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I

"Quand tu veux construire un bateau, ne commence pas par rassembler du
bois, couper des planches et distribuer du travail, mais reveille au sein des

hommes le desir de la mer grande et large."

Antoine de Saint-Exupéry
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1. ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

1.1. Arbeitshypothese

Es sollen die Hemmeigenschaften von sechs halogenierten Benzimidazol- und
Benzotriazol-Derivaten auf die Entwindungs-Reaktion von
Nukleosidtriphosphatase(NTPase)/Helikasen untersucht werden. Benzimidazole und
Benzotriazole sind Aromaten, die wie die Purin-Basen, als kondensierte Funfringe
vorliegen. Sie haben basische Eigenschaften und kénnen, durch Verbindung mit Pentose,
Bestandteile von Nucleosiden sein. Diese Molekiile dhneln in ihrer Struktur und in ihren
chemischen Eigenschaften den Purin-Bestandteilen der Nucleotidtriphosphate

Adenosintriphosphat (ATP) und Guanosintriphosphat (GTP).

Es wutden drei virale Enzyme der Superfamilie 2 (SF2) der NTPase/Helikasen, des
Hepatitis C Virus (HCV), des West Nil Virus (WNV), des Japanischen Enzephalitis Virus
(JEV), und ein menschliches Enzym, die mitochondriale NTPase/Helikase Suv3 (Al -159),
die der SF1 angehort, ausgewihlt.

AnschlieBend sollen die Eigenschaften der Verbindungen auf die bisherigen
Forschungsergebnisse zur Nucleotidbindung an N'TPase/Helikasen bezogen werden und
eine Aussage tber eine mogliche Bindung an eine vermutete allosterische, bisher nicht
identifizierte, zweite nucleotidbindende Stelle der N'TPase/Helikasen getroffen werden.
Dazu sollen erginzende kinetische Studien mit eventuellen Inhibitoren zum Vergleich von

ATP bindenden Stellen veranlasst werden.
1.2. Fragestellung

1. Witd die HCV-NTPase/Helikase gechemmt?

2. Gibt es Unterschiede der Inhibitorkonzentration, bei der eine halbmaximale Hemmung
des Enzyms stattfindet (IC,):

2.1. - unter den Enzymen?

2.2. - durch den Einsatz von RNA- oder DNA-Substrat?

2.3. - durch Vorinkubation mit dem Enzym oder dem Substrat?

3. Hat der Inhibitor Einfluss auf die ATPase-Aktivitit der N'TPase/Helikasen?

4. Lassen sich durch Vergleich mit anderen Enzymen, die zuvor durch die Compounds
gechemmt werden konnten, Riickschlisse auf Struktur und Funktionsweise der

N'TPase/Helikasen ziehen?



2. EINLEITUNG

2.1. Historischer Kontext

Das Hepatitis C Virus wurde 1989 als haufigster Erreger der posttransfusionellen und
sporadischen non-A-non-B Hepatitis identifiziert [1,2]. Die HCV Infektion fithrt zu akuter
oder in 85% zu chronischer Hepatitis und kann zu Leberzirrhose und hepatozellulirem
Karzinom fihren [3-5]. Sie betrifft nach Schitzungen der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) gegenwirtig mehr als 3% der Weltbevélkerung, etwa 170 Millionen Menschen sind
chronisch infiziert und drei bis vier Millionen infizieren sich jihrlich neu. Europaweit
dirften nach Schitzungen zwei bis finf Millionen HCV-infizierte Menschen leben. In
Deutschland sind nach Untersuchungen des Bundes-Gesundheits-Surveys etwa 0,4% der
Bevolkerung infiziert, die Prdvalenz betrigt 800.000 und die jdhtliche Inzidenz 5.000.
Schon heute stellt die dekompensierte Leberzirrhose als Folge einer chronischen HCV-
Infektion eine der haufigsten Indikationen zur Lebertransplantation dar. Die Inzidenz von
Neuinfektionen konnte durch Einfihrung des Anti-HCV-Screenings von Blut und
Blutprodukten reduziert werden. Momentan existieren jedoch weder eine Impfung noch
eine suffiziente Therapie. Innerhalb der nachsten 20 bis 30 Jahre ist mit einem Anstieg der
Patienten mit Spitfolgen der Infektion zu rechnen. Zudem nimmt die Rate der

Reinfektionen nach Transplantation zu.
2.2. Das Hepatitis C Virus

Das HCV ist der einzige Vertreter des Genus Hepacivirus der Familie der Flaviviridae. Heute
lassen sich 6 Genotypen und mehrere Subtypen unterscheiden. Die genetische
Organisation und Polyproteinprozessierung konnte weitestgehend geklirt werden, erst

kiirzlich gelang die Anzucht des Virus in der Zellkultur [6,7,8].

Die Entwicklung eines rekombinanten Impfstoffs ist aufgrund der hohen genetischen
Variabilitit des Virus erschwert. Trotz grofler Anstrengungen ist bisher noch kein
aussichtsreicher Vakzinekandidat in klinischen Priifungen. Die aktuelle Therapie ist in den
letzten Jahren stetig verbessert worden, ist aber dennoch nur mifBig wirksam und unterliegt
Einschrinkungen. Sie basiert auf der Verwendung von o-Interferon allein oder in
Kombination mit dem antiviralen Wirkstoff Ribavirin [3,9,10,11]. Das Breitspektrum-
Virostatikum Ribavirin wirkt als ein RNA-Virus Mutagen [12]. Uberraschenderweise waren

Versuche, weitere wirksame Anti-HCV-Wirkstoffe zu entwickeln, bisher begrenzt. Zur Zeit



befinden  sich  weiterentwickelte  Interferone,  ribavirinalternative  Witkstoffe,
Immunmodulatoren, Antifibrotika und Inhibitoren viraler Enzyme in klinischen Studien.
Die Ziele der Enzyminhibitoren sind vornehmlich die Serin-Protease und die Polymerase
des HCV. Das HCV Genom kodiert ein Polyprotein, das anschlieBend in 10 Struktur- und
Nicht-Struktur-Proteine (NS) gespalten wird. Eines von diesen ist das so genannte NS3. Es
besitzt an seinem N-Terminus eine Serin-Protease und an seinem C-Terminus eine
Helikase und eine NTPase [11,13]. Die Helikase des NS3 spielt eine Schliisselrolle in der
Virusreplikation. Sie scheint ein selten attraktives Ziel fir die Behinderung der

Virusreplikation zu sein [14,15].
2.2.1. Der Replikationszyklus des HCV

Abb. 1. Vollstindiger viraler Lebenszyklus des Hepatitis C Virus nach Zeisel et al. [§]
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Nach der Bindung an den Zielzellrezeptor durchdringt das Virus die Zellmembran und die
Plus-Strang RNA gelangt aus dem Nucleokapsid in das Zytoplasma [16]. Die RNA dient
einerseits als mRNA fir die Translation und andererseits als Matrize fir mehrere Minus-
Strang RNAs. Nach der Translation in ein Polyprotein erfolgt die Prozessierung in die
Strukturproteine (Core(C), Envelopel (E1), E2, P7) und Nichtstrukturproteine (NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) [17,18]. Die Replikation wird durch einen zytoplasmatischen
membranassoziierten Replikase-Komplex, der aus mindestens zwei viralen Proteinen
besteht, erreicht: NS3 mit der NTPase/Helikase und NS5B mit der RNA abhingigen RNA
Polymerase. Die Minus-Strang RNAs werden in Plus-Strang RNAs transkribiert und mit

viralen Strukturproteinen zum Nucleokapsid zusammengesetzt [7,8].
2.2.2. Struktur des Polyproteins der Flaviviridae

Abb. 2. Vereinfachte Darstellung der Struktur des Polyproteins der Flaviviridae, das die
NS3-Region enthalt [19].
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Die enzymatischen Aktivititen, die mit den Nicht-Struktur-Proteinen assoziiert sind, sind
hervorgehoben. Die Pfeile deuten auf die Position der hochkonservierten Motive (Walker-
Motiv A und B) im N'TPase/Helikase-Molekiil.
a. Der NH,-terminale Teil des Polyproteins der Mitglieder des Genus Flavivirus besteht aus
drei Strukturproteinen: einem Nucleokapsid-Protein (C), einem Precursor-Membranprotein
(pre-M) und einem Envelope-Protein (E); das Polyprotein des Hepacivirus besteht aus einem
Nucleokapsid-Protein (C) und zwei Envelope-Proteinen (E1 und E2).
b. Das Peptid P7 mit unbekannter Funktion wird nur bei den Hepaciviridae codiert. Bislang
ist unklar, ob P7 zu den Struktur- oder zu den Nicht-Struktur-Proteinen gehort.
c. NS1 wird nur bei den Flaviviridae codiert.
d. Das NS2-Protein det Flaviviridae besteht aus zwei Proteinen, dem NS2A und dem NS2B
mit unbekannter Funktion.
e. Das NS5-Protein des Hepacivirus ist geteilt in die Proteine NS5A und NS5B. Die RNA-
Polymerase-Aktivitit ist mit dem NS5B-Protein assoziiert.
f. Diese Funktion wird dem Hepacivirus zugeschrieben.




Das virale Genom kodiert ein Polyprotein aus ungefihr 3010 Aminosduren [17,20], das
nach Translation durch zellulire, im Lumen des endoplasmatischen Retikulums lokalisierte,
und zwei viralen Proteasen in mindestens zehn verschiedene virale Proteine prozessiert
wird (Abb. 2.) [21,22]. Es werden mehrere Strukturproteine und Nichtstrukturproteine mit
essentieller enzymatischer Aktivitit fiir die virale Replikation gebildet [17,18]. Sowohl am 5°
als auch am 3" Terminus ist das Genom, das einen offenen Leserahmen bildet, von einer

uniibersetzten Region begrenzt.
2.2.3. Die NTPase/Helikase

NTPase/Helikasen sind Nucleotidtriphosphat(NTP)-abhingige ubiquitite Enzyme, mit
der Fihigkeit wihrend der genomischen Replikation Doppelstrang DNA- oder RNA-
Strukturen enzymatisch zu entwinden [23, 24]. Mutationen in verschiedenen humanen
NTPase/Helikase-Genen sind bisher mit sechs bekannten Erberkrankungen assoziiert:
Werner-Syndrom, Bloom-Syndrom, Xeroderma pigmentosa, Trichothiodystrophie,
Cockayne-Syndrom und mit der a-Thalassimie bedingten, X-chromosomal assoziierten,
geistigen Retardierung [25]. Uber 80% aller Plus-Strang RNA-Viren, deren Genom

sequenziert wurde, codieren zumindest eine potentielle NTPase/Helikase.

Die HCV-NTPase/Helikase ist aus drei nahezu gleich groen Dominen aufgebaut. Die
erste und zweite Domine besitzt eine weitgehend dhnliche Baf-Konformation, wihrend
Domine 3 aus a-Helices besteht. Die erste und dritte Domine sind eng gepackt und von
Domine 2 durch eine tiefe Spalte getrennt. In Kiristallstrukturvergleichen zweier
NTPase/Helikasen wurde festgestellt, dass die Domine 2 gegeniiber Domine 1 und 3
verschieblich gelagert ist [20].

Computergestiitzte Sequenzanalysen ~ von  bekannten  und  vermeintlichen
NTPase/Helikasen haben zu ihrer Klassifizierung gefithrt. Sie sind in die drei
Superfamilien (SF1, SF2 und SF3) und in eine kleinere Gruppe, Familie 4 genannt,
eingeteilt [23,27,28]. Alle vier enthalten die Walker-A- und -B-Box Sequenzen (Abb. 3.).
Von diesen Sequenzen ist bekannt, dass sie eine Rolle bei der NTP-Bindung und -
Hydrolyse spielen [29]. Kristallstrukturanalysen der SF1 DNA-NTPase/Helikasen von
Escherichia coli und Bazillus stearothermophilus und der SF2 HCV-RNA-NTPase/Helikase

haben die Funktionen dieser konservierten Motive bestitigt [26,30,31,32].



Abb. 3. Banddiagramm der HCV-RNA-NTPase/Helikase-Dominen und der Motive I-VI
[33].

Domane 1 Domane 2

Alle SF2 NTPase/Helikasen enthalten sieben hoch konservierte Aminosiuresequenzen
(Motiv I-VII) [23,24], die auf der Oberfliche der Dominen 1 und 2 exprimiert sind [26,34].
Motiv I und II, auch als Walker-Motiv-A und -B bezeichnet [29], sind sowohl in allen
NTPase/Helikasen vorhanden, als auch in einem weiten Spektrum anderer NTP-bindender
Proteine [35]

Fir die Entwindungs-Reaktion der DNA bzw. RNA werden zwei alternative Mechanismen

in Erwigung gezogen, die auf strukturellen und biochemischen Analysen beruhen:

1. Das N'TPase/Helikase-Molekil bindet an einzelstringige Regionen des Substrates und
wirkt nicht aktiv an der Trennung doppelstringiger DNA- oder RNA-Strukturen mit.
Damit ist die aus der NTP-Hydrolyse der N'TPase/Helikase gewonnene Energie fur die

Entwindungsreaktion nicht zwingend notwendig [26,36,37].



2. Ein zweiter aktiver Mechanismus fordert mindestens zwei Nukleinsiure-
Bindungsstellen und die ATP-Abhingigkeit der Entwindungsreaktion [26,37]. Hier wird
durch NTP eine Konformationsinderung des Molekiils erreicht und so die Bindung von

DNA- oder RNA-Substrat an die entsprechende Bindungsstellen erleichtert (Abb. 4.) [20].

Abb. 4. Schematische Darstellung des Mechanismus der N'TPase/Helikase-Aktivitit nach
Kim [31].

Die Bindung des Polynucleotids durch die HCV-NTPase/Helikase bildet einen breiten
Spalt zwischen Domine 1 und 2. Die Bindung von ATP geschieht tiber den B-Phosphat-
Rest von ATP an Motiv I (GSGKT) und iber die Bindung des y-Phosphats mit dem
gebundenen Mg*" an die konservierten aziden Reste von Motiv II (DECH). Dies fiihrt zum
Schluss des Spaltes zwischen den beiden Dominen und zur Bindung von konservierten
Argininen in Motiv VI (QRRGRTGR) an die ATP-Phosphate. Der Schluss der beiden
Dominen fithrt zur Translokation des Einzelstrangs in 5°-3" Richtung. Die Hydrolyse von
ATP fiihrt wiederum zur Offnung des Spaltes und zur Freisetzung von ADP.

Die Blockierung der katalytischen NTP-bindenden Stelle fihrt zur Hemmung der NTPase
[38]. Bindungsstudien haben zwei nucleotidbindende Stellen der HCV-NTPase/Helikase
gezeigt [39]. Die Lokalisation und die Funktion der zweiten Stelle sind bisher unbekannt.
Es wird jedoch mehr und mehr gezeigt, dass die NTPase- und Helikase-Aktivitit der SF2
Enzyme durch die Besetzung dieser vermuteten nucleotidbindenden Stelle moduliert

werden koénnten. Ribavirin-5'-triphosphat ist ein potenter klassischer kompetetiver



Inhibitor der NTPase-Aktivitit des West Nil Virus- (WNV) und der HCV-
NTPase/Helikase bei niedrigen ATP Konzentrationen (<< K_). Es war nicht in der Lage,
die ATPase-Aktivitit bei hohen ATP Konzentrationen (> K) zu hemmen. Im Gegenteil,
es stimulierte sogar die Enzymaktivitdt. Ribavirin-5'-triphosphat hemmt die Helikase-
Aktivitit beider Enzyme millig. Dies geschieht durch einen Mechanismus, der von der
ATP-Konzentration unabhingig ist [40,41,42]. Am wahrscheinlichsten ist dies durch die

Bindung an die zweite allosterische nucleotidbindende Stelle zu erkliren.
2.3. Benzimidazole und Benzotriazole

Mehrere Versuche, HCV-NTPase/Helikase-Inhibitoren zu entwickeln, sind beschrieben
worden. Zuvor wurde lediglich in Patenten von zwei Serien solcher Substanzen berichtet
[43,44]. Sie sind aus zwei Benzimidazolen oder Aminophenyl-Benzimidazolen
zusammengesetzt. Verbunden werden diese durch symmetrische Linker von variabler
Linge. Es wurde berichtet, dass sich die IC;-Werte dieser Verbindungen fir die Hemmung
der HCV-Helikase-Aktivitit im niedrig mikromolaren Bereich befinden. AnschlieBend
wurde dies in einer Structure-Activity-Relationship Studie bestitigt und erweitert [45]. Ein
wenig weniger wirksam sind mehrere, wieder nur in Patenten beschriebene,

Aminothiadiazoline [40].

Abb. 5. Struktur des Adenosintriphosphat (ATP)
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Benzimidazole und Benzotriazole sind Aromaten, die wie die Purin-Basen als kondensierte

Finfringe vorliegen. Sie haben basische Figenschaften und kénnen, durch Verbindung mit



Pentose, Bestandteile von Nucleosiden sein. Diese Molekiile dhneln in ihrer Struktur und in
ithren chemischen Eigenschaften den Purin-Bestandteilen der Nucleotidtriphosphate ATP
(Abb. 5.) und GTP. Die Strukturen der sechs hier verwendeten, zum Teil halogenierten
und zum Teil als Nucleosid vorliegenden Benzimidazole und Benzotriazole sind in Abb. 6.

dargestellt.

Abb. 6. Strukturen der Benzimidazol- und Benzotriazol-Derivate.
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DRB - 5,6-Dichloro-1-3-D-Ribofuranosylbenzimidazol

DBRB - 5,6-Dibromo-1-3-D-Ribofuranosylbenzimidazol

DRBT - 5,6-Dichloro-1-8-D-Ribofuranosylbenzotriazol

o-DMRB — 5,6-Dimethyl-1-a-D-Ribofuranosylbenzimidazol

TCBT — 4,5,6,7-Tetrachlorobenzottialzol

TBBT — 4,5,6,7-Tetrabromobenzotrialzol

TBBT ist ein spezifischer ATP-kompetetiver Hemmstoff der Proteinkinase Caseinkinase 2
(CK2). Er wurde urspriunglich entwickelt, um zwischen den Proteinkinasen CK1 und CK2
zu unterscheiden [47]. AnschlieBend konnte gezeigt werden, dass er unter mehr als 30
Serin/Threonin- und Tyrosin Proteinkinasen eine hohe Selektivitit fiir die CK2 zeigt [48].
In der Kiristallstruktur des Komplexes der katalytischen Untereinheit der CK2 mit TBBT
befindet sich TBBT im aktiven Standort der CK2 [49]. Normalerweise wird dieser vom

Purin-Teil der natiirlichen Substrate ATP und GTP eingenommen.

Eine Uberpriifung der Hemmeigenschaften von TBBT und ihnlichen Benzimidazolen und
Benzotriazolen erscheint also vor dem Hintergrund der Identifizierung und
Charakterisierung einer zweiten vermuteten nucleotidbindenden Stelle als sinnvoll. Hiermit
konnte zum weiteren Verstindnis der Funktion der N'TPase/Helikase und damit der

moglichen Entwicklung von antiviralen Medikamenten beigetragen werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Material

Die DNA-Oligonucleotide wurden von M. Schreiber (Bernhard-Nocht Institut, Hamburg,
Deutschland) vorbereitet. Die RNA-Oligonucleotide wurden bei HHMI Biopolymer/Keck
Foundation, Biotechnology Resource Laboratory, Yale University School of Medicine
(New Haven, CT, USA) gekauft. [y-*PJATP (220 TBq/mMm) und [y-"P]JATP (110
TBq/mM) wurden von Hartman Analytic bezogen. Alle anderen Chemikalien wurden bei

Sigma gekauft.

Die halogenierten Benzimidazol- und Benzotriazol-Nucleoside wurden von D. Shugar und
seiner Arbeitsgruppe wie zuvor beschrieben synthetisiert [47,50]. TBBT wurde durch
Modifizierung des von Wiley et al. beschriebenen Bromierungs-Verfahrens synthetisiert
[51]. TCBT wurde durch Chlorieren der Benzotriazole synthetisiert, entsprechend dem

modifizierten Verfahren von Wiley et al. [51].

Das nichthalogenierten «-DMRB, ein Schliisselbestandteil des Vitamins B,,, wurde
freundlicherweise von D. Vikic-Topic (Ruder Boskovic Institute, Zagreb, Kroatien) zur

Verfiigung gestellt.

3.2. Methoden

3.2.1. Bakterienexpression und Reinigung von HCV-, JEV- und Suv3(Al-159)-
NTPase/Helikasen

Die NTPase/Helikase-Domine des HCV NS3, die JEV-NTPase/Helikase und die
Suv3(A1-159)-NTPase/Helikase wurden in E. co/i exprimiert und wie zuvor beschrieben
gereinigt [52,53,54]. Die Expression in E. /i wurde durch die Zugabe von Isopropylthio-
B-D-Galaktosid (IPTG) in einer Endkonzentration von 1 mM induziert. Nach einer
Inkubation von 3 h bei 37°C wurden die Bakterien durch Zentrifugation (5000 G fir 1 h
bei 4°C) geerntet.

Die geernteten Bakterien wurden in Lysis-Puffer (100 mm Tris/HCI pH 7,5; 20% Glycerol;
0,1% Triton X-100; 200 mM NaCl; 1 mM B-Mercaptoethanol; 2 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid; 10 mM Imidazol) aufgenommen und durch Sonication
aufgeschlossen. Unl6sliches Material wurde bei 26.000 G abzentrifugiert, der Uberstand mit

3 ml einer mit nickelbeladenen Matrix (Qiagen) gemischt, mit gleicher Menge Basis-Puffer
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versetzt (20 mM Tris/HCl pH 7,5; 10% Glycerol; 0,05% Triton X-100; 1 mMm (-
Mercaptoethanol) und fir 12 h bei 21° C inkubiert. Die Matrix wurde auf eine
Hydroxyapatit-Saule (HA-Ultrogel) ibertragen und ungebundene Proteine mit Wasch-
Puffer (Basis-Puffer; 200 mM NaCl; 20 mM Imidazol) herausgespilt. Das gebundene
Protein wurde mit Elutions-Puffer (Basis-Puffer; 200 mM NaCl; 0,5 M Imidazol) von der
Matrix gewaschen. Mit Hilfe einer mit Coomassie-Blau gefirbten Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) konnte die Reinheit des auf diese Weise
erhaltenen Proteins gepriift werden. Sie lag zwischen 65 und 70%. Durch anschlieBende
Ultrafiltration auf einer 30-kDa-Membran wurde das Enzym konzentriert. Der Uberstand
wutrde mit TGT-Puffer (20 mMm Tris/HCI pH 7,5; 10 % Glycerol; 0,05% Triton X-100; 1
mM EDTA; 1 mM B-Mercaptoethanol) versetzt und auf einer Superdex-200 Sdule (Hi-Load
16/60kX; Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) fraktioniert. Die Fraktionen,
die die meisten ATPase- und Helikase-Aktivititen enthielten (> 80%), wurden vermischt

und zur Untersuchung der Enzymeigenschaften verwendet.
3.2.2. Zellkultur und Reinigung von WNV-NTPase/Helikase

Vero-E6-Zellen wurden in RPMI 1640-Medium geziichtet. Dem Medium wurden 10%-iges
fetales Kilberserum (Gibco/BRL, Eggenstein), 100pg/ml Ampicillin und 60pg/ml
Gentamicin zugesetzt. In der logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen mit dem
ATCC-Stamm VR-82 des West Nil Virus infiziert [55]. Am funften Tag nach der Infektion
wurde das Zellkulturmedium gewonnen, welches dann fir die Aufreinigung der WNV-

N'TPase/Helikase verwendet wurde.

Die Aufreinigung der WNV-NTPase/Helikase wurde aus dem Zellkulturmedium von
WNV-infizierten Vero-E6-Zellen durchgefithrt [41]. Nach der Aquilibrierung des
konzentrierten Zellkulturmediums tber 4 h bei 4°C mit 10ml Reactive Red 120 Agarose
(Sigma) wurde es mit TGT-Puffer vermischt. Nach Sedimentation der Matrix wurde diese
in eine Chromatographiesaule transferiert und mit TGT-Puffer gewaschen. In diesem
Puffer konnte das an die Matrix gebundene Protein mit 1M KCI eluiert werden. Nach
Ultrafiltration auf einer 30-kDa-Membran betrug das konzentrierte Endvolumen 2ml. Mit
dem so gewonnenen Material wurde im Anschluss eine Gel-Ausschluss-Chromatographie
auf einer Superdex-200-Siule (Hi-Load 16/60kX; Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) durchgefihrt. Die Fraktionen, in denen das Protein, das ATPase- bzw.
Helikase-Aktivitit besal3, vorhanden war, wurden erneut einer Chromatographie mit 5ml

Reactive Red 120 Agarose, wie oben beschrieben, unterzogen. Das Protein konnte durch
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Salzgradienten eluiert, danach mit 30%igem Polyethylenglycol(PEG) prizipitiert,
anschlieend zentrifugiert und schlieBlich in TGT-Puffer in Losung gebracht werden. Das
so geloste Protein wurde auf eine Hydroxyapatit-Siaule (HA-Ultrogel) aufgebracht, die mit
TGT-Puffer voriquilibriert war. AnschlieBend erfolgten drei Waschginge, der erste mit
10ml TGT-Puffer, der zweite mit 2ml TGT-Puffer der 1M KCL enthielt und der dritte mit
5ml TGT-Puffer.

Die NTPase/Helikase wurde mit 1 ml TGT-Puffer, der 50 mMm KH,PO, enthielt eluiert,
mit PEG ausgefillt und in TGT Puffer aufgelést. Die Analyse der letzten
Enzympraparation durch Coomassie-Blau gefirbte SDS-PAGE zeigte zwei Proteine mit
Molekilmassen von 66 und 60 kDa. FEine N-terminale Sequenzierung erlaubte die
Identifizierung dieser Proteine als BSA und WNV NTPase/Helikase (Abb. 7., Spalte 2)
[41]. Die Proteinkonzentrationen det Priparationen der NTPase/Helikasen wurden, wie
von Hames und Rickwood beschrieben durch SDS-PAGE bestimmt [56]. Kinetische
Parameter wurden Gber nichtlineare Regressionsanalyse mit Hilfe des ENZFITTER

(BioSoft) und SIGMAPLOT (Jandel Corp.) bestimmt.
3.2.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Coomassie-Firbung

Abb. 7. SDS-PAGE Analyse der verwendeten N'TPase/Helikasen in dieser Studie.

M(r) kDa Aliquots der letzten Priparation der HCV- (1,2 ng
200 - Protein, Spalte 1), WNV- (5,5 ug Protein, Spalte 2), JEV-
116 - (1,5 ung Protein, Spalte 3) und Suv3(Al-159)-
97 - NTPase/Helikase (1,0 pg Protein, Spalte 4) wurden
66 - P --‘ mittels SDS-PAGE getrennt und  anschlieBend mit
x - Coomassie-Blau gefirbt. Molektl-Massen-Marker sind auf
45- 0k der linken Seite angezeigt. Die Pfeile zeigen die Standorte
der N'TPase/Helikasen an.
30 -
21 -

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde gemill Laemmli ausgefthrt [57]. Die
Konzentration des Sammelgels, welches die obere Phase bildete, lag bei 7,5% Acrylamid.
Die Acrylamidkonzentration des Trenngels variierte zwischen 10% bis 20% Acrylamid. Die
Sammelgele waren mit ,,Uppet Puffer (125 mm Tris/HCl pH 6,8; 0,1% SDS) und die
Trenngele mit ,,Lower Puffer (400 mM Tris/HCl pH 8.8; 0,1% SDS) gepuffert. Die

Elektrophoresen wurden in einer Mini-Protean-Kammer (Bio-Rad, Minchen) ausgefihrt.



13

Die Bedingungen waren konstant 200 V in SDS-PAGE Lauf-Puffer (190 mM Glycerin; 25
mM Tris/HCI pH 6,8; 0,1% SDS). Zur weiteren Verwendung wurden die Gele Coomassie-
Blau gefirbt. Die Trenngele wurden mit Farber (10% Essigsdure; 30% Ethanol; 0,1%
Coomassie-Blau) bei 60°C im Wasserbad fiir 30 Min. gefirbt und fixiert. Entfirbt wurden
die Gele in Entfirber (10% Essigsdure; 30% Ethanol) im Wasserbad.

3.2.4. Tris-Borat-EDTA(TBE)-Polyacrylamidgel

Native TBE-Polyacrylamidgele wurden in einer Konzentrationen von 15% Acrylamid
hergestellt. Die einphasigen Gele enthielten TBE (90 mM Tris-Borat; 20 mm EDTA pH
8,0; 0,1% SDS) [41]. Die Polyacrylamidgele wurden sowohl in einer Mini-Protean-Kammer
(Bio-Rad) als auch in einer Pegasus-Kammer elektrophoretisch aufgetrennt. Als Laufpuffer
wurde TBE verwendet. Die Elektrophoresebedingungen waren konstant 90 V fiir 4 h (Bio-
Rad), bezichungsweise 6 h (Pegasus), bei 23°C.

3.2.5. Oligomarkierung und Herstellung des NTPase/Helikase-Substrates

Indem zwei partiell komplementire DNA-Oligonucleotide hybridisiert wurden, konnte das
Substrat fiir das Helikase-Assay hergestellt werden. Diese Oligonucleotide wurden anhand
der Desoxynucleotid-Version der beschriebenen RNA-Stringe synthetisiert [58]. Der
»release strand® (26-mer) mit der Sequenz 5-CAAACTCTCTCTTCTCTCAACAAAAA-3
wurde am 5’-Ende mittels einer T4-Polynukleotidkinase (MBI, Fermentas, Vilnius, Litauen)
mit [y-**P]-ATP nach dem vom Hersteller empfohlenen Verfahren markiert. Fir die
Verschmelzungsreaktion wurde das markierte Oligonucleotid in einem molaren Verhaltnis
von 1:10 mit dem ,template strand“ (40-mer) mit der Sequenz 5-

AGAGAGAGAGGTTGAGAGAGAGAGAGTTTGAGAGAGAGAG-3’ eingesetzt.

Das radioaktiv zu markierende Oligonucleotid wurde fir 5 Min. bei 95°C denaturiert. Fiir
die Reaktion wurden jeweils 5 pM Oligonucleotid verwendet und in den Reaktionsansatz
(50 mm Tris/HCI pH 6,8; 10 mM MgCl,; 5 mM DTT; 20 U Polynukleotidkinase T4; 10,2 pM
[y-*P] ATP (0,03 Ci) ad 50 ml Aqua dest.) iiberfiihrt. Nach Inkubation fiir 1 h bei 30°C
wurde die Reaktion durch Hybridisierung mit dem Komplementirstrang abgestoppt.
Hierftr wurde der markierte DNA-Strang mit dem unmarkierten Komplementarstrang in

einem 1:3 Verhiltnis auf 80°C erhitzt und in 4 h langsam renaturiert.

Die auf diese Weise hergestellte Duplex-DNA wurde einer Elektrophorese in einem

nativen 15%igen TBE-Polyacrylamidgel unterzogen und fir 25 Min. bei 23°C
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autoradiographiert. Die DNA-Hybride wurden aus dem Gel geschnitten und in Aqua dest.
eluiert. Die Menge an dsDNS oder dsRNA, die als Substrat fiir die N'TPase/Helikasen

verwendet wurde, wurde durch die Ethidiumbromid-Fluoreszenz-Quantifikationsmethode

bestimmt [59].

3.2.6. Helikase-Assay

Abb. 8. Autoradigramm eines Helikase-Assays, das die Hemmung von gereinigter WNV-
N'TPase/Helikase mit einem RNA-Substrat durch DRBT demonstriert.
Die Reaktion wurde in der
Abwesenheit (Spalten 1, 2, 7)
oder in der Gegenwart von
DRBT in verschiedenen
Konzentrationen;
0,3 uM (Spalte 3),
1,0 uM (Spalte 4),
3,0 uM (Spalte 5),
- Substrate 10 uM (Spalte 6).
DRBT wurde der Reaktions-
mischung immer gleichzeitig
mit dem Enzym hinzugefugt.
- Released strand Die Reaktionsmischungen
der Spalten 1 und 7
enthielten kein Enzym, das
Substrat wurde durch Hitze
denaturiert (Spalte 1) oder
nicht verandert (Spalte 7).
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Die Helikase-Aktivitit der vier gepriften NTPase/Helikasen wurde mittels der oben
beschriebenen, teilweise hybridisierten, DNA- oder RNA-Substrate ermittelt (4,7 pM
Nucleotidbasen). Eine spezifische Menge des jeweiligen Enzyms wurde mit einer der K, in
der ATPase-Reaktion entsprechenden Konzentration von ATP versetzt (0,5 pMm HCV mit
105 pum ATP; 2 pM WNV mit 9,5 uM ATP; 4 pM JEV mit 235 um ATP; 0,2 pM Suv3(Al-
159) mit 4,2 uM ATP). Der Standardreaktionsansatz besal}, unter dem Zusatz von 20 mM
Tris/HCl pH 7,5, 1 mM B-Mercaptoethanol, 10% Glycerol, 0,01% Triton X-100, 2 mM
MgCl,, 0,1 mg/ml BSA, im Endvolumen 25 pl. Der Reaktionsansatz wurde 30 Min. bei
30°C inkubiert. Die Reaktion wurde mittels 5 pl Stopp-Puffer beendet (100 um Tris/HCI
pH 7,5 20 mMm EDTA; 0,5% SDS; 0,1% Triton X-100; 25% Glycerol; 0,1%
Bromophenolblau). In einem 15%igem TBE-Polyacrylamidgel wurden die Proben
elektrophoretisch aufgetrennt [41]. Nach Trocknung der Gele wurden diese bei -70°C auf
Kodak- Autoradiogramm-Filmen (BioMax-MR1) fir 12-14 h exprimiert (Abb. 8.). Die
Banden im Gel, die dem abgespaltenen Nucleotid-Strang und dem nicht-entwundenen

Substrat entsprachen, wurden ausgeschnitten und die [y-"’P]-Radioaktivitit gemessen. Die
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freien Einzelstringe und die Doppelstringe wurden mittels der GELIMAGE Software

(Amersham Pharmacia Biotech) quantifiziert.
3.2.7. ATPase-Assay

Ein Standard-ATPase-Assay wurde fir 30 Min. bei 30°C durchgefihrt [38,40,41]. Die
Prifung wurde analog zum Helikase-Assay mit 0,5 pM HCV-, 2 pM WNV-, 4 pMm JEV-
oder 0,2 pM Suv3(A1-159)-NTPase/Helikase durchgefithrt. Die Enzyme wurden in einem
Standardreaktionsansatz (20 mM Tris/HCl pH 7,5; 10% Glycerol; 0,01% Triton X-100; 1
mM B-Mercaptoethanol; 3 mM MgCl,; 0,1 mg/ml BSA; 0,5 uCi [y-"P]ATP) mit einem
Endvolumen von 25 ul inkubiert. Die ATP-Konzentrationen entsprach den zuvor
bestimmten K -Werten fur die ATPase-Reaktion jeder der NTPase/Helikasen. Der
Reaktionsansatz wurde durch Zusatz von 0,5 ml Aktivkohlesuspension (2 mg/ml)
gestoppt. Nach Zentrifugation bei 10000 G fir 10 Min. wurden 100 ul Aliquots vom
Uberstand entnommen und einer Szintillationszihlung unterzogen. Die kinetischen Daten
wurden durch eine nichtlineare Regressionsanalyse unter Verwendung von ENZFITTER

(BioSoft) und SIGMAPLOT (Jandel Corp.) analysiert.

3.2.8. Vorinkubation von Compounds mit Enzym auf Entwindungs- und

Hydrolysewirksamkeit

Das gewihlte Enzym wurde fiir 30°C in 20 pl TGT Puffer fiir verschiedene Zeitrdume und
mit verschiedene Konzentrationen des gewihlten Compounds vorinkubiert. Die
Entwindungs-Reaktion und ATP-Hydrolyse wurde durch die Zugabe von MgCl,, ATP,
BSA und DNA- oder RNA-Substrat in 10 pl TGT Puffer initiiert, entsprechend den
Konzentrationen im Standard-Helikase-Assay. In Kontrollversuchen wurden die
NTPase/Helikase ohne Hemmstoff unter denselben Bedingungen vorinkubiert und

analysiert.
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4. ERGEBNISSE

Die sechs Benzimidazol- und Benzotriazol-Derivate zeigen in den Helikase-Assays
unterschiedlich starke Hemmung auf alle untersuchten N'TPase/Helikasen. Es lassen sich
manche Enzyme der gleichen Superfamilie von allen Derivaten weniger stark hemmen als
andere, insbesondere die NTPase/Helikase des JEV lisst sich lediglich durch TBBT mafig
hemmen. Sowohl mit DNA- als auch, wenn auch insgesamt schwicher ausgeprigt, mit
RNA-Substrat  zeigen einige der Benzimidazol- und  Benzotriazol-Derivate
Hemmeigenschaften im mikromolaren Bereich. Wie in die Kumulativ-Ergebnisse von 28
Untersuchungsserien in Tabelle 1 und 2 zeigen, stellen sich DRBT und TBBT als potente
Inhibitoren der NTPase/Helikasen dar. Zuvor wurden bereits vier der Benzimidazol- und
Benzotriazol-Derivate auf die Eigenschaften der Hemmung der CK2 untersucht, diese

Ergebnisse wurden zum Vergleich in die Ergebnisdarstellung mit DN A-Substrat eingefiigt.

Tab. 1. Hemmung der Helikase-Aktivitit von HCV-, WNV-, JEV- und Suv3(A1-159)-
Enzymen durch Benzimidazole und Benzotriazole, unter Verwendung eines DNA-
Substrats.

IG5y (un) K (um)
Inhibitor HCV WNV JEV Suv3(A1-159) CK2
DBRB 320 >500 >500 >500 8
DRBT 1.5 3.0 >500 5.5 -
DRB 450 >500 >500 >500 24
o-DMRB 108 >500 >500 >500 -
TCBT 380 27 >500 >500 6
TBBT 20 1.7 200 50 0.6

Die Helikase-Aktivitit der N'TPase/Helikasen wurde als eine Funktion der steigenden
Konzentrationen der Derivate mittels Helikase-Assay bestimmt. Die K, Werte fiir
Hemmung der CK2 stammen aus den Referenzen [47,48,50].
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Tab. 2. Hemmung der Helikase-Aktivitit von HCV-, WNV-, JEV- und Suv3(A1-159)-
Enzymen durch Benzimidazole und Benzotriazole, unter der Verwendung eines RNA-
Substrats.

IC,, (1)

Inhibitor HCV WNV JEV Suv3(A1-159)
DBRB >500 245 >500 >500
DRBT >500 0.3 >500 >500
DRB >500 12 >500 >500
«-DMRB >500 >500 >500 >500
TCBT >500 15 >500 480
TBBT 60 0.9 250 200

Die Helikase-Aktivitit der NTPase/Helikasen wurde als eine Funktion der steigenden
Konzentrationen der Derivate mittels Helikase-Assay bestimmt.

4.1. Inhibitoren der HCV-NTPase/Helikase

Abb. 9. Hemmung der Helikaseaktivitit gereinigter HCV-NTPase/Helikase mit DNA-
Substrat.
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Verschiedene Konzentrationen von Benzimidazol- und Benzotriazol-Analoga wurden dem
Reaktionsmedium  gleichzeitig mit dem Enzym hinzugefigt. Entwindungs- und
Hydrolytische-Aktivititen in der Abwesenheit des Hemmstoffs wurden als 100%
genommen; DRB (m), DBRB (@), DRBT (V¥), «-DMRB (A), TCBT (¢), TBBT (0).



18

In der Helikase-Priifung der HCV-NTPase/Helikase beeinflusst die Variation der ATP-
Konzentration im Bereich 0,1-1000 uM und der DNA-Substratskonzentration im Bereich
1.6-147 pm die gemessenen IC,-Werte der Hemmstoffe nicht feststellbar. Die
Gesamtergebnisse fur alle vier NTPase/Helikasen sind in Tabelle 1 dargestellt. Die selben
Ergebnisse sind in Abb. 9. dargestellt und zeigen dort eindeutiger die starken hemmenden
Wirtkungen von DRBT und TBBT, besonders die nahezu totale Hemmung der

Enzymaktivitit bei einer DRBT Konzentration von 10 pM.

4.2. Unterschiede in der ICsg

Es zeigen sich deutliche Unterschiede in der IC,;, der Benzimidazol- und Benzotriazol-
Derivate. Einige Compounds sind mikromolare Hemmstoffe einer oder mehrerer
NTPase/Helikasen. Manche Enzyme lassen sich weniger stark, andere besonders gut
hemmen. Auch kénnen Unterschiede durch Verwendung von DNA- oder RNA-Substrat
geschen werden. Bei manchen Compounds kann eine stirkere Hemmwirkung durch

Vorinkubation erreicht werden.
4.2.1. - Unter den NTPase/Helikasen

DRBT ist ein mikromolarer Hemmstoft (IC,, von 1.5-5.5 uM) der Helikase-Aktivititen mit

DNA-Substrat von HCV, WNV und Suv3(A1-159), aber nicht von JEV.

Das Tetrachlorobenzotriazol TCBT ist nur ein schwacher Hemmstoff des HCV-Enzyms
und ein miliger Hemmstoff der WNV-Helikase-Aktivitit, wihrend das entsprechende
Tetrabromobenzotriazole TBBT 20 mal wirksamer gegen beide Enzyme ist. Sogar im Falle
der JEV- und Suv3(A1-159)-Enzyme, bei denen TCBT fast inaktiv ist, fithrt der Ersatz
durch TBBT zu messbarer Hemmung.

4.2.2. - Durch unterschiedliche Substrate

Unter Verwendung des RNA-Substrats sind die gepriften Verbindungen (mit Ausnahme
von TBBT) viel schwichere Hemmstoffe der Helikase-Aktivititen der HCV-, JEV- und
Suv3(Al -159)-NTPase/Helikasen (Tab. 2). Eine zu beachtende Ausnahme stellt das
WNV-Enzym dar, fur das alle Derivate, mit Ausnahme von «-DMRB, vergleichbare oder
wirksamere (DRBT, DRB) Hemmstoffe unter Verwendung von RNA-Substrat sind (Abb.
8)
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4.2.3. - Durch Vorinkubation

Die Hemmung durch DRBT auf das HCV Enzym wird durch Vorinkubation mit dem
Enzym ohne DNA-Substrat deutlich gesteigert. Vorinkubation fir 15, 30 und 45 Min.,
gefolgt vom Zusatz des Substrats, fithrt zu 1C,-Werten von 1,1 um, 0,45 uM und 0,1 pM.
Nach iber 60 min Vorinkubation mit dem Enzym wird eine Plateauebene bei IC,, %4 0,09
uM erreicht (Abb. 10.A). Weiterhin haben Kontrollversuche, in denen DRBT mit dem
DNA-Substrat vorinkubiert wurde, keine Wirkung auf die IC,-Werte gezeigt. Keine solche
Wirkung der Vorinkubation wurde mit TBBT beobachtet.

Abb. 10. Wirkung der Vorinkubation mit verschiedenen Zeitperioden der HCV-
N'TPase/Helikase mit DRBT mit einem DNA-Substrat.
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(A) Hemmung der Helikase-Aktivitit und (B) Hemmung der ATPase-Aktivitit. Aliquots
vom Enzym wurden mit steigenden Konzentrationen von DRBT oder in seiner
Abwesenheit fiir 15 min (V), 30 min (®), 45 min (m), 60 min (A) und 90 min (4)
inkubiert.

4.3. Wirtkung der Verbindungen auf die ATPase-Aktivitit

Die Aufmerksamkeit wurde auBBerdem auf die Wirkungen der verschiedenen Compounds
auf die ATPase-Aktivitit des HCV Enzyms gerichtet; beobachtet wurde die Freigabe von

33

PP aus [y-"P]ATP. Bei einer ATP-Konzentration, die der K, (105 uM) entspricht, zeigt

keines der Derivate bei Konzentrationen bis zu 500 uM eine feststellbare Hemmung (Abb.

11).

Sogar im Falle von DRBT fiihrt eine ausgedehnte Vorinkubation mit dem Enzym zu keiner
beachtenswerten Hemmung der ATPase-Aktivitit (Abb. 10.B). Dies ist auch der Fall, wenn

die ATP-Konzentration schrittweise bis zum 10"-5" fachen des K_-Wertes reduziert wird.
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Abb. 11. Hemmung der ATPase-Aktivitit gereinigter HCV-NTPase/Helikase mit DNA-
Substrat.
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Die verschiedenen Konzentrationen der Benzimidazol- und Benzotriazol-Analoga wurden
dem Reaktionsmedium gleichzeitig mit dem Enzym hinzugefiigt. Entwindungs- und
Hydrolytische-Aktivititen in der Abwesenheit des Hemmstoffs wurden als 100%
genommen; DRB (m), DBRB (o), DRBT (V¥), «-DMRB (A), TCBT (¢), TBBT (0).

4.4. Vergleich mit anderen, durch die Inhibitoren hemmbaren Enzymen

Die ermittelten I1C,-Werte fur die Hemmung der Helikase-Aktivitit lassen sich mit den
jeweiligen Hemmparametern der durch die CK2 katalysierten Phosphorylierungs-Reaktion
vergleichen, sie sind in Tabelle 1 aufgefithrt. Es ist beachtenswert, dass die CK2 ein
dhnliches Muster der Antwort auf TBBT und TCBT zeigt, wie die HCV-NTPase/Helikase
und deren Verwandte [47]. Aufgrund der Ergebnisse der Untersuchungen wurden
erginzende kinetische Studien mit TBBT zum Vergleich von ATP-bindenden Stellen der
HCV-NTPase/Helikase und der CK2 veranlasst.

5. DISKUSSION

Benzimidazole und ihre Nucleoside, halogenierte Analoga eingeschlossen, sind lange als
Hemmstoffe der Replikation verschiedener Viren bekannt sind. Die frithere Literatur,
durch Tamm und Caliguri ausgiebig Uberprift [60], ist von Townsend et al. aktualisiert

worden [61]. Kirzlich ver6ffentlichte Hemmstoffe von HCV (siehe Einfihrung) schlieBen
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bis-Benzimidazol-Analoga ein. Besonders relevant sind die 2,5,6-trihalogeno-1-3-D-
Ribosylbenzimidazole, von denen als starke und selektive Hemmstoffe von menschlichem
Cytomegalovirus-Nachbildungen berichtet wird [62]. Im Gegensatz zu vielen anderen
antiviralen Nucleosid-Analoga, die intrazellulire Phosphorylierung fir die antivirale
Aktivitit erfordern, wirken diesen Substanzen als solche [63]. Es wurde vermutet, dass ihr
Aktionsmechanismus Uber Hemmung der Produkte der menschlichen Cytomegalovirus
Gene UL89 und UL56 abliduft [62]. Dieselben Autoren berichteten frither, dass die
heterozyklische Base selbst, d.h. 2,5,6-Trithalogenobenzimidazol, auch allein ein guter
Hemmstoff ist [61]. Sie wurden aber wegen ihrer hohen Zytotoxizitit auf nicht infizierte

Z.ellen nicht weiter studiert.

Auffillig ist, dass die stirksten Inhibitoren in dieser Untersuchung DRBT und TBBT
Benzotriazol-Derivate sind. Die bisher beschriebenen antiviral wirksamen Verbindungen
dieser Substanzgruppe waren, wie oben beschrieben, Benzimidazole. Ob die Benzotriazole
cine hohere Affinitit zur Bindungsstelle der Hemmstoffe besitzen oder ob diese
wohlmoglich einen anderen Hemmmechanismus aufweisen, ldsst sich durch diese

Untersuchung nicht feststellen.

Die mit dem NS3 assoziierte Helikase-Aktivitit ist wegen ihrer Schlisselrolle in der
Virusreplikation schon linger als ein attraktives Ziel zur Entwicklung von wirksamen
Medikamenten gegen HCV und verwandte Flaviviridae betrachtet worden [14,15,64].
Medikamente, die sich gegen die entwindende Aktivitit richten, konnten tber ein oder
mehrere der folgenden Mechanismen wirken [65]:

a) Hemmung der ATPase-Aktivitit durch interferieren mit der ATP-Bindung und dadurch
Beschrinkung der benétigten Energie zum entwinden,

b) Hemmung der ATP-Hydrolyse oder Freigabe von ADP durch Blockieren der Offnung
oder SchlieBung von Domine 2,

¢) Hemmung der Bindung des RNA- (oder DNA-)Substrates,

d) Hemmung der Entwindung durch allosterische Blockade der Helikase-Translokation

e) Hemmung der Verbindung von ATP-Hydrolyse und der Entwindungs-Reaktion.
5.1. Inhibitoren der HCV-N'TPase/Helikase

Die vorgestellte Versuchsreihe beschreibt sechs halogenierte Benzimidazole und
Benzotriazole, die die Entwindungs-Reaktion der viralen SF2 NTPase/Helikasen von

HCV, WNV, JEV und das menschliche SF1 Enzym Suv3(A1-159) hemmen. Zwei der
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untersuchten Compounds, DRBT und TBBT, zeigen stirkere Hemmeigenschaften auf die
HCV-NTPase/Helikase. Der Konzentrationsbereich des DNA-Substrates war zu gering
um einen direkten Schluss beziiglich des Hemmmechanismus zu ziehen. Wie zuvor auch
mit der WNV-NTPase/Helikase gezeigt [41], wurden statke Substrat/Produkt-
Hemmungen der Entwindungs-Reaktion vom HCV-Enzym beobachtet, als die DNA-
Substratskonzentration 15 pM iberstieg. Durch angeschlossene weitere Untersuchungen
des Bindungsmodus der Compounds mit der HCV-NTPase/Helikase durch D. Shugar,
lisst sich die HCV-NTPase/Helikase mit anderen bereits untersuchten Enzymen

vergleichen (s.u.).

5.2. Unterschiede in der ICsg

5.2.1. - Unter den N'TPase/Helikasen

DRBT (mit einem Benzotriazol-Ring) ist ein mikromolarer Hemmstoff (IC,, von 1.5-5.5
uM) der Helikase-Aktivititen mit DNA-Substrat von HCV, WNV und Suv3 (A1-159), aber
nicht JEV. JEV ldsst sich im Vergleich zum SF1 Enzym Suv3(A1-159) deutlich schlechter
hemmen, obwohl es zur SF2 gehort. Dies legt die Vermutung nahe, dass die JEV-
NTPase/Helikase sich von den anderen Enzymen seiner Superfamilie unterscheidet. Fur
das WNV Enzym waren unter Verwendung von RNA-Substrat alle Derivate auler DMRB,
vergleichbare oder wirksamere (DRBT, DRB) Hemmstoffe, als unter Verwendung von
DNA. Damit unterscheidet sich nicht nur das JEV-Enzym, sondern auch das WNV-
Enzym von den drei anderen untersuchten NTPase/Helikasen. Die Bedeutung dieser
Beobachtung ist noch unklar, es scheint aber, dass detaillierte Studien der Struktur und

Funktion dieser Enzyme im Vergleich, neue Erkenntnisse bringen konnten.
5.2.2. - Durch unterschiedliche Substrate

Im nattirlichen Replikationszyklus dient die virale Plus-Strang RNA als Matrize fiir mehrere
Minus-Strang RNAs und als natiirliches Substrat des membranassoziierten Replikase-
Komplexes. Unter Verwendung des RNA-Substrats sind die gepriiften Compounds, mit
Ausnahme von TBBT (mit einem Benzotriazol-Ring), aber viel schwichere Hemmstoffe
der Helikase-Aktivititen der HCV-, JEV- und Suv3(A1 -159)-NTPase/Helikasen, als unter
Verwendung von DNA-Substrat. Lediglich fiir das WNV-Enzym waren unter Verwendung
von RNA-Substrat alle Derivate auller a-DMRB, vergleichbare oder wirksamere (DRBT,
DRB) Hemmstoffe, als unter Verwendung von DNA. DRBT war mit einem RNA Substrat
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ein guter und selektiver Hemmstoff des West Nil Virus-Enzyms (IC,, = 0.3 uM), mit einem

DNA-Substrat allerdings viel schwicher (IC, = 3 pum).

Obwohl sich die hemmende Wirkung aus direkter Interaktion der Compounds mit den
Enzymen zu ergeben scheint, kann eine Aktion auf dem Level des RNA- und/oder DNA-
Substrates nicht eindeutig ausgeschlossen werden. Der Konzentrationsbereich des DNA-
Substrates war zu gering um einen direkten Schluss beziiglich des Hemmmechanismus zu
ziechen. Wie zuvor auch mit der WNV-NTPase/Helikase gezeigt [41], wurden starke
Substrat/Produkt-Hemmungen der Entwindungs-Reaktion vom HCV-Enzym beobachtet,
als die DN A-Substratskonzentration 15 pM tberstieg. Es wurde gezeigt, dass verschiedene
Benzimidazol-Analoga in dsRNA und/oder dsDNA Strukturen interkalieren [66,67,68]
und ihre Eigenschaften als Substrate fir N'TPase/Helikasen modifizieren konnen, wie es
mit einigen Imidazo[4,5-d]pyridazin-Derivaten der Fall ist [69]. Die Interaktion dieser
Compounds mit RNA und/oder DNA scheint auBlerdem von der Basen-Sequenz des
Polynucleotids abhingig zu sein [70].

Untersuchungen mit der Frage, warum lediglich die WNV-NTPase/Helikase durch DRBT
mit RNA-Substrat sehr gut zu Hemmen ist, die anderen Enzyme jedoch nicht, und warum
TBBT mit RNA-Substrat schwichere Hemmeigenschaften (mit Ausnahme des WNV

Enzyms) ausbildet, konnten zur weiteren Aufklirung des Hemmmodus fithren.
5.2.3. - Durch Vorinkubation

Der Mechanismus der Hemmung von DRBT im Gegensatz zu TBBT scheint ein wenig
anders zu sein und braucht mehr als 60 min, um die volle hemmende Aktivitit zu
entwickeln. Die Ursache der langsamen Interaktion mit dem Enzym bleibt unklar, aber
nicht ohne vorrangiges Interesse. Vorherige Beobachtungen mit 5'-p-Fluoro-Sulfonyl-
Benzoyl-Adenosin (FSBA) zeigte, dass diese Substanz auch 90-120 min fiir die Blockade
benotigt. Sie bildet kovalente Bindung an einer oder mehreren Stellen der WNV-

NTPase/Helikase [41].
5.3. Wirkung der Verbindungen auf die ATPase-Aktivitit

Die Hemmung durch die untersuchten Compounds wird von keiner Anderung in ATPase-
Aktivitit begleitet. Es folgt eindeutig, dass keiner der Hemmstoffe um den katalytischen

ATP bindenden Standort der NTPase konkurriert.
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Fir die Entwindungs-Reaktion der DNA bzw. RNA gibt es zur Zeit zwei Hypothesen mit

alternativen Mechanismen, die auf strukturellen und biochemischen Analysen beruhen:

1. Das N'TPase/Helikase-Molekul bindet an einzelstringige Regionen des Substrates und
wirkt nicht aktiv an der Trennung doppelstringiger DNA- oder RNA-Strukturen mit.
Damit ist die aus der NTP-Hydrolyse der N'TPase/Helikase gewonnene Energie fir die

Entwindungsreaktion nicht zwingend notwendig [26,36,37].

2. Ein zweiter ,aktiver Mechanismus fordert mindestens zwei Nukleinsiure-
Bindungsstellen und die ATP-Abhingigkeit der Entwindungsreaktion [26,37]. Hier wird
durch NTP eine Konformationsinderung des Molekiils erreicht und so die Bindung von

DNA- oder RNA-Substrat an die entsprechende Bindungsstellen erleichtert (Abb. 4.) [20].

Durch einige der untersuchten Compounds konnte zwar eine Hemmung der Helikase-
Aktivitit der untersuchten N'TPase/Helikasen erreicht werden, jedoch keine Hemmung der
ATPase-Aktivitit. Die Beobachtung, dass die Verbindungen nicht um den katalytischen
ATP bindenden Standort der NTPase konkurrieren, unterstiitzt die Forderung nach zwei
Nukleinsdure-Bindungstellen der zweiten Hypothese. Die erste Hypothese lasst sich, unter
dem Aspekt der nicht auszuschlieBenden Interkalation der Benzimidazol- und
Benzotriazol-Derivate mit dsRNA und/oder dsDNA Strukturen [66,67,68], nicht

entkriften.
5.4. Vergleich mit anderen, durch die Inhibitoren hemmbaren Enzymen

Die Struktur der HCV-NS3-NTPase/Helikase zeigt héchste Ahnlichkeit mit UvrB [71,72].
Sie ist eine DNA-Helikase, die fir Nucleotid-Exzisionsreparatur geeignet ist und ein
Mitglied derselben Helikase-Superfamilie 2 ist, wie die HCV-NS3-NTPase/Helikase [73].
Kristallstrukturanalysen der PcrA Helikase zeigten, dass bei der Bindung von ATP und
Nukleinsdure, zur Sicherstellung der ATPase-Aktivitit, Interdominen- (Domanenschluf3),
Intradominen- und Seitenketten-Konformations-Anderungen auftreten [32]. Die PcrA
Helikase gehért zur Helikase-Superfamilie 1. Aus der Uberlagerung der Dominen 1 und 1a
von NS3 und UvrB wurde der relative Standort von ATP im Komplex der HCV-NS3-
NTPase/Helikasen mit dU8-Oligonucleotid (Protein Data Bank Nummer 1A1V) [31] vom
UvrB-ATP-Komplex (Protein Data Bank Nummer 1D97Z) abgeleitet [71]. Beide Strukturen
NTPase/Helikase-dU8-Komplex und UvrB-ATP-Komplex stellen offene Formen der
Enzyme dar. Abb. 12.A zeigt, dass bei der HCV-NS3-NTPase/Helikase die ATP-
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Bindungen in der Tasche zwischen Dominen 1 und 2 hauptsichlich Giber Interaktionen mit

den Motiven I (GxGKS/T) und II (DExH) auf Domine 1 stattfinden [74].

Abb. 12. Vergleich der ATP-Bindung der HCV-NS3-NTPase/Helikase und Proteinkinase
CK2 [74].

A

domain 2

domain 3 lower domain

(A) Banddiagramm eines Komplexes aus HCV-NS3-NTPase/Helikase, MgATP und
ssDNA. Die konservierten Motive, die mit der ATP-Bindung zusammen hingen, Motiv 1
(phosphatbindendes Motiv oder Walker-Motiv-A [29]), Motiv 1I (Mg2+ bindendes Motiv
oder Walker-Motiv-B) und Motiv VI sind Rot dargestellt. (B) Banddiagramm eines
Komplexes aus katalytischer Untereinheit der CK2 und MgATP. ATP bindende Motive,
Gly-reiche Schleife (Walker-Motiv-A) und DFG Schleife (Mg** bindendes Motiv, das die
DWG Sequenz der CK2 umfasst) sind Rot dargestellt. Mg2+ Ionen sind als weile Kugeln
dargestellt.

Der starke Hemmstoff der HCV- und WNV-NTPase/Helikase, TBBT, ist ein spezifischer
ATP-kompetetiver Hemmstoff der Proteinkinase CK2. Er wurde urspringlich entwickelt,
um zwischen den Proteinkinasen CK1 und CK2 zu unterscheiden [47]. AnschlieBend
konnte gezeigt werden, dass er unter mehr als 30 Serin/Threonin- und Tyrosin
Proteinkinasen eine hohe Selektivitit fiir die CK2 zeigt [48]. In der Kiristallstruktur des
Komplexes der katalytischen Untereinheit der Zea May CK2 mit TBBT, befindet sich
TBBT im aktiven Standort der CK2 [49]. Normalerweise wird dieser vom Purin-Teil der
natiirlichen Substrate ATP und GTP eingenommen. Er liegt grob orientierend in derselben
Ebene wie die Purinbasen, fiigt sich tief in die hydrophobe Tasche von CK2 ein und passt
nahezu perfekt in die Proteintasche (Abb. 12.B) [74]. Die Proteinhemmstoffinteraktionen
sind fast ausschliefSlich hydrophob. Wegen der Sperrigkeit der Bromatome sind diese in

erster Linie fiir die hydrophoben Interaktionen mit den apolaren Ketten von CK2
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verantwortlich. Die einzige polare Interaktion, durch H-Briicken vermittelt, besteht
zwischen dem N' des TBBT Triazol-Rings und zwei geladenen Seitenketten des Proteins
[49]. TCBT ist mit den weniger sperrigen Chloratomen ein viel schwicherer Hemmstoff

von CK2 [47].

Die Analyse des Bindungsmodus von ATP in der HCV-NTPase/Helikase Struktur erklirt,
warum TBBT kein ATP-kompetetiver Hemmstoff ist. Bei der HCV-NTPase/Helikase
bindet das ATP, im Vergleich zur Proteinkinase, gewissermallen gegeniiber, mit dem
Adenin-Ring von dem Spalt zwischen den Dominen weg angeordnet (Abb. 12). TBBT als
ein spezifischer Hemmstoff von CK2 ahmt den Purin-Ring des ATP im Komplex mit CK2
nach und wird tief im hydrophoben aktiven Zentrum, in einer Tasche zwischen den oberen
und unteren Dominen vergraben. Wenn es ein ATP-kompetitiver Hemmstoff der HCV-
NTPase/Helikase wire, wiirde es die Position des Adenin-Rings in der Offnung der
breiten Spalte zwischen Dominen 1 und 2 einnehmen. Wie oben beschrieben sind die
Proteinhemmstoffinteraktionen aufgrund der Bromatome fast ausschliefSlich hydrophob.
Die hemmende Stirke von TBBT ist stark von den engen Wechselwirkungen zu der
hydrophoben Oberfliche der Domine abhingig. Dieser Teil der Spalte ist selbst nach
Dominenschluss zu grof3, um eine feste Bindung mit TBBT zu erlauben. Aullerdem wird
angenommen, dass der Schluss der Spalte zwischen Dominen 1 und 2 stark von
Interaktionen von Arginin-Resten des Motiv VI (QRxGRxGR) in Domine 2 mit den
Phosphatgruppen von ATP gesteuert wird [31]. Die Oberflichen-Regionen, an denen der
Zucker und die Triphosphat-Anteile des ATP binden sind hoch polar [74]. Es scheint
unwahrscheinlich, dass die TBBT-Bindung zu solchen strukturellen Anderungen fiihren
konnte, um fest an der katalytischen ATP-bindenden Stelle binden zu kénnen. Folglich
muss TBBT die Helikase durch einen der oben beschriebenen Mechanismen c)-¢)
hemmen. Versuche, den Hemmmechanismus von TBBT auf der atomaren Ebene zu
verstehen, abgeleitet von der dreidimensionalen Struktur der NS3-NTPase/Helikase, sind

gegenwirtig das Thema von detaillierteren Andockstudien.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die halogenierten Benzimidazole und Benzotriazole, die in diese Studie einbezogen sind,
sind ausgezeichnete wegweisende Zusammensetzungen fiir die Entwicklung von stirkeren

Hemmstoffen der Hepatitis C Virus (HCV)-Nucleotidtriphosphatase(N'TPase) / Helikase.

Von 4,5,6,7-Tetrabromobenzotrialzol (IBBT) wurde zuvor als ein hoch selektiver Inhibitor
der Caseinkinase 2 (CK2) berichtet [47,48]. Im Verlauf der Untersuchung wurde
beobachtet, dass TBBT ein guter Inhibitor der Helikase-Aktivitit ist. Die IC;, liegt im
niedrigen mikromolaren Bereich. Die IC;; ist etwa 20 uM mit einem DNA-Substrat, aber

nur 60 uM mit einem RNA-Substrat.

Mehrere TBBT verwandte Verbindungen waren enzym- und/oder substratspezifische
Hemmstoffe. 5,6-Dichloro-1-3-D-Ribofuranosylbenzotriazol (DRBT) war mit einem
RNA-Substrat ein guter und selektiver Hemmstoff vom West Nil Virus-Enzym (IC,, = 0.3
uM), mit einem DNA-Substrat allerdings viel schwicher (IC;, = 3 uM). Das Tetrachlor-
Analogon von TBBT, 4,5,6,7,-Tetrachlorobenzotriazol (TCBT), ist im Vergleich zu TBBT
sowohl ein schwicherer Hemmstoff der CK2, als auch aller vier hier untersuchter

Helikasen.

Vorinkubation der Enzyme ohne Substrat mit DRBT verbesserte die hemmende Potenz,
die IC,, bei der HCV-Helikase-Aktivitit wurde von 1,5 auf 0,1 uM reduziert. Bei TBBT lie3
sich keine Wirkung der Vorinkubation erkennen, so dass sich ein anderer Modus der

Interaktion mit dem Enzym vermuten ldsst.

Durch einige der untersuchten Compounds konnte eine Hemmung der Helikase-Aktivitit
der untersuchten NTPase/Helikasen erreicht werden, es konnte jedoch durch keine
Verbindung eine Hemmung der ATPase-Aktivitit festgestellt werden. Die Verbindungen

konkurrieren also nicht um den katalytischen ATP-bindenden Standort der NTPase.

Aufgrund der Ergebnisse der Untersuchungen wurden erginzende kinetische Studien zum
Vergleich von ATP bindenden Stellen veranlasst. Sie zeigten, dass der Aktionsmodus der
Hemmstoffe mit der Helikase, im Gegensatz zur CK2, nicht durch Interaktion mit der
katalytischen ATP-bindenden Stelle, sondern durch Besetzen einer zuvor vermuteten,

allosterischen Nucleosid/Nucleotid bindenden Stelle bedingt ist [67].
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Halogenated benzimidazoles and benzotriazoles as inhibitors
of the NTPase/helicase activities of hepatitis C and related viruses
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Tadeusz Kulikowski? and David Shugar®*
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Polish Academy of Sciences, Warsaw, Poland; 3BioIn/"'oBank, Poznan, Poland: *ICM, University of Warsaw, Poland

A search has been initiated for lead inhibitors of the non-
structural protein 3 (NS3)-associated NTPase/helicase
activities of hepatitis C virus, the related West Nile virus,
Japanese encephalitis virus and the human mitochondrial
Suv3 enzyme. Random screening of a broad range of unre-
lated low-molecular mass compounds, employing both
RNA and DNA substrates, revealed that 4,5,6,7-tetra-
bromobenzotriazole (TBBT) hitherto known as a potent
highly selective inhibitor of protein kinase 2, is a good
inhibitor of the helicase, but not NTPase, activity of hepa-
titis C virus NTPase/helicase. The ICs, is approximately
20 pum with a DNA substrate, but only 60 pum with an RNA
substrate. Several related analogues of TBBT were enzyme-
and/or substrate-specific inhibitors. For example, 5,6-di-
chloro-1-(B-p-ribofuranosyl)benzotriazole (DRBT) was a
good, and selective, inhibitor of the West Nile virus enzyme
with an RNA substrate (ICsy =~ 0.3 pm), but much weaker
with a DNA substrate (ICsy &~ 3 uMm). Preincubation of the
enzymes, but not substrates, with DRBT enhanced inhibi-

tory potency, e.g. the ICsy vs the hepatitis C virus helicase
activity was reduced from 1.5 to 0.1 pum. No effect of pre-
incubation was noted with TBBT, suggesting a different
mode of interaction with the enzyme. The tetrachloro con-
gener of TBBT, 4,5,6,7,-tetrachlorobenzotriazole (TCBT; a
much weaker inhibitor of casein kinase 2) is also a much
weaker inhibitor than TBBT of all four helicases. Kinetic
studies, supplemented by comparison of ATP-binding sites,
indicated that, unlike the case with casein kinase 2, the mode
of action of the inhibitors vs the helicases is not by
interaction with the catalytic ATP-binding site, but rather by
occupation of an allosteric nucleoside/nucleotide binding
site. The halogeno benzimidazoles and benzotriazoles
included in this study are excellent lead compounds for the
development of more potent inhibitors of hepatitis C virus
and other viral NTPase/helicases.

Keywords: NTPase/helicases; hepatitis C and related viruses;
inhibitors; halogenated benzimidazoles/benzotriazoles.

Hepatitis C virus (HCV) infection, which results in chronic
or acute hepatitis, and may lead to liver cirrhosis and
hepatocellular carcinoma, is currently known to affect more
than 3% of the population worldwide. No vaccine has been
developed as yet, and current therapy, based on the use of
o-interferon, alone or in combination with the antiviral
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agent ribavirin, is only moderately effective [1-4]. The
broad-spectrum antiviral ribavirin itself has recently been
shown to act as an RNA virus mutagen [5]. Surprisingly,
efforts to develop effective antiHCV agents have hitherto
been limited.

The HCV genome encodes a polyprotein, which is then
cleaved into 10 structural and nonstructural (NS) proteins.
One of these is the so-called NS3 protein, which exhibits
serine protease activity at the N-terminus, and helicase
and nucleotide triphosphatase (NTPase) activities at the
C-terminus [4,6]. The helicase activity of NS3, which plays a
key role in viral replication, appears to be an exceptionally
attractive target for termination of viral replication [7.8].

Computer-assisted sequence analysis of known and
putative NTPase/helicases has led to their classification as
three superfamilies (SF1, SF2 and SF3), and a smaller
group referred to as family 4 [9-11]. All four contain the
Walker A and B box sequences known to be involved in
NTP binding and hydrolysis [12]. Crystal structures of the
SF1 DNA NTPase/helicases from Escherichia coli and
Bacillus stearothermophilus, and of the SF2 HCV RNA
NTPase/helicase, have confirmed the functions of these
conserved motifs [13-16]. Blockage of the NTP-binding site
leads to inhibition of NTPase activity [17]. Binding studies
by Porter [18] have revealed two nucleotide-binding sites in
the HCV NTPase/helicase, the location and function of the
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second being as yet unknown. However, there is accumu-
lating evidence that the NTPase and helicase activities of the
SF2 family enzymes may be modulated by occupation of
these putative nucleotide-binding sites. Ribavirin-5'-triphos-
phate, a potent classical competitive inhibitor of the NTPase
activities of the West Nile virus (WNV) and HCV NTPase/
helicases at low ATP concentrations (<<K,,), failed to
inhibit the ATPase activities at high ATP concentrations
(> K,) and, indeed, even stimulated enzyme activity. By
contrast, ribavirin-5-triphosphate moderately inhibits the
helicase activities of both enzymes by a mechanism that is
independent of the ATP concentration [19-21], most likely
due to occupation of the second nucleotide binding site.

Several attempts to develop HCV NTPase/helicase
inhibitors have been described. Two series of such com-
pounds, previously reported only in patents [22,23], are
composed of two benzimidazole, or aminophenylbenzimi-
dazole, moieties attached to symmetrical linkers of variable
lengths. These were reported to exhibit ICsy values for
inhibition of the HCV helicase activity in the low micro-
molar range, subsequently confirmed and extended in a
Structure—Activity Relationship (SAR) study reported by
Phoon et al. [24]. Somewhat less effective are several
aminothiadiazoliums, again described only in patents [25].

During the course of random screening of a wide range
of unrelated compounds in a search for lead inhibitors of
HCV NTPase/helicase activities, it was noted that 4,5,6,7-
tetrabromobenzotriazole (TBBT), previously reported as
a highly selective inhibitor of protein kinase 2 (CK2)
[26,27], is a good inhibitor of the helicase activity, with an
1Csp in the low micromolar range. We herein describe the
inhibitory properties of TBBT, and a number of related
benzotriazoles and benzimidazoles, at the NTPase/helicase
sites of HCV and the related viruses Japanese encephalitis
virus (JEV) and WNYV, as well as the human NTPase/
helicase Suv3.

Materials and methods

Materials

DNA oligonucleotides were prepared by M. Schreiber
(Bernhard-Nocht-Institute, Hamburg, Germany). RNA
oligonucleotides were purchased from HHMI Biopoly-
mer/Keck Foundation, Biotechnology Resource Labora-
tory, Yale University School of Medicine (New Haven,
CT, USA). [y-¥PJATP (220 Tbg'mmol™") and [y-*PJATP
(110 Tbg'mmol ") were from Hartman Analytic. All other
chemicals were obtained from Sigma.

Halogenated benzimidazole and benzotriazole nucleo-
sides were synthesized as described previously [27,28 and
references therein]. We are indebted to D. Vikic-Topic
(Ruder Boskovic Institute, Zagreb, Croatia) for the gift
of the nonhalogenated 5,6-dimethyl-1-(a-D-ribofuranosyl)
benzimidazole (a-DMRB), a key constituent of vitamin By».

Synthesis of 4,5,6,7,-tetrachlorobenzotriazole (TCBT)

TCBT (4,5,6,7,-tetrachlorobenzotriazole) was synthesized
by chlorination of benzotriazole according to the modified
procedure of Wiley et al. [29]. The yield was 65%, with TLC
values of Rg 0.13 (CHCl; + MeOH, 100 + 1), melting
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point 254-256 °C, lit. [29] 256-260 °C, and UV values of
PH 2, Amax 273 nm (7900), 282 nm (8600), 299 nm (5900),
PH 6, Xpax 290 nm (11 300), 296 nm (11 500), 308 nm
(6460); pH 12, Apax 290 nm (13 000), 296 nm (13 180),
308 nm (7670), '*C NMR (ds dimethylsulfoxide), 137.508;
127.937; 118.841. Mass spectroscopy gave mjz (MH™),
257.9102; theoretical value for CgH,CI,N; MH ™, 257.917.

Synthesis of 4,5,6,7,-tetrabromobenzotriazole (TBBT)

TBBT was synthesized by modification of bromination
procedure described by Wiley et al. [29]. The yield was 60%,
with TLC values of Rg 0.16 (CHCl; + MeOH, 100 + 1),
melting point 264-266 °C, lit. [29] 262-266 °C, and UV
values of MeOH, A, 288 nm (9600), 300 nm (8670),
311 nm (6000), pH 2, Apax 279 nm (3400), 289 nm (3500),
303 nm (2800) pH 6-12, Apax 291 nm (10 800), 299 nm
(10 250), 310 nm (6670), "*C NMR (d dimethylsulfoxide),
143.002; 136.862; 124.637, 113.233; 107.122. Mass spectro-
scopy gave m/z (MH™), 435.872; theoretical value for
C¢H,Br,N; MH ™, 435.718.

Sources and purification of HCV, JEV, Suv3(A1-159)
and WNV NTPase/helicases

The NTPase/helicase domain of HCV NS3 was expressed in
E. coli and purified as described previously [30], with certain
modifications. The bacteria were collected by centrifugation
(5000 g for 1 h at 4 °C) and disrupted by sonication in lysis
buffer (100 mm Tris/HCl pH 7.5, 20% glycerol, 0.1%
Triton X-100, 200 mm NaCl, 1 mm B-mercaptoethanol,
2 mMm phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 mm imidazole).
Insoluble material was pelleted at 26 000 g and the super-
natant mixed with 3 mL nickel-charged resin (Qiagen)
equilibrated with buffer containing 20 mm Tris/HCl
pH 7.5, 10% glycerol, 0.05% Triton X-100 and 1 mm
B-mercaptoethanol) for 12 h. The matrix was transferred
to a column and washed with the foregoing buffer
supplemented with 200 mm NaCl and 20 mm imidazole.
Bound protein, eluted with 0.5 M imidazole in the same
buffer, to a purity of 65-70%, was concentrated by
ultrafiltration on a 30-kDa membrane and fractionated on
a Superdex-200 column (Hi-Load; Amersham Pharmacia
Biotech) equilibrated with TGT buffer (20 mm Tris/HCI
pH 7.5, 10% glycerol, 0.05% Triton X-100, 1 mm EDTA,
1 mm B-mercaptoethanol). Fractions containing most of the
ATPase and helicase activities (= 80%) were pooled and
used to investigate the enzyme properties.

The JEV NTPase/helicase was expressed in E. coli [31]
and purified according to the protocol for the HCV enzyme,
as above.

N-terminally ~ truncated  Suv3  NTPase/helicase,
Suv3(A1-159), was expressed in E. coli. A 1881-bp fragment
of the human Suv3 cDNA, coding for Suv3 protein
truncated 159 aa from the amino terminus, was amplified
by PCR using the following primers: forward, 5-CATGCC
ATGGCGCCATTTTTCTTGAGACATGCC-3"; reverse,
5’-CTGGGATCCGTCCGAATCAGGTTCCTTC-3
(purchased from Sigma), and the pKK plasmid as a
template [32]. The resulting fragment was cloned into Ncol
and BamHI sites of the pQE60 expression vector (Qiagen).
Sequences of both strands were verified, using an ABI Prism
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Fig. 1. SDS/PAGE analysis of the NTPase/helicases used in this study.
Aliquots of the final preparation of the HCV (1.2 pg protein, lane 1),
WNV (5.5 pg protein, lane 2), JEV (1.5 pg protein, lane 3), and
Suv3(A1-159) NTPase/helicases (1.0 pg protein, lane 4) were separated
by SDS/PAGE followed by staining with Coomassie blue. Molecular
mass markers are indicated on the left. Arrows indicate the locations of
the NTPase/helicases.

377 DNA Sequencer. The His-tagged Suv3(A1-159) was
purified by the method described above for HCV NTPase/
helicase.

The final preparations of the enzymes were homogenous,
as demonstrated by Coomassie Blue staining of SDS/
polyacrylamide gels (Fig. 1, lanes 1,3,4).

The WNV NTPase/helicase was purified from the cell
culture medium of virus-infected Vero E6 cells as described
previously [20], with some modifications. Briefly, the
concentrated cell culture medium was mixed with 10 mL
Reactive Red120 agarose (Sigma) equilibrated with TGT
buffer for 4 h at 4 °C. The matrix was collected by
sedimentation, transferred to a column and washed with
TGT buffer. Bound protein was eluted with 1 M KCl in the
same buffer, concentrated by ultrafiltration on a 30-kDa
membrane to a final volume of 2 mL, and subjected to gel
exclusion chromatography on a Superdex-200 column.
Fractions expressing ATPase and helicase activities were
chromatographed again on Reactive Red120 agarose
(5 mL) as described above. The salt-eluted protein was
precipitated with poly(ethylene glycol) (30%, w/w), collec-
ted by centrifugation (5000 g for 1 h at 4 °C) solubilized
with TGT buffer, and applied to a hydroxyapatite (HA-
Ultrogel) column preequilibrated with TGT buffer. The
column was washed with 10 mL TGT buffer, then with
2 mL TGT buffer containing 1 M KCl, and again with 5 mL
TGT buffer. The NTPase/helicase was eluted with 1 mL
TGT buffer containing 50 mm KH,POy,, precipitated with
poly(ethylene glycol) and dissolved in TGT buffer. The
analysis of the final enzyme preparation by Coomassie blue-
stained SDS/PAGE revealed two proteins with molecular
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masses of 66 and 60 kDa. N-terminal sequencing allowed
the identification of these proteins as BSA and WNV
NTPase/helicase (Fig. 1, lane 2) [20].

Protein concentrations of preparations of the NTPase/
helicases were determined by SDS/PAGE as described by
Hames and Rickwood [33]. Kinetic parameters were
determined by nonlinear-regression analysis using ENZFIT-
TER (BioSoft) and sigma pLoT (Jandel Corp.).

ATPase and helicase assays

ATPase activity of the NTPase/helicases was determined as
described previously [17,19,20]. Briefly, assays were per-
formed with 2 pmol of WNV, 0.5 pmol of HCV, 4 pmol of
JEV or 0.2 pmol of Suv3(A1-159) NTPase/helicases. The
enzymes were incubated in a reaction mixture (final volume
25 pL) containing 20 mm Tris/HCI pH 7.5, 2 mm MgCl,,
1 mMm B-mercaptoethanol, 10% glycerol, 0.01% Triton X-
100, 0.1 mgmL™" BSA, 25nCi [y-°PJATP, and ATP
adjusted to concentrations corresponding to the K, values
determined for the ATPase reaction of each of the NTPase/
helicases. The reaction was conducted for 30 min at 30 °C
and terminated by addition of 0.5 mL activated charcoal
(2 mgmL™"). Following centrifugation at 10 000 g for
10 min, 100 pL aliquots of the supernatant were removed
and subjected to scintillation counting.

Helicase activity was tested with 2 pmol WNV, 0.5 pmol
HCV, 4 pmol JEV or 0.2 pmol of Suv3(A1-159) NTPase/
helicase. Unwinding of the partially hybridized DNA or
RNA substrate (4.7 pm of nucleotide base) was monitored
in a reaction mixture (final volume 25 plL) containing
20 mm Tris/HCI pH 7.5, 2 mm MgCl,, 1 mm B-mercapto-
ethanol, 10% glycerol, 0.01% Triton X-100, 0.1 mgmL™"
BSA and ATP at concentrations indicated in the figure
legends. The reaction was conducted for 30 min at 30 °C
and stopped by addition of 5 pL termination buffer
(100 pm Tris/HCl pH 7.5, 20 mm EDTA, 0.5% SDS,
0.1% Triton X-100, 25% glycerol and 0.1% bromophenol
blue). Samples were fractionated on a 15% Tris/borate/
EDTA polyacrylamide gel containing 0.1% (w/w) SDS [20].
The gels were dried and exposed to Kodak X-ray films at
—70 °C. The areas of the gels corresponding to the released
strand and to the nonunwound substrate were cut out and
3P radioactivity counted. Alternatively, the films were
scanned and the radioactivity associated with the released
strand and with the nonunwound substrate quantified with
GELIMAGE software (Amersham Pharmacia Biotech).
Assays were carried out with the same level of enzyme
activity, as determined with the DNA substrate under
conditions described above.

Effect of preincubation of compounds with enzyme
on unwinding and hydrolysis efficacy

The selected enzyme was preincubated with a given
compound at 30 °C in 20 pL of TGT buffer for various
periods of time and various concentrations of compound.
The unwinding reaction was then initiated by addition of
MgCl,, ATP, BSA and DNA or RNA substrate at
concentrations used in the standard helicase assay. ATP
hydrolysis was started by the addition of MgCl,, ATP and
BSA at concentrations used in the ATPase assay, in 10 pL
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Fig. 2. Structures of benzimidazole and benzotriazole derivatives.
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Table 1. Inhibition by benzimidazoles and benzotriazoles of the helicase activities of the enzymes from HCV, WNV, JEV and Suv3(A1-159), with use
of a DNA substrate. Helicase activity was determined as a function of increasing concentrations of the compounds in the presence of ATP adjusted
t0 9.5 puM, 105 pm, 235 pm and 4.2 pm for WNV, HCV, JEV and Suv3(A1-159) NTPase/helicases, respectively, and 4.7 pmol of DNA substrate
(concentration of nucleotide base) as described in Materials and methods. K; values for inhibition of protein kinase CK2 are from refs [26-28].

ICso (um) K; (um)
Inhibitor HCV WNV JEV Suv3(A1-159) CKII
DBRB 320 > 500 > 500 > 500 8
DRBT 1.5 3.0 > 500 5.5 -
DRB 450 > 500 > 500 > 500 24
a-DMRB 108 > 500 > 500 > 500 -
TCBT 380 27 > 500 > 500 6
TBBT 20 1.7 200 50 0.6

TGT buffer. In control experiments, the NTPase/helicase
was preincubated alone under the same conditions.

Substrates for helicase reactions

The RNA substrate for the helicase assays consisted of
two partially hybridized oligonucleotides with sequences
as reported by Gallinari et al. [34]. The DNA substrate
was obtained by annealing two DNA oligonucleotides
synthesized with sequences corresponding to the deoxy-
nucleotide versions of the aforementioned RNA strands.
The release strands (26-mer) were 5-end labeled with
[y-*PJATP, using T4 polynucleotide kinase (MBI, Fer-
mentas) as recommended by the manufacturer. For the
annealing reaction the labelled oligonucleotide was com-
bined at a molar ratio of 1 : 10 with the template strand
(40-mer), denatured for S min at 96 °C and slowly
renatured as described elsewhere [20]. The duplex DNA
was electrophoresed on a 15% native Tris/borate/EDTA
polyacrylamide gel, visualized by autoradiography and
extracted as described previously [20]. The amount of
DNA or RNA duplex used as substrate for the WNV
NTPase/helicase was determined by the ethidium bromide
fluorescent quantitation method [35].

Results

The DNA helicase activity of the HCV enzyme, monitored
under optimal conditions [20,21] in the presence of 105 pum

ATP, corresponding to the K, for ATP in the ATPase
reaction, was followed in the presence of varying concen-
trations of the benzimidazole and benzotriazole analogues
(Fig. 2). The resulting ICs, values for inhibition of helicase
activity, compared with the respective inhibitory parameters
of the phosphorylation reaction catalysed by CK2, are listed
in Table 1. The same results, shown in Fig. 3A, demon-
strate more clearly the potent inhibitory effects of DRBT
and TBBT, particularly the almost total inhibition of
activity by 10 pum of the former.

In the helicase assay, performed with the HCV NTPase/
helicase, changes in the ATP concentration over the range
0.1-1000 pMm, and in the DNA substrate concentration in
the range 1.6-14.7 pm, did not detectably affect the
measured ICs, values of the inhibitors. It may be concluded
that the inhibitors do not compete with ATP (see below).
However the concentration range of the DNA substrate was
necessarily too limited to draw any conclusion regarding the
mode of inhibition, because, as previously shown with the
WNV NTPase/helicase [20] strong substrate/product inhi-
bition of the unwinding reaction by the HCV enzyme was
observed when the DNA substrate concentration exceeded
15 pM (not shown).

The responses of the helicase activities of the other three
enzymes towards the various compounds, determined with
the DNA substrate, were monitored at ATP concentrations
corresponding to their respective K, values in the ATPase
reactions, that is 9.5 um for WNV, 235 pum for JEV and
42 um for Suv3(Al-159). Overall results for all four
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Fig. 3. Inhibition of (A) helicase activity with a DNA substrate and (B)
ATPase activity of purified HCV NTPase/helicase by various concen-
trations of benzimidazole and benzotriazole analogues, added to the
reaction medium simultaneously with the enzyme. Unwinding and
hydrolytic activities in the absence of inhibitor were taken as 100%;
DRB (H), DBRB (@), DRBT (V¥), a-DMRB (A), TCBT (#), TBBT
(O). (C) Autoradigraphy demonstrating inhibition of purified WNV
NTPase/helicase by DRBT with an RNA substrate. The reaction was
conducted in the absence (lanes 1,2,7) or in the presence of DRBT at
0.3 v (lane 3), 1.0 pm (lane 4), 3.0 um (lane 5), 10 pm (lane 6), all
added to the reaction mixture simultaneously with enzyme. Lanes 1
and 7, the reaction mixture did not include enzyme and the substrate
was heat-denatured (lane 1) or native (lane 7). The reaction was
stopped by the addition of termination buffer, and substrate separated
from released product on a Tris/borate/EDTA polyacrylamide gel.
The dried gel was exposed to Kodak X-ray film at —70 °C for 12 h.

NTPase/helicases are presented in Table 1. It should be
noted that DRBT (with a benzotriazole ring) is a micro-
molar inhibitor (ICsq of 1.5-5.5 um) of the helicase activities
of HCV, WNV and Suv3(A1-159), but not JEV.

The tetrachlorobenzotriazole TCBT is only a weak
inhibitor of the HCV enzyme, and a moderate inhibitor of
the WNV helicase activity, whereas the corresponding
tetrabromobenzotriazole TBBT is 20-fold more effective
against both these enzymes. Even in the case of the JEV and
Suv3(A1-159) enzymes, where TCBT is almost inactive, its
replacement by TBBT leads to measurable inhibition. It is
noteworthy that CK2 displayed a similar pattern of
response to TBBT and TCBT [27].

Somewhat unexpected was the finding that, using the
RNA substrate, the compounds examined (with the excep-
tion of TBBT) were much weaker inhibitors of the helicase
activities of the HCV, JEV and Suv3(A1-159) NTPase/
helicases (Table 2). A notable exception was the WNV
enzyme, for which all compounds, but not a-DMRB, were
comparable, or more effective (DRBT, DRB) inhibitors,
shown in the case of DRBT in Fig. 3C.

The two most effective inhibitors of the HCV helicase
activity, DRBT and TBBT (Table 1) differ significantly in
their mechanisms of action. Inhibition by DRBT was
dramatically increased when it was preincubated with the
enzyme in the absence of the DNA substrate. Preincubation
for 15, 30 and 45 min, followed by addition of the substrate,
led to ICs, values of 1.1 um, 0.45 pm and 0.1 pm, respect-
ively, and, after 60 min preincubation with the enzyme,
attained a plateau level at ICsy = 0.09 um (Fig. 4A). No
such effect of preincubation was observed with TBBT.
Furthermore, control experiments, in which DRBT was
preincubated with the DNA substrate, had no effect on the
1C5 values.

The amino acid sequence of the N-terminal region of
Suv3(A1-159) NTPase/helicase is highly homologous to
domains I and II, but not III, of HCV NTPase/helicase.
Consequently, it is of interest that preincubation of
Suv3(A1-159) NTPase/helicase with DRBT, but not with
TBBT, led to a similar enhancement of inhibition as
observed with HCV NTPase/helicase (data not shown).

Attention was then directed to the effects of the various
analogues on the ATPase activity of the HCV enzyme,
monitored by release of **P from [y-"PJATP. At an ATP
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concentration corresponding to its K, (105 pm), none of the
compounds, at concentrations up to 500 pm, exhibited
detectable inhibition (Fig. 3B). Even in the case of DRBT
an extensive preincubation with the enzyme did not lead to
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Table 2. Inhibition by benzimidazoles and benzotriazoles of the helicase
activities of the enzymes from HCV, WNV, JEV and Suv3(A1-159),
with the use of an RNA substrate. Helicase activity was determined as
described in Table 1 with 4.7 pmol of RNA substrate (concentration
of nucleotide base).

ICso (M)
Inhibitor HCV WNV JEV Suv3(A1-159)
DBRB > 500 245 > 500 > 500
DRBT > 500 0.3 > 500 > 500
DRB > 500 12 > 500 > 500
a-DMRB > 500 > 500 > 500 > 500
TCBT > 500 15 > 500 480
TBBT 60 0.9 250 200

noteworthy inhibition of the ATPase activity (Fig. 4B). This
was also the case when the ATP concentration was reduced
stepwise to as low as 1072 of its K, value. It clearly follows
that none of the inhibitors competes for the ATP-binding
site(s) of the NTPase.

Discussion

The NS3-associated helicase activity has long been consid-
ered an attractive target for development of effective drugs
against HCV and related flaviviruses, because of its key role
in viral replication [7,8,36]. Drugs targeting the unwinding
activity could act via one or more of the following
mechanisms [37]: (a) inhibition of ATPase activity by
interfering with ATP binding and therefore by limiting the
energy necessary for the unwinding, (b) inhibition of ATP
hydrolysis or release of ADP by blocking opening or closing
of domain 2, (c) inhibition of RNA (or DNA) substrate
binding, (d) inhibition of unwinding by sterically blocking
helicase translocation or (e) inhibition of coupling of ATP
hydrolysis to unwinding.

The present study describes several halogenated benzimi-
dazoles and benzotriazoles which inhibit the unwinding
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reaction of three selected viral SF2 NTPase/helicases and,
albeit to a lesser extent, the SF1 human enzyme Suv3.
Inhibition is not accompanied by any change in ATPase
activity. Although the inhibitory effect appears to result
from direct interaction of the compounds with the enzymes,
some action at the level of the RNA and/or DNA substrates
cannot be unequivocally excluded. Various benzimidazole
analogues have been demonstrated to intercalate into
dsRNA and/or dsDNA structures [38-40], and may modify
their properties as substrates for NTPase/helicases, as is the
case with some imidazo[4,5-d[pyridazine derivatives [41].
Moreover, the interaction of these compounds with RNA
and/or DNA appears to be dependent on the base sequence
of the polynucleotide [42].

It is intriguing that the potent inhibitor of the HCV and
WNYV NTPase/helicases, TBBT, is a specific ATP-competi-
tive inhibitor of protein kinase CK?2, originally developed to
discriminate between protein kinases CK1 and CK2 [27],
and subsequently shown to exhibit striking selectivity
towards CK2 amongst more than 30 serine/threonine and
tyrosine protein kinases [26]. In the crystal structure of the
complex of the catalytic subunit of Zea mays CK2 with
TBBT [43], the latter is located in the CK2 active site
normally occupied by the purine moieties of the natural
substrates ATP and GTP, oriented roughly in the same
plane as the purine bases, and embedded deeply in the
hydrophobic pocket of CK2, fitting the protein cavity
almost perfectly (Fig. SA). The protein-inhibitor inter-
actions are almost exclusively hydrophobic and, given the
bulkiness of the bromine atoms, these are primarily
responsible for the hydrophobic interactions with the apolar
chains of CK2. The only polar interaction, mediated by a
pair of hydrogen-bonded water molecules, involves the N(1)
of the TBBT triazole ring and two charged side-chains of the
protein [43]. TCBT, with the less bulky chlorine atoms, is a
much weaker inhibitor of CK2 [27].

Figure 5A demonstrates that, in the HCV NS3 NTPase/
helicase, ATP binds in the cleft between domains 1 and 2,
largely via interactions with motifs I (GxGKS/T) and 11
(DexH) on domain 1. The relative location of ATP in the
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Fig. 4. (A) Effect of preincubation for various time periods of HCV NTPase/helicase with DRBT on the inhibition of helicase activity with a DNA
substrate and (B) on inhibition of its ATPase activity. Aliquots of the enzyme were incubated in the presence of increasing concentrations of DRBT,
or in its absence, for 15 min (V), 30 min (@), 45 min (H), 60 min (A) and 90 min (®).
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Fig. 5. Comparison of ATP binding in HCV NS3 helicase and protein kinase CK2. (A) Ribbon diagram of HCV NS3 helicase complexed with
MgATP and ssDNA. Conserved motifs involved in ATP binding, with motif I (phosphate-binding motif, or Walker motif A [12]), motif II
(Mg " -binding motif, or Walker motif B) and motif VI shown in red. (B) Ribbon diagram of CK2 kinase catalytic subunit complexed with
MgATP. ATP-binding motifs, Gly-rich loop (Walker motif A) and DFG loop (Mg " -binding motif comprising DWG sequence in CK?2), are

shown in red. Mg>* ions are shown as white spheres.

complex of the HCV NS3 NTPase/helicase with dUS
oligonucleotide (Protein Data Bank number 1A1V) [15] was
derived from the UvrB/ATP complex (Protein Data Bank
number 1D9Z) [44] following superposition of domains 1
and la of NS3 and UvrB, respectively. As revealed by the
Dali server [45], the structure of HCV NS3 NTPase/helicase
shares highest similarity with UvrB, a DNA helicase
adapted for nucleotide excision repair, and a member of
the same helicase Il superfamily, in contrast to PcrA
helicase, which belongs to the helicase I superfamily [46].
Both structures, NTPase/helicase complexed with dU8, and
UvrB complexed with ATP, represent open forms of the
enzymes and, as revealed by the crystal structure of PcrA
helicase [16], additional interdomain (domain closure), and
intradomain and side-chain conformational changes, occur
upon binding of ATP and nucleic acid to ensure ATPase
activity.

Analysis of the mode of binding of ATP in the HCV
NTPase/helicase structure explains why TBBT is not an
ATP-competitive inhibitor. In the HCV NTPase/helicase,
ATP binds in a manner opposite to that in protein kinases,
with the adenine ring directed away from the cleft between
domains (Fig. 5). TBBT, as a specific inhibitor of CK2,
mimics the purine ring of ATP in the complex with CK2,
being deeply buried in the active site hydrophobic pocket
between the upper and lower domains. If it were an ATP-
competitive inhibitor of HCV NS3 NTPase/helicase, it
would occupy the position of the adenine ring in the opening
of the wide cleft between domains 1 and 2. Bearing in mind
that the inhibitory potency of TBBT depends largely on
complementarity of hydrophobic surfaces, this part of the
cleft is too large to allow for its tight binding, even after

domain closure. Moreover, closure of the cleft between
domains 1 and 2 is considered to be driven largely by
interactions of arginine residues from motif VI
(QRxGRxGR) in domain 2 with the phosphate groups of
ATP [15]. It appears highly unlikely that TBBT binding
could lead to such structural changes. Finally, surface
regions where the sugar and triphosphate moieties of ATP
bind are highly polar (data not shown). Consequently TBBT
must inhibit the helicase by one of the mechanisms (c—)
referred to above. Attempts to understand the inhibitory
mechanism of TBBT at the atomic level, from the three-
dimensional structure of the NS3 NTPase/helicase, are
currently the subject of more detailed docking studies. The
mechanism of inhibition by DRBT appears to be somewhat
different and needs, in contrast to TBBT, more than 60 min
to develop full inhibitory activity. The cause of the slow
interaction with the enzyme remains unclear, but not
without precedence. Our previous observations with 5”-O-
(4-fluorosulfonylbenzoyl)adenosine (FSBA) demonstrated
that this compound also requires 90-120 min for blockade,
accompanied by covalent binding to site(s) of WNV
NTPase/helicase [20].

Finally, attention should be drawn to the fact that
benzimidazoles and their nucleosides, including halogenated
analogues, have long been known as inhibitors of replica-
tion of various viruses. The earlier literature, extensively
reviewed by Tamm and Caliguri [47], has been updated by
Townsend et al. [48]. More recently reported inhibitors of
HCV (see Introduction) include bis-benzimidazole ana-
logues.

Particularly relevant are the 2,5,6-trihalogeno-1-B-p-ribo-
sylbenzimidazoles reported as potent and selective inhibitors
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of human cytomegalovirus replication [49]. Unlike many
other antiviral nucleoside analogues, which require intra-
cellular phosphorylation for antiviral activity [50], these
compounds have been shown to act as such, and it has been
proposed that their mechanism of action is via inhibition of
the products of the human cytomegalovirus genes ULS9
and ULS56 [49]. It is, however, of some significance that the
same authors [48] had earlier noted that the heterocyclic
bases themselves, i.e. the 2,5,6-trihalogenobenzimidazoles,
are also good inhibitors, but were not further studied
because of their higher cytotoxicities in uninfected cells. It
appears to us that further studies on the inhibitory
properties of these bases should prove helpful in delineating
their mechanism of action, as well as those of their
nucleosides. It is conceivable that these bases, and/or their
nucleosides, may be NTPase/helicase inhibitors, bearing in
mind that herpes viruses possess two NTPase/helicases [51].
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