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{67) Die Erfindung dient der Entwicklung, Herstellung und Anwendung von hochwirksamen, reversiblen Inhibitoren
zur Hemmung unerwiinschter Aktivitéit von Enzymen, die im Zuge ihrer katalytischen Einwirkung auf Substrate
Esterbindungen spalten und kniipfen sowie Peptidbindungen spalten, isomerisieren und synthetisieren kénnen. Die
Erfindung bezieht sich auf Peptidylammonium- (bzw. amino-) methylketone der allgemeinen Formel

Ry—CO~-CH,—Ry/X,

Ziel der Erfindung ist die Bersitstellung eines leicht anwendbaren Verfahrens zur Kontrolle der Aktivitit von Enzymen
in deren gereinigter Form, sowie in normalen und pathologisch veranderten Kérperfliissigkeiten, Organen, Geweben,
Zellen sowie Zellkulturen menschlicher, tierischer, mikrobieller, viraler Herkunft sowohl in vitro als auch in vivo und
zur synthetischen Gewinnung der Inhibitoren. Dabei kann der Rest R,—CO stehen fiir a-Aminosaure- oder
N-geschiitzte a-Aminoséurereste, N-geschiitzte Peptidylreste oder N-ungeschiitzte Peptidylreste, wobei diese
N-Schutzgruppen Alkoxycarbonyl, Aralkoxycarixonyl, Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroy,
Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl,
a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Gruppierungen bzw. gemeinsam mit dem Stickstoffatom gebildete cyclischo
Amide darstellen kdnnen, oder aliphatische, verzweigte, aromatische sowie aromatische und substituierte und
heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl,
Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl, Aryl sulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl,
a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyt Gruppierungen sein kénnen. R, kann stehen ilir primére oder sekundére Amine
(einschlieBlich von C-terminal geschiitzten und ungeschiitzten Aminosauren und Peptiden auRer Prolin in N-terminaler
Position) und tertiére aliphatische oder aromatische, verzweigte oder heter-.cyclische substituierte und unsubstituierte »
Amine (wie 2,B, Methylamin, Dimethylamin, Trimethylamin, Pyridine oder Sarcosin, N-Methylalanin, Aziridincarbonsiure,
Azetidincarbonséure, Dgh'ydroprolin, N-Methylprolin, Aminobenzoesiure, Nicotinsiure, Isonicotinséure, Ctinolinséure,

die ebenfalls an ihren CavLoxylfunktionen durch Peptide oder Schutzgruppen verléngert sein kénnen), R, Lann positiv
geladen sein, Xy (n=1, im Falle positiv geladener Reste R) kann stehen fiir F—, CI—, Br—,J, CF3€00—, BF4~, N3~ und
andere negativ geladene lonen, Die Erfindung ist fiir die Medizin, Im munbiochemie und die pharmazeutische Industrie zur
Anwendung als Diagnostika, Therapeutika oder Pharmaka von Bedeutung,
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Patentanspruch:

1. Verwendung von neuen, reversibel wirkenden Inhibitoren ftir Enzyme, die im Zuge ihrer
katalytischen Einwirkung auf Substrate Esterbindurigen und Peptidbindungen spalten,
isomerisieren sowie kniipfen konner.. zur Hemmung der katalytischen Aktivitat und als Diagnostika
dieser Enzyme, gekennzeichnet durch Verbindungen der allgemeinen Formel |

Ry~CO-CHRy/X,

in der der Rest R—CO fiir a-Aminoséure- oder N-geschiitzte a-Aminoséurereste, N-geschiitzte
Peptidylreste oder N-ungeschiitzte Peptidylreste, wobei die N-Schutzgruppen Alkioxycarbonyl,
Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl,
‘Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl, monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl,
a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoy! Gruppierungen bzw. gemeinsam mit dem Stickstoffatom
gebildete cyclische Amide darstellen kdnnen, oder aliphatische, verzweigte, aromatische sowie
aromatische und substituierte und heterocyclische Acylreste wie Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl,
Cycloalkylcarbony!, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyi;Alkylsulphonyl, Arylsulphonyl,
Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoy! Gruppierungen sein
kénnen und R, flir primére oder sekundére Amine, einschlieBlich von C-terminal geschitzten und
ungeschiitzten Aminoséuren und Peptiden aufler Prolin in N-terminaler Position, und tertiére
aliphatische oder aromatische, verzweigte oder heterocyclische substituierte und unsubstituierte
Amine (wie z. B. Methylamin, Dimethylamin, Trimethylamin, Pyridine oder Sarcosin, N-
Methylalanin, Aziridincarbonséure, Azetidincarbons#ure, Dehydroprolin, N-Methylprolin,
Aminobenzoesaure, Nicotinséure, Isonicotinséure, Chinolinséure, die ebenfalls an ihren
Carboxylfunktionen durch Peptide oder Schutzgruppen verlangert sein kénnen, wobei R; positiv

" geladen sein kann, sowie X, n = 1im Falle positiv geladener Reste R fiir F~, CI™, Br™,J”, CF,CO0~,
BF,~, N3~ und andere negativ geladene lonen steht. )

2. Verfahren zur Beeinflussung der Aktivitat von Enzymen, dieim Zuge ihrer katalytischen Einwirkung
auf Substrate Esterbindungen und Peptidbindungen spalten, isomerisieren sowie knlipfen kénnen,
gekennzeichnet durch die Verwendung von Verbindungen der aligemeinen Formel | als Inhibitor
des jeweiligen Zielenzyms.

3, Verfahren zur Herstellung diagnostisch, therapeutisch und pharmakologisch einsetzbarer
Inhibitoren fir Enzyme, dadurch gekennzeichnet, daB ihre Darstellung ausgehend von R-CO-CHZ-Y,
wenn Y gleich Cl, Br, bzw. J ist, vorzugsweiso durch Einfithrung der substituierten Aminofunktion
(R,) durch die Zugabe von primérem, sekundédrem, tertidrem Amins, substituierten Pyridins oder
eines basischen stickstoffhaltigen Heterocyclen in Aceton bei Raumtemperatur oder wenn Y gleich
N, ist, durch Versetzen des Ammoniumsalzes der Diazoverbindung in absolutem Ethanol unter
RiickfluR erhitzt wird, zum gewlinschten Peptidylammonium- (bzw. amino-) methylketon der
allgemeinen Formel | erfolgt.

4. Verfahren zur Herstellung neuer, reversibel wirkender Inhibitoren fiir Enzyme nach Anspruch 1,
gekennzeichnet dadurch, daB diese oder pharmazeutisch formulierte Komplexe zur hochaffinen,
reversiblen Hemmung der katalytischen Aktivitat von Eiizymen in ihrer gereinigten Form oder in
normalen und pathologisch veranderten Kdrperflissigkeiten, Organen, Geweben, Zellen sowie
Zellkulturen menschlicher, tierischer, mikrobieller, viraler Herkunft als Diagnostika, Therapeutika
oder Pharmaka zur Anwendung gelangen.

Anwendungsgebiet der Erflndung

Die Erfindung betrifft dia Entwicklung von hochaffinen, reversibel wirkenden Inhibitoren fir Enzyme, die im Zuge ihrer
katalytischen Elnwirkung auf Substrate Esterbindungen und Peptidbindungen spalten, isomerisieren sowie knipfen kénnen.
Neben Proteasen die In extensive, unspezitische Proteolyse einbezogen sind, was letztlich den Abbau von Proteinen zu
Aminosauren bewirkt, kennt man regulatorische Proteasen, die an der Funktionalisierung von endogenen Peptidwirkstoffen
beteiligt sind (KIRSCHKE, H., LANGNER, J., RIEMANN, S., WIEDERANDERS, B., ANSORGE, S. and P. BOHLEY, Lysosomal
cysteine proteases. Excerpta Medica {Ciba Foundation Symposium 76), 16 (1980}; KRAUSSLICH, H.-G., and E. WIMMER, Viral
Proteinases. Ann. Rev. Biochem. 67, 701 [1987)).

Insbesondere im Zusammenhang mitder Neuropeptidforschung sind vor kurzem eine Relhe solcher sogenannten Konvertasen,
Signalpeptidasen oder Enkephalinasen entdeckt worden (GOMEZ, S., GLUSCHANKOF, P., LEPAGE, A,, MARRAKCHI, N., and P,
COHEN, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 6468 {1988]). .
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Aufgrund der Héufigkeit des Vorkommens der Aminosture Prolin in einer Vielzahl van Peptidhormonen wird fir
prolinspezifische Peptidasen eine den Signalpeptidasen analoge Funktion diskutiert (YARON, A., The Role of Proline in the
Proteolytic Regulation of Biologically Active Peptides. Biopolymers 26, 215 [1987]; WALTER, R., SIMMONS, W.H., andT.
YOSHIMOTO, Proline Specific Endo- and Exopeptidases. Mol. Cell. Biochem. 30, 111 [1980]). :
Dabei hat die Aminosaure Prolin in diesen Peptiden zwei Funktionen: Sie bestimmt durch ihre besondere Struktur die
Konformation der Peptide, und sie schiitzt diese Peptide vor Abbau durch unspezifische Proteasen (KESSLER, H., Konfermation
und biologische Wirkung von cyclischen Peptiden. Angew. Chem. 94, 609 [1982]). Insbesondera fiir die nach dem Prolin
spaltenden Peptidasen Prolyl Endopeptidase (PSE oder PPCE) und Dipeptidy! Peptidase IV (DP IV) konnten Beziehungen
2wischen-natiirlichen Substraten und selektiver Spaltung wahrscheinlich gemacht werden, u.a. durch:

- Aktivierung von Substanz P und DP IV

~ Metabolismus von TRH durch PSE und DP IV

~ Konvertierung von Promellitin zu Mellitin

- Funktionalisierung des Hefe-Pheromon a-Faktors

— Inaktivierung der a-Fibrinkette durch DP IV

- Metabolisierung der 8-Casomorphine durch PSE und DP IV.
inhibitoren derartiger Enzyme dienen dazu, deren unerwiinschte Aktivitét in verschiedenen pathologischen Zusténden, bei
Fermentationsprozessen in der Lebensmittelindustrie, unter Laborbedingungen wirksam zu unterdriicken. .
Die erfindungsgeméBen Verbindungen wirken u. a. auf die Aktivitiitvon Peptidhydrolasen (Proteasen, Proteinasen, Peptidasen),
Lipasen, Esterasen, Synthetasen, Transacylasen, Isomerasen, die sowohl kovalente als auch nichtkovalente Zwischenprodukte
mitihren Substraten wihrend der Katalyse bilden und 2ur Auspréigung threr Aktlvitiit katalytisch aktive Serin-, Cystein- oder
Asparatatreste enthalten oder mit Hilfe von Metallionen katalytisch wirksam sind.
Die erfindungsgemiRen Verbindungen sind zur Anwendung als Pharmaka bei der Therapie verschiadener Erkrankungen in der
Humanmedizin, Veterinirmedizin, Pharmakologle, als Feinchemikalien in der Biotechnologis, Biochemie, Immunbiochemie,
Molekularbiologie, Genetik, Pharmazie, Lebensmittelindustrie und fiir die pharmazeutische Industrie gesignet.

Charakteristik der bekannten technischen L3sungen

Die selektive Hommung von Enzymen (insbesondere von Peptidhydrolasen) zu therapautischen, wissenschaftlichen und
technischen Zwecken gelingt bisher insbesondere durch den Einsatz reversibler natdrlicher Inhibitoren, die durch langwierige
Verfahren aus mikrobiellem, tierischem und pflanzlichem Material Isoliert werden missen (KATUNUMA, N., H. UMEZAWA and
H. HOLZER, Hrsg., Proteinase Inhibitors. Springer-Verlag, Berlin {1983]), sowle durch synthetische Substanzen, wie z.B. durch
Statinpeptide, Haloenollactone, Peptidboronséuren und Peptidaldehyde (SANDLER, M., and H.J. SMITH, Hrsg., Design of
Enzyme Inhibitors as Drugs. Oxford University Press, Oxford {1989)).

Um eine selektive Inhiblerung zu erreichen, miissen oft sehr aufwendige synthetische 'verfahren zur Anwendung gebracht
werden. So erfolgt die Synthese eines immunsuppressiv wirksamen Inhibitors des Cyclophilins durch verlustreiche
Kondensation von vier Struktursegmenten zu einem 23gliedrigen Ringsystem (STINSON, S., Chem. Eng. News. 67, 6,29 (1989)).
Andererseits besitzen verschiedene Inhibitoren, wie Peptidylhalomethylketone, Peptidaldehyde, Peptidyl-N-Nitrosamide
aktivierte Carbonyl- bzw. Methylengruppen, die die Stabilitét der Verbindungen in biologischem Material stark einschréinken und
dariiber hinaus unspezifisch u.a, sehr mutagen wirken (Methode in Enzymology, Bd. XLVI, Aacademic Press, New York [1977);
FITTKAU, S., JAHREIS, G., PETERS, K., and L. BALSPIRI, J, Prakt. Chem. 328, 529 {1986)).

Daraufhin wurde von uns ain leicht anwendbares, robustes Verfahren entwickelt, das zur spezifischen Hemmung der
katalytischen Aktivitét von Peptidhydrolasen fihrt, die wiihrend threr Funktion keine C-terminal freien Carboxylgruppen im
Substrat benBtigen und katalytisch wirksame Serin- oder Cysteinreste enthalten (FISCHER, G., DEMUTH, H.-U,, and A, Barth, A,,
DD 158109 [1982]).

Mit Verbindungen vom Typ der Diacy! Hydroxylamine gelingt die selektive Inhibierung von Serin- und Cystsinproteasen
(DEMUTH, H.-U., Recent Developments in Inhibiting Cysteine and Serine Proteases, J. Enzyme Inhibition, 3, 249 (1990)). Dabei ist
die Inhibierung prolinspezifischer Enzyme vergleichbar unzureichend (DEMUTH H.-U., NEUMANN, U,, and A, Barth, J. Enzyme
Inhibition, 2,239 [1989]). ’

Bei diesen Enzymen gelingt eine erfolgreiche Kontrolle der Enzymaktivitét durch reversible Inhibitoren, die u.a. allerdings
Aldehydgruppen enthalten, die als unspezifisch reaktiv bekannt sind (TSURU, D., YOSHIMOTO, T., KORIYAMA, N., and
S.FURUKAWA, Thiazolidine Derivatives as Potent Inhibitors Specific for Prolyt Endopeptidase. J. Biochem. [Tokyo] 104, 580
[1988)).

2lel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, hochwirksame, reversible Inhibitoren fiir die Hemmung der Aktivitit von Enzymen
(vorzugsweise Proteinasen, Peptidasen, lsomeraser, Esterasen, Synthetasen, Transacylasen) auf der Base von N-substituierten
Peptidylammonium- (bzw. amino-) methylketonen zur Verfigung zu stellen, die sich als leicht herstellbare, hydrolytisch sehr
stabile, hochwirksame und selektiv wirkende Substanzen durch Variation sowohl des Peptidylrestes als auch der
N-substitulerten Gruppierungen zweckgebunden, zur graduellen Abstufung ihrer Stabilitat, Applizierbarkeit, Bioverfigbarkeit
und inhibitorischen Potenz insbesondere in der medizinischen Theraple und Diagnose einsetzen lassen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

DerErfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue reversible Inhibitoren fiir Enzyme (insbesondere Peptidhydrolasen) vom Typ der
N-substituierten Peptidylammonium- {bzw. amino-) methylketone zu entwickeln, die sich leicht herstellen lassen und durch
folgende Vorteile auszeichnen:
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. Einfache Molekiilstruktur
. Leichte synthetische und damit billige Zugénglichkeit .
. Féhigkelt durch einfachste Strukturvariationen hohe Selektivitét zu erzielen
. Fahigkeit durch geeignete Wahl der Substituenten .
a) die Lebensdauer der Verbindungen
b) die Bioverfiigbarkeit der Verbindungen
¢) die Transportierbarkeit der Verbindungen
zu beeinflussen
5. Universellere Anwendbarkeit auf verschiedene Enzymklassen, nicht nur auf Proteasen, die Cystein- und Serinreste zur
Katalyse bendtigen.
8. Fahigkeiten durch bestimmte N-und C-terminale Peptidsequenzen bzw. andere Reste eine sehr hohe Spezifitét zu erreichen.
Diese Eigenschaften werden erfindungsgeméR durch Verbindungen (bzw. Salze) der aligemeinen Formel |

Ry-CO-CHz-Ry/X,

erfiillt, wobei der Rest Ry~CO steht fiir:
- a-Aminos#ure- oder N-geschiitzte a-Aminosiurereste
— N-geschiitzten Peptidylrest oder N-ungeschiitzten Peptidylrest, wobel diese N-Schutzgruppen Alkoxycarbonyl,
Aralkoxycarbonyl, Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl,
Arylsulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnamoyl, a-Aralkoxycarbonylaminoatkanoyl Gruppierungen baw,
gemeinsam mit dem Stickstoffatom gebildete cyclische Amide drstellenkénnen
- aliphatische, verzweigte, aromatische sowle aromatische und substituierte und heterocyclische Acylreste wie
Aralkoxycarbony}, Alkanoyl, Cycloalkylcarbonyl, Aralkanoyl, Aroyl, Heterocyclylcarbonyl, Alkylsulphonyl,
Arylsulphonyl, Monoaralkylcarbamoyl, Cinnarioyl, a-Aralkoxycarbonylaminoalkanoyl Grupplerungen
Rpstehtfiir; — primére oder sekundére Amine {einschlicBlich von C-terminal geschiitzten und ungeschitzten Aminos#uren)
Peptiden (auBer Prolin in N-terminaler Position) und tertidre aliphatische oder aromatische, verzweigte oder
heterocyclische substituierte und unsubstitulerte Amine (wie z.B. Methylamin, Dimethylamin, Trimethylamin,
Pyridine oder z.B. Sarcosin, N-Methylalanin, Aziridincarbons#ure, Azetidincarbons#ure, Dehydroprolin,
N-Methylprolin, Aminobenzoes#ure, Pyridin, Nicotinséure, Isonicotinséure, Chinolinsiure, die ebenfalls an
jhren Carboxylfunktionen durch Peptide oder Schutzgruppen verléingert seinkdnnen)
— erkann positiv geladen sein
X, (n = 1,im Falle positiv geladener Reste R) steht filr:
- F~,CI-,Br-,J~,CF;,C00~, BF,~, N3~ und andere negativ geladene lonen.

1
2
3
4

In wéBrigen Lésungen (wie z.B. biologischen Fliissigkeiten) besitzen diese Verbindungen aufgrund der quartéren
Stickstoffstruktur wenn R, ein tertisres Amin ist (bzw. wenn R, in sekundires oder prim#res Amin ist, wegen des fiir diese Amine
relativ hohen pKa-Wertes) eine positive Ladung am Stickstoffatom, die durch Elektronenzug ber die Methylengruppe die
Carbonylaktivitét der Ketogruppe erhdht, wodurch die Wechselwirkungen zwischen katalytischen Gruppen des Zielenzyms (und
damit die Affinitét zwischen Inhibitor und Enzym) verstérkt werden.

Bel der Einwirkung der wi#Brigen L&sung eines Stoffes der allgemeinen Formel | mit solchen Resten R, und Ry, die von dem
betreffenden Zielenzym als substratanaloge Strukturen erkannt werden, auf das betreffende, im Isolierten Zustand oder in
blologischem Material befindliche Enzym, wird eine zeltabh#ingige Inhiblerung der Enzymaktivitiit unter Bedingungen erzlelt, die
for die bliche Wirkungsauspréigung der Enzymaktivitét charakteristisch sind und dabel von der Inhibitorkonzentration und der
Struktur der Reste R, und R; abhéingig ist.

Die erfindungsgem&Ren Verbindungen entfalten ihre Wirkungen derart, daB nach diffusionskontrollierter Bindung der
Inhibitoren an das Zielenzym eine Konformationsénderung des Enzyminhibitorkomplexes unter Ausbildung verénderter,
wesentlich stabilerer Wechselwirkungen zwischen Enzym und Inhibitor erfolgt und nur eine sehr geringe Restaktivitét erhalten
bleibt. .

Diesen Typ der Inhibierung bezeichnet man als slow-binding Inhibierung (SCULLEY, M.J., and J.F. MORRISON, Biochem.
Biophys. Acta 874, 44 [1986)).

Inhibitoren der allgemeinen Formel zeichnen sich durch hohe Abbaustabilitat in wiRrigen Losungen aus. Weder Inkubation in
wiBriger Pufferlsung bei 30°C noch Inkubation von Inhibitor mit Enzym lieB nach 24h eine Strukturverénderung des Inhibitors
{enzymatisch oder nichtenzymatisch) im Vergleich mit frisch bereiteter Inhibitorlésung erkennen {HPLC), Dabel kommen
folgende neue Syntheseverfahren zur Anwendung:

1.Variante

Die Darstellung der entsprechenden Ammonium-, bzw. Aminomethylketonen erfolgt aus den analogen Methylketonen der
allgemeinen Formel R,-CO-CH,™-Y (Y = Cl, Br, J) unter Zugabe von primérem, sekundérem, tertidrem Amins, substituierten
Pyridins oder eines basischen stickstoffhaltigen Heterocyclen (Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie
Stickstoffverbindungen il und ll, , Quartére Ammoniumverbindungen® Band XI/2, Moller, E., Hrsg., Georg Thieme Verlag
Stuttgart [1958]). Die ndtigen synthetischen Operationen for die Bereitstellung des Restes R,—CO-CHz-Y erfolgt nach den dafiir
iiblichen peptidchemischen Methoden (WUNSCH, E., Synthese von Peptiden, Houben-Weyl, Band 16/1, Methoden der
organischen Chemie, Milller, E., Hrsg., Georg Thisme Verlag Stuttgart [1974); FITTKAU, S., JAHREIS, G., PETERS, K., and L.
BALSPIRI, J, Prakt. Chem, 328, 529 [1986]).

2.Varlante

Der azide Wasserstoff einer nichtquartiren Ammoniumgruppe I8t sich mit Hilfe alipathischer Diazoverbindungen gegen
Alkylreste austauschen. Vergleiche die Phenacylierung von Pyridin und #hnlichen Heterocyclen zu Diazoacetophenon (KING,
L.C., and F.M. MILLER, J. Am. Chem. Soc, 70, 4146 [1968]). Dabei wird das Ammoniumsalz mit der Diazoverbindung in absolutem
Ethanol elne Stunde unter RickfluB erhitzt, danach etwas Wasser zugesetzt und der Reaktionsansatz mit Aktivkohle entférbt.
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Das sich beim Abkihlen der Lésung absetzende Produkt wird aus einem geeigneten Lésungsmittel kristallisiert.

Die nétigen synthetischen Operationen fir die Bereitstellung des Restes R,~CO-CH=N, erfolgt ebenfalls nach den dafiir Uiblichen
peptidchemischen Methoden (WUNSCH, E., Synthese von Peptiden, Houben-Weyl, Band 15/T, Methoden der organischen
Chemie, Miiller, E., Hrsg., Georg Thieme Verlag Stuttgart (1974]; FITTKAU, S., JAHREIS, G., PETERS, K., and L. BALSPIRI, J. Prakt.
Chem. 328, 529 [1986]). :

Die erfindungsgem4B erhaltenen Peptidylammonium- (bzw. amino-) methylketone entsprechend der allgemeinen Formel l oder
deren pharmazeutisch anwendbaren Formulierungskomplexe kénnen als Inhibitoren zur Hemmung der katalytischen Aktivitét
von Enzymen wie Proteinasen, Peptidasen, Lipasen, Esterasen, Synthetasen, Transacylasen, Isomerasen in deren gereinigter
Form als auch in normalen und pathologisch verénderten menschlichen oder tierischen Kérperfliissigkeiten, Organen und
Geweben sowie Zellen und Zellkulturen, viraler, mikrobieller, tierischer oder pflanzlicher Herkunft sowohlinvitro als auchin vivo
hemmen und damit als hochwirksame Diagnostika, Cytostatika, Immunsuppressiva, Anti-Tumorpharmaka, antivirale Pharmaka,
Antl- HIV-1-Pharmaka bzw. generell als Therapeutika bei Stoffwechsel- oder Regulationsprozessen zum Einsatz kemmen, bel
denen unerwilnschte Aktivitit oben naher spezifizierter Enzyme pathologische Veréinderungen im jeweiligen Organismus
induzieren,

Buispielsweise reduziert die orale als auch die intraperitoneale Gabe von Inhibitoren der Prolylendopeptidase an Ratten und
Méuse die Enzymaktivititim Gehirn der Versuchstiere. Bei Tieren in denen kiinstliche Amnesie mittels Scopolamin erzeugt wird,
kann dieser Zustand durch orale Verabreichung von Inhibitoren wieder aufgehoben werden (YOSHIMOTO, T., KADO!, K.,
MATSUBARA, F., KORIYAMA, N., KANETO, H., and D. TSURU, Specific Inhibitors for Prolyl Endopeptidase and their Anti-
Amnesic Effect. J. Pharmacobio-Dyn. 10, 730-735 [1987]; TSURU, D, YOSHIMOTO, T., KORIYAMA, N., and S. FURUKAWA,
Thiazolidine Derivatives as Potent Inhibitors Specific for Prolyl Endopeptidase, J”Biochem, [Tokyo) 104, 580-586 {1988);
HIGUSHI, N.. SAITO, M., HASHIMOTO, M., FUKAMI, J., and T. TANAKA, Preparation of Pyrrolidine Amide Derivatives as PSE
Inhibitors for the Treatment of Amnesia. Chem. Abs. 107 [17]: 164236w [1987]).

Ausfihrungsbelspiele

Belsplel 1
Die in den Beispielen 3 und 4 verwendeten Inhibitoren wurden nach folgender allgemeiner Vorschrift dargestelit.

Z-Phe-Ala—CH-N"*(CH,); CI~, MW: 461,99

2,3g Z-Phe-Ala-Chlormethylketon {5,7mmol) werdenin 10mi absolutem Aceton geldst und auf —40°C abgekilhit. Dazu gibt man
ca. 1mi (11,9mmol) ebenfalls auf ~40°C abgekihltes wasserfreies Trimethylamin.

Das ReaktionsgefiB wird luftdicht verschlossen und bei Raumtemperatur 3 Tage unter gelegentlichem Schiitteln stehen
gelassen. Danach wird das L&sungsmittel sowie nicht umgesetztes Trimethylamin im Vakuum abgetrennt. Der Rilckstand wird
in Chloroform/Methanol (9:1, v/v) aufgenommen und an Kieselgel 60 getrennt. Man eluiert zu Beginn mit demselben
Lésungsmittelgemisch, nach Abtrennen unpolcrer Nebenprodukte elulert man das Produkt mit reinem Methanol. Das weiRe,
hygroskopische Produkt enthdit noch Trimethylamin (NMR). Deshalb muB das Rohprodukt an Sephadex G 10 in H;0 oder an
Sephadex LH20 in Methanol rechromatographiert werden.

Das Endprodukt wird zur Aufbewahrung lyophilisiert. Ausbeute: 1,29 {2,6mmol) = 46,6% der Theorle.

Die weiBe, hygroskopische Verbindung ist harvorragend wasserldslich. TLC an Kieselgelplatten (n-Butanol, H,0, Eisessig,
Essigester: 1/1/1/1) Rf = 0,61

FAB-MS: 427,2 (M + 1)

RP-HPLC (TSK Ultropak 3000): Gradient H,0/Acetonitril 15-86 in 35min

FluBgeschwindigkeit 0,5ml/min, tg = 21 min 30s

Drehwert: +66,8, ¢ = 1 (Methanol)

Belsplel 2

Z-Pro-Pro-CH,-Pyridinium* CI~, MW: 457,91

19 Z-Pro-Pro-CH,-Cl (2,64 mmol) werden in 10mI Aceton geldst. Dazu gibt man 0,5 ml Pyridin und 148t die Reaktionsmischung
3 Tage bei Raumtemperatur stehen. Lésungsmittel und nicht umgesetztes Pyridin werden im Vakuum abgetrennt und der
Reaktionsansatz In Essigester/Wasser aufgenommen. Der Essigester wird 3mal mit H,0 extrahlert. Die wiiBrige Phase wird
zweimal mit Essigester reextrahiert, Die wiiRrige Phase wird im Vakuum eingeengt, lyophylisiert und an Sephadex G 10 bzw.
Sephadex LH20 {vergl. Beispiel 1) chromatographiert.

Beisplel 3

Prolylendopeptidase (aus Flavobacterium meningosepticum) wurde unter Verwendung von Z-Phe-Ala-Ci '~N* (CHa)s
reversibel gghemmt.

Die Reaktionslsung enthielt 40mM Natriumphosphatpuffer pH 7,6 {lonenstérke = 0,126; eingestelit mit KCI) ud 0,601 mM
Gly-Pro-Pro-pNA als Substrat.

Die Inhibitorkonzentration wurde im Bereich von 37 pM bis 1,1 mM variiert.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von Enzym (3,9nM) zum Reaktionsgemisch gestartet und bei 30°C durchgefiihrt. Das
Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes betrug 2,55ml.

Durch die zeitabhéingige Inhibierung des Enzyms nimmt graduell seine Aktivitét gegeniiber dem im MeRansatz befindlichen
Substrat ab. Dabei verringert sich die enzymatische Freisetzung an p-Nitroanilin, dessen zeitabhiingige Konzentrationséinderung
spektralphotrometrisch verfolgt werden kann, Die dabei gewonnenen Daten (Extinktions-Zeit-Wertepaar) wurden der
numerischen Analyse zugefiihrtund entsprechend einem Modell fidr slow-binding-inhibition ausgewerte:{ WVORRISON, J.F. and
WALSH, Adv. Enzymol. 61, 201 [1988}).

Dabel wurde unter den obigen Bedingungen ein Gesamt-Ki-Wert von 70uM ermittelt.

Die Halbwertszeit der Inhibitoranlagerung betrégt 8min.
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Beispiel 4
Prolylendopeptidase (aus Flavobacterium meningosepticum) wurde unter Verwendung von Z-Pro-Pro-CH-N* {CH,), analog
Beisplel 3 reversibel gghemmt.
Dabei wurde die Inhibitorkonzentration im Bereich von 1,2uM bis 26 uM variiert. Die Enzymkonzentration betrug 9,9nM und die
Substratkonzentration 0,501 mM. .
Dabei wurde ein Gesamt-Ki-Wert von 68nM ermittelt,
Die Halbwertszeit der Inhibitoraniagerung betréigt 1,9 min. s
Verlingerte Inkubation von Enzym und Inhibitor (12 Stunden) verinderten das RP-HPLC Chromatogramm unter folgenden
Bedingungen nicht: S&ule RP-8, HP; Eluent Acetonitril/KH,PO, (0,2 M) 45/66 (v/v); Elutionsgeschwindigkeit 0,6 ml/min;
homogener Peak nach 7min 10sec.

Belsplel 5

Prolylendopeptidase (aus Flavobacterium meningosepticum) wurde unter Verwendung von Z-Pro-Pro-CHg-Pyridinium*Cl~
analog Beispiel 3 und 4 reversibel gghemm*. )

Dabsiwurde die Inhibitorkonzentration im Bereich von 0,1 tM bis 1,6 uM variiert. Die Enzymkonzentration betrug 9,9nMund die
Substratkonzentration 1,40nM.

Dabei wurde ein Gesamt-Ki-Wert von 2nM ermittelt.

Die Halbwertszeit der Inhibiterbindung betréigt 3min,
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