50= 1300 mm),
w�hrend 12 und 14 bei einer Konzentration von 600 mm

Chymotrypsin )berhaupt nicht hemmten. Danach wurde die
Stabilit�t von 6, 12 und 14 gegen)ber Chymotrypsin durch
HPLC-Analyse ermittelt (Abbildung 2). Das Carbaanalogon
12 wurde bei einer recht hohen Chymotrypsinkonzentration
von 100 mgmL�1 mit einer Halbwertszeit von 45 min abge-

Schema 3. Synthese der Azadipeptidnitrile 8–10. a) RCHO, THF, RT;
b) 1. (CH3)2NH·BH3, p-Toluolsulfons<ure, CH2Cl2, 4 8C; 2. 1.5m NaOH,
RT; c) BrCN, NaOAc, MeOH, RT.

Schema 4. Reversible Bildung von Isothiosemicarbaziden aus Azadi-
peptidnitrilen und Cysteinproteasen.
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baut. Eine �hnliche Chymotrypsinkonzentration liegt im
menschlichen D)nndarm vor.[18] Bei der gleichen Enzym-
konzentration wurde das N-methylierte Carbaanalogon 14
nur mit einer sehr geringen Geschwindigkeit gespalten. Das
Azadipeptidnitril 6 zeigte eine �hnliche Stabilit�t gegen
chymotryptischen Abbau wie das Carbaanalogon 14. Dass
tats�chlich eine Chymotrypsin-katalysierte Spaltung der P2-
P1-Amidbindung erfolgt war, wurde durch den Vergleich der
Geschwindigkeiten der Bildung von Z-Phe-OH (Z=Ben-
zyloxycarbonyl) und des Abbaus der Inhibitoren best�tigt
(siehe Hintergrundinformationen). Diese Befunde f)hren zu
dem Schluss, dass die Azadipeptidnitrile eine betr�chtliche
Stabilit�t gegen Protease-katalysierten Abbau aufweisen.

In dieser Arbeit wurden Azadipeptidnitrile als neuartige,
hochpotente und proteolysestabile Inhibitoren f)r Papain-
�hnliche Cysteinproteasen vorgestellt. Weiterhin wird dieser
pr�parative Zugang die Einf)hrung hoher struktureller Di-
versit�t in die Position P1 solcher von Peptiden abgeleiteter
Inhibitoren erm5glichen, was eine Strategie zur Entwicklung
stabiler und selektiver Hemmstoffe f)r diese bedeutende
Proteaseklasse er5ffnen sollte.

Eingegangen am 20. Dezember 2007
Online ver5ffentlicht am 11. April 2008
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Abbildung 2. Zeitverlauf des Chymotrypsin-katalysierten Abbaus des
Azadipeptidnitrils 6 (&) sowie der Dipeptidnitrile 12 (*) und 14 (*).
Das jeweilige Nitril (600 mm) und Chymotrypsin (100 mgmL�1) wurden
in 20 mm Tris-HCl pH 8.4 (Tris=Tris(hydroxymethyl)aminomethan),
150 mm NaCl, 10% (v/v) Acetonitril bei 25 8C aufbewahrt, und Aliquo-
te von 20 mL wurden in die HPLC-Apparatur injiziert. Die Geschwindig-
keitskonstante erster Ordnung f5r den Abbau von 12 betrug
(0.015�0.001) min�1, entsprechend einer Halbwertszeit von 45 min.
Lineare Regression der Datenpunkte f5r die Hydrolyse von 14 ergab
eine Anfangsgeschwindigkeit von (0.48�0.03) mmmin�1, entsprechend
einer Halbwertszeit von 14 h, unter Annahme einer Kinetik erster Ord-
nung. Die Hydrolyse von 6 war ebenfalls langsam, folgte aber einer
komplexeren Kinetik (siehe Hintergrundinformationen).
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