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Abstract: Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) wurde in
akademischer wie pharmazeutischer Forschung erfolgreich fiir
onkologische und immunologische Anwendungen adressiert.
Typische Proteasominhibitoren basieren auf einem peptidi-
schen Riickgrat, das mit einem elektrophilen C-Terminus zur
Bindung an die aktiven proteolytischen Zentren gekuppelt ist.
Obwohl der peptidische Anteil viel Interesse beziiglich der
Untereinheitenselektivitit hervorgerufen hat, wird die Wirk-
spezifitit und biologische Stabilitit der Substanzen entschei-
dend durch die reaktiven Kopfgruppen geprdigt. In dieser
Studie wurde daher eine systematische Untersuchung mit In-
vitro-, In-vivo- und strukturbiologischen Methoden durchge-
fithrt, um die Auswirkungen unterschiedlicher Funktionalitii-
ten und chemischer Reaktivititen aufzudecken. Dies ermog-
lichte die Einfiihrung und Charakterisierung der Klasse der a-
Ketoamide als potenteste reversible Inhibitoren mit moglichen
Anwendungen fiir die Behandlung von soliden Tumoren und
Autoimmunerkrankungen.

Die Zulassung von Carfilzomib (Kyprolis) fiir multiples
Myelom und Mantelzelllymphom als Proteasominhibitor der
zweiten Generation durch die FDA im Jahr 2012 hat das 20S-
Proteasom (Kernpartikel; KP) aus dem nichtlysosomalen
Proteinabbauweg erneut als mogliches Angriffsziel fiir
Krebserkrankungen bestitigt.!' Zudem wurde durch die
Entwicklung des entziindungshemmenden KP-Inhibitors PR-
957 der Weg fiir die Behandlung von Autoimmunerkran-
kungen durch die Modulierung der proteasomalen Signalge-
bungsfunktion bereitet.”! Carfilzomib und PR-957 tragen als
gemeinsames Strukturmerkmal das o’,f’-Epoxyketon-Elek-
trophil, welches von dem Naturstoff Epoxomicin ableitet.”!
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Dieses Leitmotiv hat sich gegen die hochreaktive Boronsiure
des ersten klinisch zugelassenen Inhibitors Bortezomib
(Velcade) durchgesetzt, indem es die Bivalenz des kataly-
tisch aktiven Thrl in den proteasomalen Substratbindekana-
len adressiert (Schema 1).! Durch diesen Bindemodus
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Schema 1. Reaktionsmechanismus von o',’-Epoxyketonen (A) und
a-Ketoaldehyden (B) mit dem katalytisch aktiven Thr1.

werden Cystein-, Aspartat und Metalloproteasen von Ep-
oxyketonen nicht betroffen, was sich in einem stark verbes-
serten Nebenwirkungsprofil niederschligt.”! Dennoch weist
auch diese zweite Generation an Proteasominhibitoren einen
irreversiblen Bindemodus dhnlich der Reaktivitit von Bor-
tezomib auf," was mutmaBlich die Durchdringung von festem
Gewebe mindert und die Einsetzbarkeit auf verschiedene
Arten von Blutkrebs beschrinkt.”! Daher war das Ziel dieser
Forschungsarbeit, die bivalente Leitstruktur von Epoxyketo-
nen zu einer reversiblen Funktionalitit umzuformen, indem
wir die Verbindungsklasse der a-Ketoaldehyde einfiihrten.®!
Unerwarteterweise zeigten spatere Experimente, dass a-Ke-
toaldehyde sowohl ein wesentlich geringeres Inhibitionspo-
tenzial als auch eine verminderte Zytotoxizitdt gegen
Krebszelllinien aufweisen, was diese Substanzklasse bereits
im Vorfeld von klinischen Studien ausschlief3t.

Um diesen Reaktivitdtsverlust nidher zu beleuchten,
wurde eine systematische Analyse der biochemischen Aus-
wirkungen verschiedener C-terminaler Elektrophile in vitro
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und in vivo durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde das Z-
Leu-Leu-Leu-Riickgrat des ausfiihrlich charakterisierten al-
dehydischen Proteasominhibitors MG132”! (1) mit unter-
schiedlichen elektrophilen Kopfgruppen versehen: einem
Ketoaldehyd (2), einem o',f’-Epoxyketon (3), einer Boron-
sdure (4) und einem Vinylsulfon (5; Abbildung 1A). Mit
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Abbildung 1. Vergleichende Kopfgruppenanalyse durch In-vitro-Experi-
mente. A) Verschiedene Elektrophile wurden an ein Z-Leu-Leu-Leu-
Riickgrat gekuppelt, was zu unterschiedlichen Selektivitatsverhiltnis-
sen fiir die aktiven Untereinheiten 1, 32 und 35 fiihrte. B) 1Csp-Mes-
sungen der ChTL-Aktivitit des Proteasoms nach Zugabe einer Verdiin-
nungsreihe der jeweiligen Inhibitoren. Das hochreaktive Epoxyketon 3
und die Boronsiure 4 représentieren die stirksten Inhibitoren unter
allen Verbindungen, wohingegen das a-Ketoamid 6 den potentesten
reversiblen Inhibitor darstellt. Dabei tibertrifft letzteres sogar die reak-
tiven Aldehyde, welche beide nur mittlere Inhibition aufweisen.

Ausnahme der kommerziell verfiigbaren Verbindung 5
wurden alle Inhibitoren durch eine Kombination von klassi-
scher Peptidsynthese und spezifischen Syntheserouten fiir die
elektrophilen Kopfgruppen hergestellt. Im Fall von 3 und 4
wurden die funktionellen Gruppen separat synthetisiert und
in einem konvergenten Ansatz an das Peptidgeriist gekup-
pelt.'”! Dagegen wurde der Aldehyd 1 auf einem zuvor er-
zeugten Leucinolterminus durch Oxidation mit 2-Iodoxy-
benzoesiure (IBX) aufgebaut.'!! 2 konnte aus 1 durch eine
Grignard-Reaktion mit Iodoform gefolgt von einer Oxidation
und Hydrolyse des resultierenden [-Diiodalkohols erhalten
werden!'” (siehe die Hintergrundinformationen).

Nachdem alle KP-Inhibitoren zur Verfiigung standen,
wurden ICs-Messungen der hauptsichlich betroffenen chy-
motrypsinartigen Aktivitdt (ChTL), welche durch das kata-
lytisch aktive Thr1-Nukleophil der 35-Untereinheit vermittelt
wird, durchgefiihrt (Abbildung 1B).'*! Alle Substanzen inhi-
bierten das ChTL-Aktivitdtszentrum, wobei 3 (15 nm) und 4
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(27 nm) die besten Werte aufwiesen. Das weniger reaktive
Vinylsulfon 5 markierte den unteren Rand des Spektrums mit
einem Wert von 780 nM. Uberraschenderweise zeigten die
Aldehyde 1 und 2 beinahe gleiche Inhibitionsstidrken von 270
und 244 nm. Trotz des entropischen und enthalpischen Bei-
trags durch die Schiff’sche Kondensationsreaktion ist 2 nicht
mit einem hoheren Inhibitionspotenzial ausgestattet. Dies
begriindete unsere Vermutung, dass die Reaktivitéit der ter-
minalen Aldehyde durch Hydratationseffekte vermindert
sein konnte, und wir verénderten das Ketoaldehyd zu einem
a-Ketoamid (6, Abbildung 1 A)."! Dazu wurde 1 mit Phe-
nylisocyanid zur Reaktion gebracht und das erhaltene o-
Hydroxyamid durch IBX oxidiert™! (siche die Hintergrund-
informationen). 6 enthilt ein planares konjugiertes m-Elek-
tronensystem, welches vom Phenylring iiber die Amidbin-
dung bis hin zur a-Ketogruppe reicht. Dabei wird die biva-
lente Reaktivitdt und Reversibilitdt von 2 erhalten, doch mit
minimaler Hydratation beider Carbonyleinheiten (siche die
Hintergrundinformationen). Zudem bieten o-Ketoamide die
Moglichkeit auch die ,,gestrichene Seite des proteasomalen
Bindekanals zu nutzen, indem sie mit ihrem C-Terminus in
die S1'-Tasche vorstoBen. Alle bis heute genutzten peptidi-
schen KP-Modulatoren binden dagegen ausschlieBlich in die
,hichtgestrichene® Seite des Proteasombindekanals.'®!
Jedoch begriindet der endoproteolytische Charakter des
Proteasoms die Vorstellung, dass Liganden, welche sowohl
die gestrichene als auch die nichtgestrichene Seite dieses
Kanals belegen, sowohl erhohte Selektivitét als auch gestei-
gertes Inhibitionspotenzial aufweisen. Erstaunlicherweise
war die Bindestirke von 6 deutlich auf 70 nm verbessert;
dieser Wert wird nur noch von den beiden irreversiblen
Inhibitoren 3 und 4 iibertroffen.!"”

Ermutigt durch diese Ergebnisse versuchten wir, die mo-
lekularen Hintergriinde fiir diese extrem unterschiedlichen
Aktivitdten der KP-Inhibitoren aufzudecken und das Binde-
profil an Thr1O" auf atomarer Ebene zu analysieren. Dafiir
wurde das peptidische Geriist der Substanzen identisch ge-
halten, was die Betrachtung des isolierten Effekts der elekt-
rophilen Kopfgruppen erméglichte und die Hefe-KP/Inhibi-
tor-Strukturen aller Verbindungen mit Auflésungen von
mindestens 3.0 A und R;;-Werten unter 25% bestimmt
(Abbildung 2, Tabellen ST1 und ST2). Alle Hefe-KP-Kris-
talle wurden gleichermaf3en in 2 mMm der jeweiligen Inhibito-
ren fiir 24 h eingelegt. Datensidtze wurden am Synchrotron
der SLS (Paul-Scherrer-Institut, Villingen, Schweiz) aufge-
nommen; die Datenprozessierung und die Strukturverfeine-
rung wurden wie zuvor beschrieben durchgefiihrt.!™

FEine Analyse der Elektronendichtekarten zeigt, dass
jeder Ligand zumindest den fiir alle giinstigen Substratkanal
der p5-Untereinheit belegt. Interessanterweise binden sowohl
die Boronséure 4 als auch das Vinylsulfon § spezifisch in das
ChTL-Aktivitdatszentrum, was Hypothesen widerspricht,
welche die Selektivitit eines Inhibitors auf die Reaktivitit des
Elektrophils zuriickfithren. Im Unterschied dazu sind die
Carbonylverbindungen 1 und 2 in allen aktiven Zentren zu
finden, wihrend das Epoxyketon 3 nicht an 31 bindet und das
Ketoamid 6 eine starke Priferenz fiir 5 zeigt. Diese unter-
schiedlichen Spezifitdten waren {iberraschend, da hiufig an-
genommen wird, dass nur die Natur des Aminosduregeriistes
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Abbildung 2. Kristallographische Bindeanalyse der elektrophilen Kopfgruppen. A—F) Die

2 F,—FElektronendichtekarten (graues Netz, 10) der jeweiligen Inhibitoren, gebunden an die
aktive 35-Untereinheit. Wasserstoffbriicken sind durch gestrichelten Linien angedeutet. Die
Nummerierung der Aminosiuren bezieht sich auf Lowe et al.'¥ Zusitzliche Stereoabbildun-
gen befinden sich in den Hintergrundinformationen. G) Die Strukturiiberlagerung aller Inhibi-
toren zeigt, dass die Liganden intensiv mit den S1- und S3-Taschen wechselwirken, wohinge-
gen die P2-Seitenketten nur von Lésungsmittelmolekiilen umgeben sind und daher wahllose
Orientierungen einnehmen. Die Koordinaten und Strukturfaktoren sind unter den Zugangs-

codes in den Tabellen ST1 und ST2 zur Verfiigung gestellt.

der Inhibitoren eine Untereinheitenselektivitdt bewirkt. Es
ist bekannt, dass die Adressierung mehrerer Untereinheiten
zu einer fiir die Behandlung onkologischer Erkrankungen
wiinschenswerten, erhohten Zytotoxizitét fithrt. Dagegen ist
ein untereinheitenspezifischer Bindemodus eher fiir die Ab-
schwichung des immunologischen Zweigs der proteasomalen
Signalkaskade geeignet.
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Im Folgenden analysierten wir somit
die verschiedenen Bindemechanismen
der Verbindungen an das KP. Wie erwar-
tet reagieren sowohl die Boronséure 4 als
auch das Vinylsulfon 5 in einer irreversi-
blen Einstufenreaktion unter Bildung
eines tetraedrischen Borataddukts und
eines Ethers an ThrlO¥ (Abbil-
dung 2 A,E). Die Carbonylgruppen dage-
gen bilden anfénglich ein Halbacetal oder
Halbketal (siche Abbildung 2 A,B,F und
die Hintergrundinformationen). Beide
Aldehyde 1 und 2 werden auf ihrer Re-
Seite angegriffen und bilden hierdurch
eine Hydroxygruppe, mit der sie das
Oxyanion-Loch um GIly47NH beset-
zen."! Nachfolgend zu diesem initialen
Andockprozess reagiert das bivalente
Ketoaldehyd 2 in einem dem Epoxyketon
3 dhnlichen, aber reversiblen Mechanis-
mus mittels seinem zweiten elektrophilen
Kohlenstoff mit dem primédren und N-
terminalen Amin von Thrl in der P5-
Kette. Dies wird von einem Kondensati-
onsschritt begleitet, welcher zu einem 3,6-
Dihydro-2H-1,4-oxazin-Ringsystem fiihrt
(siche Abbildung 2C und die Hinter-
grundinformationen). Obwohl das Keto-
amid 6 dieselbe Andockreaktion wie die
Aldehyde 1 und 2 durchlduft, wird es
darauthin von Thr1O" auf seiner Si-Seite
attackiert, was die Bildung einer Wasser-
stoffbriicke zwischen seiner Halbketal-
gruppe und ThriN ermoglicht (Abbil-
dung 2F). Unerwarteterweise bildet 6 nur
eine kovalente Bindung mittels seiner
Oxogruppe aus und besetzt das Oxyan-
ion-Loch mit seiner terminalen Amid-
Carbonylfunktion. Auf diese Weise posi-
tioniert sich der Phenylamid Terminus in
der gestrichenen Seite des proteasomalen
Substratbindekanals, was zuvor noch nie
fir peptidische Inhibitoren beobachtet
wurde. Das delokalisierte Elektronensys-
tem der N-Phenyl-a-ketoamid-Gruppe
schafft ein starres, planares Gertist, das
einen betréichtlichen entropischen Effekt
zur Bindung sowie eine enthalpische Sta-
bilisierung durch Van-der-Waals-Wech-
selwirkungen mit den hydrophoben
Oberfldchenanteilen von Ser129 und
Tyr168 der pS-Untereinheit beitrégt. Die gewonnenen struk-
turellen Ergebnisse, kombiniert mit den 1C5-Messungen, il-
lustrieren, dass ein energetisch begiinstigter bivalenter Bin-
demechanismus, dessen Vorziige teilweise, wie im Fall von 2
durch Hydratationseffekte zunichte gemacht werden, von
zusitzlichen Wechselwirkungen mit der gestrichenen Seite
des KP-Bindekanals ausgeglichen werden kann.

www.angewandte.de

Chemie

1707


http://www.angewandte.de

Angewandte

1708

Zuschriften

Néchstes Ziel war diese In-vitro-Ergebnisse mit In-vivo-
Effekten zu korrelieren. Dazu wurden alle Verbindungen in
HeLa-Zellkulturassays untersucht und LDs,-Kurven mithilfe
von Alamar-Blue-Zytotoxizititsversuchen® nach einer In-
kubation von 48 h mit verschiedenen Inhibitorkonzentratio-
nen aufgenommen (Abbildung 3 A). In Ubereinstimmung mit
ihrem In-vitro-Verhalten zeigten der Ketoaldehyd 2" und
das Vinylsulfon 5 nur vernachléssigbare Effekte in den zell-
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Abbildung 3. Zellkulturexperimente. A) LDs,-Kurven von Hela-Zellen
fiir die verschiedenen Verbindungen wurden mit Alamar-Blue-Assays
bestimmt. B) Pulsexperimente mit den LDy,-Konzentrationen der jewei-
ligen Inhibitoren zu unterschiedlichen Inkubationszeiten mit nachfol-
genden Waschschritten. Reversible Inhibitoren zeigen eine anfingli-
chen Plateauphase, da sie mehr Zeit als nicht auswaschbare, irreversi-
ble Verbindungen zum Auslésen der Apoptose benétigen.

basierten Assays. Dagegen fiihrte die Boronsdure 4 zur
starksten Zytotoxizitidt mit einem LDs,-Wert von 21 nm, der
allerdings auch auf die beschriebene Kreuzreaktivitit des
Elektrophils zuriickzufithren ist.”! Beachtenswert ist die
Stiarke der Toxizitdt des Ketoamids 6 (254 nm). Damit iiber-
trifft es sogar das Epoxyketon 3 (730 nm), welches sich mut-
maBlich durch die Hydrolyse des Epoxids in wéssriger Losung
bei 37°C schnell inaktiviert und nur noch mit dem Aldehyd
1 gleichziehen kann (787 nMm). Dieser Befund stimmt auch mit
den Zytotoxizititswerten der von der FDA zugelassenen
Inhibitoren Bortezomib (7) und Carfilzomib (8) iiberein,
obwohl deren unterschiedliche Peptidriickgrate den direkten
Vergleich der Elektrophile erschwert. Schlie3lich wurde das
kinetische Verhalten der Verbindungen durch Puls-Experi-
mente untersucht (Abbildung 3B). Dazu wurden HeLa-
Zellen mit den LDy-Konzentrationen der Inhibitoren inku-
biert, die nach 48 h Inkubation gemessen worden waren. Al-
lerdings wurden in dieser Versuchsanordnung die Inhibitoren
nach unterschiedlichen Zeitintervallen durch Waschschritte
entfernt. Nach einer finalen Inkubationszeit von 48 h konnte
die Uberlebensrate durch Alamar-Blue-Assays ermittelt
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werden. Interessanterweise ist die Aktivitit der irreversiblen
KP-Blocker 3 und 4 durch eine exponentielle Degenerie-
rungsfunktion der Zellen beschreibbar, was den Schluss na-
helegt, dass sie im Zytoplasma eingeschlossen bleiben und
nicht durch Verdiinnung mit frischem Medium ausgewaschen
werden konnen. Umgekehrt dauerte das Anfangsplateau des
Aldehyds 1 und des Ketoamids 6 aufgrund der reversiblen
Bindemechanismen fiir ca. 6 h an, was den Zellen eine Re-
generation ermoglichte, sofern sie nicht ausreichend besché-
digt waren. Daher konnten diese Inhibitoren die Féhigkeit
haben, tiefer in festes Gewebe einzudringen, was speziell
Ketoamide zu einer vielversprechenden Verbindungsklasse
fiir die Therapie einer groleren Zahl von Krebsarten macht
als bisher von Bortezomib und Carfilzomib adressiert. Der
komparative und systematische Ansatz dieser Studie hat, zum
ersten Mal, fiir ein tieferes Verstdndnis des Anteils der
elektrophilen Kopfgruppe an der In-vitro- und In-vivo-Potenz
des eingesetzten Proteasominhibitors gesorgt. Zudem fiihrte
der Einbau der Ketoamidgruppe zur Identifizierung eines
vielversprechenden reversiblen Leitmotivs, welches das
Fehlen eines zweiten stark elektrophilen Zentrums durch die
Bindung in die gestrichene Seite des proteasomalen Binde-
kanals ausgleicht.

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass die Bivalenz
eines Elektrophils nicht notwendigerweise fiir starke Bin-
dungsaffinitdten benotigt wird und von zusétzlichen nicht-
kovalenten Wechselwirkungen iiberkompensiert werden
kann. Das a-Ketoamid-Motiv erzeugt dabei ein neuartiges
Inhibitionsprofil, welches die Anwendbarkeit von Protea-
sominhibitoren in chemo- und immunosuppressiven Thera-
pien steigert.
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