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SARS-CoV-PLP™-Inhibitoren als
mogliche Breitspektrum-Virostatika
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The SARS-CoV-encoded papain-like cysteine protease (PLP™) plays cru-
cial roles in viral replication and maturation processes. It is required to
cleave the precursor polyproteins into functional proteins. Thus, it is
considered to be a promising target for developing specific drugs. For
rational optimization of hit compounds, information about the struc-
ture-activity relationship (SAR) is fundamental. Herein, we characterize
isoindolines as a new class of PLP™ inhibitors.
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A Abb. 1: Replikationszyklus des SARS-CoV-2. A, Vereinfachte Darstellung des Replikations-
zyklus. Nach Bindung des S-Proteins an ACE2 gelangt das Virion in die Zelle und setzt seine RNA
frei. Die RdRp vervielféltigt die RNA, die dann am rauen ER in das Prékursor-pp tbersetzt wird.
Durch PLP™- und MP™-katalysierte Spaltung werden die Virusproteine freigesetzt. Die zusammen-
gesetzten Virionen werden aus der Zelle entlassen. B, SARS-CoV-2-Prakursor-pp und die Restrik-
tionsstellen, an denen durch PLP™ (orange) oder MP™ (blau) geschnitten wird.

B Die SARS-Coronavirus(CoV)-2-Pandemie
tobt auf der ganzen Welt und noch ist kein
Ende in Sicht. Zurzeit sind keine spezifischen
Arzneistoffe zur Behandlung infizierter Pati-
enten zugelassen. Wahrend die meisten Staa-
ten auf flichendeckende Impfungen setzen,
die sich ausschlieBlich auf das Spike(S)-Pro-
tein fokussieren, werden nach und nach meh-
rere ,Escape-Varianten“ mit Mutationen in
diesem S-Protein selektiert. Um dieser Resis-
tenzentwicklung der Viren zu begegnen, ist
es von groBter Bedeutung, weiterhin an den
Grundlagen einer gezielten Arzneimittelthe-
rapie zu forschen. Die hier vorgestellte Arbeit
widmet sich der Entwicklung von small mole-
cules als Inhibitoren einer fiir die Virusrepli-
kation essenziellen Protease [1]. Bei Protea-
sen liegt es nahe, zunachst peptidische Sub-
stratanaloga als Hemmstoffe zu entwickeln.
Diese verfiigen meist jedoch nur {iber eine
geringe Membrangangigkeit, unterliegen
raschem Metabolismus und weisen somit
reduzierte orale Bioverfiigharkeit auf. Daher
liegt der Fokus auf der Entwicklung peptido-
mimetischer oder im Idealfall nicht peptidi-
scher Strukturen.

Replikationszyklus der Coronaviren

Viren sind darauf angewiesen, von Wirtszel-
len repliziert zu werden (Abb. 1A). Dazu
miissen sie ihre Erbinformation in diese
tibertragen. Nach Aktivierung durch die Pro-
teasen transmembrane serine protease type I1
(TMPRSS2), Furin und Trypsin kann
SARS-CoV-2 an seinen Rezeptor, angiotensin
converting enzyme 2 (ACE2), binden und mit-
tels endosomaler Aufnahme in die Wirtszelle
gelangen. Im Lysosom wird nach Aktivierung
durch Cathepsin L eine Membranfusion mit
dem Virus induziert, was in der Freisetzung
von Virusproteinen und der viralen RNA
resultiert (Abb. 1A). Die viruseigene RNA-
abhéngige RNA-Polymerase (RdRp) verviel-
faltigt die RNA. Diese RNA-Kopien werden
durch Ribosomen am endoplasmatischen
Retikulum (ER) in mehrere Priakursor-Poly-
proteine (pp) Ubersetzt. Damit funktionelle
Proteine aus den Polyproteinen freigesetzt
werden, bedarf es zahlreicher enzymatischer
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Spaltungen durch die viruseigenen Cystein-
Proteasen papain-like protease (PLP™) und
main protease (MP™). PLP™ schneidet an drei
Stellen, wiahrend MP™ an elf Restriktionssei-
ten aktiv wird (Abb. 1B). Die freigesetzten
Proteine konnen nun ihre jeweiligen Funk-
tionen tibernehmen sowie zu neuen Virionen
zusammengesetzt werden. Die reifen Virio-
nen werden wieder in den Extrazellularraum
entlassen, wo ein neuer Replikationszyklus
beginnt.

Mogliche Ansétze zur
Arzneistoffentwicklung

Anhand des Replikationszyklus des SARS-
CoV (Abb. 1A) lassen sich Zielstrukturen
(targets) zur Arzneistoffentwicklung ableiten.
Ziel hierbei ist es, virusspezifische Prozesse
zu storen, um moglichst wenige physiologi-
sche Prozesse zu beeinflussen. So soll ein
vertretbares Nebenwirkungsprofil erzielt
werden. Als neue Ansidtze kommen daher

Hemmstoffe des Viruseintritts in die Zelle,

Polymerase- und Protease-Inhibitoren in

Frage:

— Entry-Inhibitoren verhindern den Eintritt
des Virus in die Wirtszelle. Denkbar sind
Inhibitoren der TMPRSS2, Furin und Cas-
pase sowie Liganden des Rezeptors ACE2,
damit das Virion nicht mehr mit seinem
S-Protein binden kann.

- Polymerase-Inhibitoren: Die RdRp ver-
vielfaltigt die virale Erbinformation und ist
virusspezifisch, weshalb hier eine hohe
Selektivitat moglich ist.

- Virus-Protease-Inhibitoren: Die Protea-
sen PLP™ und MP™ sind ebenfalls virusspe-

zifisch und sind daher attraktive Zielstruk-

turen [2].
Die PLP™ ist Teil des nicht strukturgebenden
Proteins 3 (nsp3) und schneidet zwischen
nspl/nsp2, nsp2/nsp3 und nsp3/nsp4
(Abb. 1B). Substrate werden vornehmlich an
einem ,,LXGGJ/XX“—MotiV gespalten. Neben
dieser Aufgabe iibernimmt die PLP™ auch
weitere fiir den Replikationszyklus essenzi-
elle Funktionen. Mit ihrer Deubiquitinase-
Aktivitat moduliert PLP™ auBerdem die Sta-
bilitat von Proteinen und ist an der Regulie-
rung der Immunantwort der Wirtszelle betei-
ligt [3].

Strukturahnlichkeit von SARS-CoV
und SARS-CoV-2 PLP™

Schon bei der ersten SARS-CoV-Pandemie
2002/2003 hat unsere Gruppe an Inhibitoren
der PLP™ gearbeitet. Um an diese Forschung
anzukniipfen, musste zunachst untersucht
werden, inwieweit sich die Proteasen beider
SARS-CoV-Stamme ahneln. Ein alignment
ergab, dass beide Proteasen nahe verwandt
sind (sequence identity 82 %, sequence simila-
rity 90 %), was sich mit einer root mean
square deviation (RMSD) von 1,8 A auch in
der 3D-Faltung beider Proteasen widerspie-
gelt.

Struktur-Wirkungs-Beziehungen von
Benzamid- und Entwicklung von
Isoindolin-Inhibitoren

Ausgangspunkt unserer SAR-Studie war der
Benzamid-Inhibitor (Abb. 2A, 1, [4]).
Zunachst konnte gezeigt werden, dass die
Veranderungen der Benzamidstruktur durch
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Invertierung der Amidbindung zu Benzani-
lid-Derivaten oder durch Substitution des
Phenylrings zum vollstandigen Verlust der
inhibitorischen Aktivitét fiihren. Im Weite-
ren wurde das optimale Substitutionsmuster
des Benzamids unter Einbeziehung sowohl
sterischer als auch elektronischer Effekte
untersucht, wobei sich das 1-Chlorbenzamid-
derivat (Abb. 2A, 2) als einer der potentesten
Vertreter dieser Strukturklasse herauskris-
tallisierte. Essenziell sind ebenfalls Konfigu-
ration und Substitution des Chiralitatszent-
rums: Es werden die (R)-Konfiguration und
ein 1-Naphthylrest bevorzugt.

Mit der Isoindolin-Verbindung (Abb. 2A,
3) konnte ein neues Leitstrukturmotiv fiir
potente PLP™-Inhibitoren entwickelt werden.
Hauptmerkmale sind zum einen die basische
Aminofunktion (berechneter pKa ca. 8,5)
und die Rigidisierung durch Zyklisierung
des Inhibitors. Somit wird der Entropiever-
lust bei Bindung an das Enzym reduziert.
Untermauert wird diese Annahme durch das
Fehlen der Aktivitat beim azyklischen Ana-
logon. Wie bei den Benzamiden sind die (R)-
Konfiguration und der 1-Naphthylrest wich-
tige Strukturmerkmale. Im Gegensatz dazu
fihrt die Einfiihrung der 4-Methylgruppe
(analog der 1-Methylgruppe am Benzamid-
gerlist) oder anderer Substituenten am Iso-
indolinring zu einer Verringerung der Akti-
vitat.

Molekulare Dockingstudien

Mithilfe von computergestiitzten Studien
konnte der Bindemodus der Benzamide als
auch der Isoindoline postuliert werden

Hier steht
eine Anzeige.
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A Abb. 2: Ansétze zur Optimierung der Hemmstoffe und postulierte Bindemodi. A, Ausgehend
von 1 wurden die Benzamid- und Isoindolinderivate 2 und 3 entwickelt. B und C, Berechnete Bin-
demodi von 2 (B, PDB-ID 3E9S) und 3 (C, PDB-ID 40W0) im Komplex mit SARS-CoV-PLP™.
Docking-Abbildungen wurden mit PyMOL generiert.

(Abb. 2B, C). Dafiir wurden zwei Kristall-
strukturen der SARS-CoV-PLP™ fiir geladene
bzw. ungeladene Liganden als Grundlage
verwendet [4-6].

Wie bei Inhibitor 1 adressieren die Naph-
thylreste beider Inhibitorklassen die hydro-
phobe S4-Bindetasche, gebildet von Pro248,
Pro249 und Tyr269. Das Benzamid- und das
Isoindolinstrukturelement finden in der
S3-Bindtasche zwischen Leu163, Tyr265 und
Tyr274 Platz. Die (R)-Konfiguration wird
bevorzugt, da Tyr265 aufgrund sterischer
Hinderung eine Bindung der (S)-konfigurier-
ten Methylgruppe erschwert. Zusétzlich 1dsst
sich eine fiir die inhibitorische Wirkung
essenzielle ionische bzw. polare Wechselwir-
kung der positiven Aminogruppe der Iso-
indoline bzw. der Amidgruppe der Benzami-
de mit Asp165 beobachten.

Ubertragung der SARS-CoV-Daten auf
SARS-CoV-2

Um experimentell zu untersuchen, ob die mit
SARS-CoV-PLP™ erhaltenen Testergebnisse
auf die homologe Protease des SARS-CoV-2
ibertragen werden konnen, wurde diese
rekombinant exprimiert und isoliert. Wie
aufgrund der strukturellen Verwandtschaft
beider Enzyme zu erwarten und zu erhoffen,
liegen die Aktivitdten bei beiden Proteasen
im gleichen GroBenbereich. Zusétzlich wur-
den Daten zur antiviralen Aktivitat an SARS-

CoV-2 infizierten Vero-6-Zellkulturen und
zur Toxizitat erhoben. Die Aktivitaten liegen
im niedrigen mikromolaren Bereich und mit
Selektivitdtsindices (SI) von 50-200 treten
erst bei deutlich hoheren Konzentrationen
toxische Effekte auf.

Ausblick

Durch unsere Forschungsarbeit konnten
nicht peptidische, antiviral wirksame
Inhibitoren der PLP™ von SARS-CoV und
SARS-CoV-2 und deren essenzielle Wechsel-
wirkungen mit den Zielenzymen identifiziert
werden. Mit Inhibitor 3 wurde fiir die neue
Hemmstoffklasse der Isoindoline ein Vertre-

ter gefunden, der durch die gute Wirksam-
keit gegen die PLP™ beider Virusvarianten,
die antivirale Aktivitat in Zellassays und die
niedrige Zytotoxizitat einen vielversprechen-
den Startpunkt fiir die weitere Entwicklung
zu potenten PLP™-Inhibitoren mit moglicher-
weise Breitspektrumwirkung darstellt. B
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