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Enzyminhibitoren

I n der Post-Genom-Ara steht man vor der gewaltigen Aufgabe, die

Angewandte

Aus dem Inhalt

Strukturen und Funktionen zehntausender codierter Proteine zuzu-

weisen. Zur Analyse der Proteinfunktion werden neue Technologien
mit grofier Bandbreite entwickelt, etwa die aktivititsbasierte Protein-
analyse (activity-based protein profiling, ABPP). Bei diesem Verfah-
ren sollen auf das aktive Zentrum gerichtete chemische Sonden ent-
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wickelt werden, um die Enzyme in ganzen Proteomen zu analysieren.

Derartige chemische Proteomtechnologien konnen von proteinreak-
tiven Naturstoffen lernen, die Enzyme der unterschiedlichsten Klassen

3. Angriff auf nichtnucleophile
Reste in aktiven Zentren von

Enzymen 5943

durch ein bemerkenswert vielfiltiges Spektrum an Mechanismen ko-

valent modifizieren und somit eine reiche Quelle an Konzepten fiir die
Entwicklung gegen aktive Zentren gerichteter Proteomsonden bilden.
Hier werden wir anhand unterschiedlicher Naturstoffe zeigen, wie ihre
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Proteine 5950

5. Zusammenfassung und Ausblick 5952

Wirkmechanismen zum Fortschritt chemischer Proteomtechnologien

wie ABPP beigetragen haben.

1. Einleitung

Die Sequenzierung des menschlichen Genoms hat unsere
Vorstellung von Biologie grundlegend veréndert. Heute sind
wir mit einer grofien Kluft zwischen dem Reichtum an
Gensequenzinformation und unserem Wissen um die Gen-
funktion konfrontiert: Tausende Genprodukte wurden vor-
hergesagt, deren zelluldre und molekulare Funktionen es zu
identifizieren gilt. Das Genom fiihrt zum Proteom, und
gerade die kombinatorischen Wechselwirkungen der Proteine
untereinander sind der Grund fiir die groe Komplexitit
lebender Organismen auf molekularer Ebene. Die Bestim-
mung der dreidimensionalen Strukturen und zelluldren Funk-
tionen aller Proteine, die durch prokaryotische und eukary-
otische Genome codiert sind, sowie die Entschliisselung der
Architekturen, die durch Protein-Protein-Wechselwirkungen
in Zellen und Geweben aufgebaut werden, gehoren zu den
vordringlichsten Aufgabenfiir eine neue Generation von
Naturwissenschaftlern. Um dieses Wissen zu erlangen,
miissen Konzepte und Technologien fiir eine schnellere
globale Analyse von Proteinfunktionen entwickelt
werden.! Eine wachsende Zahl von Arbeitsgruppen setzt
dabei auf chemische Strategien, die Einblicke in die Rolle
individueller Proteine in komplexen biologischen Systemen
gewdhren. Die chemische Synthese hat in diesem Prozess oft
eine Hauptrolle gespielt, beispielsweise indem sie die Iden-
tifizierung der Protein-Targets bioaktiver Naturstoffe verein-
fachte.”

Seit Jahrzehnten verwendet man Naturstoffe zu medizi-
nischen Zwecken."! Besonders Lebensformen ohne Immun-
systeme synthetisieren Naturstoffe mit einer unvergleichli-
chen strukturellen Vielfalt, von denen einige biologische
Funktionen hoch spezifisch modulieren, und es ist verlo-
ckend, sich die vielen bislang unentdeckten Sekundédrmeta-
boliten vorzustellen. Mikroorganismen sind beispielsweise
fruchtbare Quellen fiir neuartige chemische Verbindungen,
und Forscher versuchen, sich die verschiedenartigen Meta-
boliten zunutze zu machen.” Eine wichtige Teilmenge dieser
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biologisch aktiven Naturstoffe sind Verbindungen mit elek-
trophilen funktionellen Gruppen, die kovalent an nucleophile
Reste in spezifischen Protein-Targets binden. Lipstatin,
Fumagillin® und Microcystin,”’ mit einer Carbonylgruppe,
einem Epoxidring bzw. einer elektronenarmen Alken-Ein-
heit, sind bekannte Beispiele fiir proteinreaktive Naturstoffe.
Diese und verwandte Sekundidrmetaboliten haben uns Ein-
blicke in die zelluliren Funktionen wichtiger Enzyme ge-
wihrt. Die meisten Naturstoffe, die kovalent an Proteine
binden, enthalten chemisch reaktive Struktureinheiten,
andere hingegen zeigen eine latente Reaktivitit: Sie erwe-
cken den Anschein harmloser Substrate, werden aber bei der
Katalysereaktion von ihren Enzym-Targets aktiviert.l
Proteinreaktive Naturstoffe sind als molekulare Sonden
fiir Proteinaktivitdtsanalysen hochgradig interessant, da sie
Informationen {iiber die aktiven Zentren von Enzymen in
komplexen Proteomen liefern. Dariiber hinaus kann die
Vielfalt von Mechanismen, die reaktive Naturstoffe gegen-
iiber den aktiven Zentren der Target-Enzyme anwenden, das
De-novo-Design affiner Substanzen fiir die Proteomanalyse
spezifischer Enzymklassen erleichtern. Eine derartige aktivi-
titsbasierte Proteinanalyse (ABPP)"! konnte eine direktere
Auswertung der Enzymaktivititen in Proteomen ermoglichen
als die Ableitung dieser entscheidenden Parameter auf dem
mRNA- oder Proteinniveau (keine solche Methode kann den
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zahllosen posttranslationalen Mechanismen Rechnung
tragen, die die Enzymfunktion in vivo regulieren).'”!

Die Natur setzt eine groe Zahl reaktiver kleiner Mole-
kiile ein, um Protein-Targets kovalent zu modifizieren. Wir
werden daher ausgewéhlte reaktive Naturstoffe betrachten,
deren Protein-Targets gut charakterisiert sind. Dabei legen
wir den Schwerpunkt auf Verbindungen, die ihre Aktivitit in
eukaryotischen Systemen entfalten. Fiir eine detaillierte
Diskussion klassischer proteinreaktiver Naturstoffe, die auf
prokaryotische Enzyme abzielen, z. B. B-Lactam-Antibiotika,
die an der Zellwandbiosynthese beteiligte Peptidasen inhi-
bieren, sei der Leser auf einige maBgebende Ubersichten
verwiesen.'!! Wir werden ebensowenig auf Naturstoffe ein-
gehen, die andere Biomolekiile als Proteine kovalent modi-
fizieren, etwa DNA-alkylierende Verbindungen, die bereits
ausfiithrlich an anderer Stelle zusammengefasst wurden.™?
SchlieBlich werden wir in diesem Aufsatz solchen Themen
besondere Beachtung schenken, die bei der Entwicklung
neuer chemischer Proteomsonden von Bedeutung sein
konnen. Es wird sich zeigen, dass der Naturstoff nicht
notwendigerweise an einem katalytischen Nucleophil oder
gar an einem Enzym angreifen muss. Uber die allgemeine
Elektrophil-Nucleophil-Wechselwirkung hinaus gewéhren
weitere Strategien wertvolle Einblicke, die chemischen Bio-
logen helfen konnen, grofere Teile des Proteoms fiir die
Analyse durch ABPP zuginglich zu machen." Wir hoffen,
dass unsere Beispiele bekriftigen werden, wie wertvoll
bioaktive Naturstoffe fiir die Charakterisierung eines weiten
Spektrums von Proteinfunktionen sein konnen.

2. Angriff auf katalytische Nucleophile in aktiven
Zentren von Enzymen

Viele Naturstoffe erzielen eine selektive kovalente Inhi-
bition, indem sie sich die Katalysemechanismen von Enzy-
men zunutze machen. In diesem Abschnitt werden wir einige
Naturstoffe vorstellen, die an Schliisselreste in den katalytisch
aktiven Zentren von Enzymen binden.

2.1. Lipstatin

Lipstatin, ein selektiver und irreversibler Inhibitor von
Pankreaslipase, wurde aus Streptomyces toxytricini isoliert
(Schema 1).!" Die Struktur von Lipstatin wurde mithilfe von
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spektroskopischen und chemischen Methoden!" bestimmt
und durch eine chemische Synthese bestitigt:'® Lipstatin
besteht aus einem f-Lactonring mit zwei linearen Ketten aus
sechs und dreizehn Kohlenstoffatomen. Die lidngere Kette ist
doppelt ungesittigt und trégt eine N-Formylleucinester-Sei-
tenkette. Die Strukturanalyse machte eine auffallende Ahn-
lichkeit zwischen Lipstatin und Esterastin deutlich, einem
Inhibitor der Esterase, der jedoch eine andere Aminosiure,
N-Acetylasparagin, als Seitenkette enthalt.'’] Weitere Mit-
glieder dieser f-Lacton-Enzyminhibitorfamilie sind die Pan-
clicine,"®! die Ebelactone!™ und Valilacton (Schema 1).%% Die
Gruppe um Bacher fand spiter heraus, dass sich Lipstatin
biosynthetisch von der 3-Hydroxytetradeca-5,8-dienonséure
ableitet;?! diese Verbindung entsteht durch Kondensation
von zwei Mycolsiure-Komponenten® mit acht und vierzehn
Kohlenstoffatomen, die wiederum beide im Fettsdurekatabo-
lismus gebildet werden. Die Protonen an den C(2)- und C(3)-
Positionen sowie ein Proton am C(4)-Atom stammen aus
Wassermolekiilen.”'?! Dies widerspricht der urspriinglichen
Annahme, dass Lipstatin aus der Polyketid-Biosynthese her-
vorgeht; Ergebnisse fritherer Fiitterungsexperimente mit
[®*CJ]Acetat waren nicht aussagekriftig.!'*! Kiirzlich wurde
eine Totalsynthese von Lipstatin aus (S)-N-Formylleucin und
(5)-(—)-Dimethylmalat beschrieben.! AuBerdem sind einige
Synthesen von Tetrahydrolipstatin bekannt,'*?! das man
durch katalytische Hydrierung von Lipstatin erhalt."

Die Pankreaslipase ist das Target von Lipstatin und seinen
Derivaten. Das aktive Zentrum dieser Lipase ist ein La-
dungsiibertragungssystem, das demjenigen in Serinproteasen
dhnelt und die katalytische Triade His-263, Asp-176 und Ser-
152 enthilt.™ Die Pankreaslipase hydrolysiert mit der Nah-
rung aufgenommene Triacylglyceride in Fettsduren und Mo-
noacylglyceride.”® Dieser katabolische Prozess ist fiir eine
ordnungsgemaifle Fettaufnahme entscheidend; eine Inhibiti-
on der Pankreaslipase bewirkt, dass der Organismus Fette mit
dem Stuhl wieder ausscheidet. Tetrahydrolipstatin schrénkt
die Aufnahme von mit der Nahrung zugefiithrtem Fett ein,
indem es die Aktivitdt von Pankreaslipase, Carboxyesterli-
pase, humaner Milchlipase sowie Magenlipase blockiert.
Tetrahydrolipstatin wurde von der FDA (Food and Drug
Administration) im Mérz 1999 als Medikament zugelassen.
Heute ist es unter den Namen Orlistat und Xenical erhéltlich
und unterstiitzt adipose Patienten bei der Gewichtsreduzie-
rung.*?7) Fettleibigkeit betrifft etwa ein Drittel der Bevol-
kerung der USA,”" und man geht davon aus, dass viele
Probleme und Krankheiten, etwa Diabetes Mellitus Typ 11,
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Schema 1. Die Naturstoff-Familie der Lipstatine: Alle Mitglieder enthalten einen viergliedrigen -Lactonring.

daraus resultieren. Diese Krankheit konnte durch eine Orli-
stat-Behandlung vermieden oder zumindest unter Kontrolle
gebracht werden.®

Tetrahydrolipstatin inhibiert auSerdem die Thioesterase-
domine der Fettsduresynthase (FAS), eines Enzyms, das mit
der Proliferation von Tumorzellen in Verbindung gebracht
wird.”! Die Behandlung von Prostatatumorzellen mit Orli-
stat fithrt zur Apoptose; der Wirkstoff stoppt auch das
Wachstum von Tumorxenograften in Mausen. Interessanter-
weise gelang es mithilfe eines ABPP-Screenings von Prosta-
takrebszellproteomen mit einer Fluorphosphonat-Rhoda-
min-Sonde, Orlistat als FAS-Thioesterase-Inhibitor und po-
tenzielles Tumortherapeutikum zu charakterisieren.

Die chemische Reaktivitédt des B-Lactonrings bildet die
Grundlage fiir die biologische Wirkung von Tetrahydrolip-
statin und seinen Analoga. Das katalytische Serin-Nucleophil
im aktiven Zentrum der Pankreaslipase greift das elektro-
phile B-Lacton am Carbonylkohlenstoffatom C(1) an und
bildet einen PB-Hydroxyserinester (Schema?2, Weg a).>*"
Theoretisch konnte der Angriff auch am C(3) unter Bildung
eines stabilen Serinethers erfolgen (Schema 2, Weg b). Mo-
difizierte Tetrahydrolipstatine (nach Enzymangriff und an-
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schlieBender Hydrolyse des Addukts) wurden synthetisiert
und mit den Ergebnissen der Enzymreaktion verglichen.
Produkte mit invertierter Konfiguration am C(3)-Atom, die
aus einem Angriff an C(3) resultieren, wurden bestenfalls in
Spuren gefunden. Diese Beobachtung spricht fiir einen
Angriff am Carbonylkohlenstoffatom.™ Die Carbonylgrup-
pe konnte durch einen Wasserstoffbriickendonor im aktiven
Zentrum der Lipase aktiviert werden, moglicherweise ist
jedoch schon die Freisetzung der Ringspannungsenergie
ausreichend, um die Ringoffnung anzutreiben. In Abwesen-
heit wasserunloslicher Substrate und bei pH 7.0 hydrolysiert
die Acyl-Enzym-Zwischenstufe sehr langsam zu einer Hy-
droxysdure, die immer noch die Formylleucin-Seitenkette
enthélt, und die Enzymaktivitit wird binnen 24 Stunden
nahezu komplett wiederhergestellt.”2*3!

Diese Reaktivitit dhnelt derjenigen der f-Lactam-Anti-
biotika, die auf Peptidasen wirken, die an der Zellwandbio-
synthese in Bakterien beteiligt sind (Schema 3). Man vermu-
tet, dass das Serin-Nucleophil in den aktiven Zentren der
Penicillin-Targetproteine am Carbonylkohlenstoffatom des
Lactamrings angreift und somit unter Ringoffnung ein Pe-
nicilloyl-Enzym liefert.®!! Bei der Clavulansiure geht man
von einem komplizierteren Mechanismus aus, die grundle-
genden Merkmale sind jedoch die gleichen wie fiir Lipstatin:
Inhibition durch Ringoffnung und anschlieBende Wiederher-
stellung der Enzymaktivitdt durch die langsame Hydrolyse
eines Enamins.*?

Das einfache reaktive Motiv in der Lipstatin-Familie ist
ebenso lehrreich wie das Geriist, das dieses Motiv umgibt.
Prinzipiell konnen viele physiologische Nucleophile den
Lactonring oOffnen, doch die langen Alkylketten sorgen
vermutlich dafiir, dass Enzyme mit Lipidsubstraten bevor-
zugte Targets sind. Die Reaktivierungsdauer der Pankreasli-
pase durch die Hydrolyse der Acyl-Enzym-Zwischenstufe ist
besonders interessant: Eine Untersuchung beschreibt eine

www.angewandte.de

Chemie

5939


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

5940

Ser-152
f\l\l:,‘ (]

"

Hl:lJ:,‘. OH

a) Esterbildung

B. F. Cravatt, E. ). Sorensen und C. Drahl

b) Serinetherbildung

=
i )J\/'\)\/\/\/\/\/\
A AEOOGR o
o NH [ENGZ NP ’
™ cE) s
C@) S

Schema 2. Zwei mégliche Mechanismen fiir die kovalente Modifizierung der Pankreaslipase durch Lipstatin. Die Reaktion verlduft ausschlieflich

an der Carbonylgruppe des f3-Lactons.
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Schema 3. Grundlegende Reaktivitit von -Lactam-Antibiotika.

Zunahme der Geschwindigkeitskonstanten der Reaktivie-
rung auf das Dreifache in Gegenwart von Lipid-Wasser-
Grenzflichen (k, stieg von 2000 auf 6000 min').’¥ Enzyme
konnten somit in unterschiedlichen Umgebungen unter-
schiedliche Wechselzahlen haben, und die Selektivitit von
Lipstatin konnte nicht nur aus dem selektiven Angriff auf die
Pankreaslipase resultieren, sondern auch aus einer sehr
langsamen Umwandlung des Lipase-Lipstatin-Komplexes.
Eine Variation des Geriists um das reaktive $-Lacton-Motiv
sollte Lipstatin-artige chemische Sonden zugédnglich machen,
die weitere Lipaseenzyme oder sogar Enzyme aus anderen
Familien als Targets erkennen.
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2.2. Lactacystin

Bei der Suche nach Naturstoffen, die das Neuritenwachs-
tum induzieren, isolierten Omura und Mitarbeiter Lactacy-
stin (Schema4) aus einem Streptomyces-Stamm.P Seine
interessante Struktur wurde mit Rontgenbeugung und
NMR-Spektroskopie aufgekliart™ und mehrfach durch To-
talsynthesen bestitigt.** Lactacystin wird ausgehend von drei
Vorstufen biosynthetisiert: Leucin, Isobutyrat (und/oder
Valin) und Cystein.”!

Weitere Nachforschungen ergaben, dass Lactacystin nicht
die Nervenwachstumsfaktoren imitiert,*® sondern vielmehr
spezifisch mit dem Proteasom reagiert, indem es kovalent an

Angew. Chem. 2005, 117, 5936 —5958
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Schema 4. Lactacystin und verwandte Proteasomeninhibitoren. Der synthetische Inhibitor Velca-

de ist fiir die klinische Behandlung von multiplen Myelomen zugelassen.

die hoch konservierte N-terminale Threonin-Hydroxygruppe
bindet und damit die Chymotrypsin- und Trypsin-artigen
Proteasomenaktivititen irreversibel inhibiert.”® Das Pro-
teasom ist eine hochgradig ATP-abhéngige zelluldre Protease
fiir den Abbau geschidigter Proteine.’’ Mit wenigen Aus-
nahmen wirkt es auf Proteine, die durch kovalente Markie-
rung mit dem kleinen Protein Ubiquitin fiir den Abbau
gekennzeichnet sind.® Das Proteasom schlieBt einen fass-
formigen Hohlraum ein, innerhalb dessen eine kontrollierte
Proteolyse stattfinden kann; er ist an beiden Enden durch ein
regulatorisches Protein verschlossen.” Der durch Lactacys-
tin modifizierte N-terminale Threoninrest dient als Nucleo-
phil im aktiven Zentrum des Proteasoms.”®** Das Protea-
som enthélt keine katalytische Triade, benotigt jedoch eine
basische Gruppe, die im Ubergangszustand ein Proton von
Threonin iibernimmt. Diese Aufgabe fillt hochstwahrschein-
lich der a-Aminogruppe von Thr-1 zu; eine Kris-
tallstrukturanalyse des Komplexes aus Proteasom
und Lactacystin zeigte, dass diese Gruppe fiir die
Aufnahme eines Protons ideal positioniert ist.*!
Alternativ konnte das konservierte Lys-33 diese
Rolle spielen, denn die Mutation dieses Rests hebt
die Proteasomenaktivitit komplett auf.*”! Lactacys-
tin wirkt nicht inhibitorisch auf die Serinproteasen
Trypsin und Chymotrypsin sowie die Cysteinprote-
asen Papain, die Calpaine oder Cathepsin B;*®! es
inhibiert jedoch die Serinprotease Cathepsin A
durch kovalente Ankniipfung.*’! Da Lactacystin
ein recht selektiver Proteasomeninhibitor ist, hat
es sich als Sonde bei der Untersuchung des Ubiqui-
tin-Proteasom-Stoffwechselwegs bewiihrt.!

Uber die Jahre wurden unterschiedliche Familien von
Proteasomeninhibitoren entwickelt, um das Ubiquitin-Pro-
teasom-System zu studieren. Die frithesten synthetischen
Inhibitoren, C-terminale Peptidaldehyde, hatten eine zu
geringe Selektivitdt zugunsten des Proteasoms gegeniiber
Serin- und Cysteinproteasen.*”! Bestimmte C-terminal mit
einer Vinylsulfon- oder Glyoxal-Einheit modifizierte Tripep-
tide wirken als mechanismusbasierte Proteasomeninhibito-
ren,®®*! und auch Boronsiurepeptide (in denen anstelle des
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Aldehyd-Pharmakophors eine Boro-
natgruppe vorliegt) sind sehr wirksame
und selektive Proteasomeninhibitoren.
Das wichtigste dieser Boronate, PS-
341,194 wurde kiirzlich fiir die klini-
sche Behandlung von multiplen Mye-
lomen zugelassen (Velcade (Borte-
zomib), Schema 4). Damit gilt das Pro-
teasom zumindest fiir diese Form von
Krebs (potenziell jedoch auch fiir
andere Formen) als ein therapeuti-
sches Target Im Unterschied zu
Lactacystin inhibiert Velcade die Chy-
motrypsin-Aktivitit des Proteasoms
reversibel.*”) Das klinisch am weites-
ten fortgeschrittene Lactacystin-Ana-
logon ist PS-519 (Schema 4), eine zell-
gingige Variante mit einem n-Propyl-
Substituenten an C(7). Diese Verbin-
dung ist wirksamer als der Naturstoff und trat beziiglich der
Behandlung akuter Schlaganfélle vor kurzem in die klini-
schen Phase-II-Tests ein.[***!

Die Reaktivitdt von Lactacystin beruht auf seinem laten-
ten P-Lacton, clasto-Lactacystin-f-Lacton oder Omuralid
genannt (Schema 4)."! Derivate, die dieses p-Lacton nicht
bilden kénnen, sind inaktiv. Omuralid wird im extrazelluldren
Medium durch Cyclisierung (Lactonisierung) von Lactacystin
unter Abspaltung von N-Acetylcystein gebildet. Das resul-
tierende Omuralid ist zellgdngiger als die Ausgangsverbin-
dung,***! und es inhibiert die Proteasomaktivititen 15- bis
20-mal schneller als Lactacystin.® Das Kohlenstoffatom C(4)
dieses Lactons ist elektrophil und wird vermutlich durch die
Hydroxygruppe des katalytisch aktiven Threonins angegrif-
fen,**! sodass ein iiber eine Esterbindung verkniipftes Omu-
ralid-Proteasom-Addukt ensteht (Schema 5). Die ,,Maskie-

N-Acetylcystein Q Q
NH
OH
MM 'OH 7

N (o) (0] HO

NH
H
OWOH N

'1&, NH =

Thr-1

rung“ des reaktiven fB-Lactons als offener Thiolester ist
wichtig, um zu vermeiden, dass Lactacystin falsche Targets
angreift. Mehrere Arbeitsgruppen konnten belegen, dass
Lactacystin alle aktiven Proteasom-f-Untereinheiten mar-
kiert.”>*" Interessanterweise beschleunigt ein Austausch des
katalytischen N-terminalen Threoninrests gegen einen Serin-
rest die Inaktivierung des Proteasoms durch Omuralid um das
Fiinffache. Dieser Austausch erhohte auch die Geschwindig-
keit der Hydrolyse der Acyl-Enzym-Zwischenstufe.”!! Diese
Ergebnisse konnten erkldren, warum Omuralid und Lac-
tacystin sehr wenige Serinproteasen inhibieren: Serin-Omu-
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Schema 5. Die Lactonisierung von Lactacystin fiihrt zu dem zellpermeablen Derivat
Omuralid, das anschlieRend das Proteasom durch kovalente Bindung inaktiviert.
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ralid-Addukte konnen schnell hydrolysiert
werden, sodass die Inhibition aufgehoben
wird.* Besonders bemerkenswert ist, wie NH
hervorragend die Aktivitdt und Selektivitét ’
von Lactacystin durch seine chemische Re-
aktivitidt gesteuert werden.

Eine Kiristallstrukturanalyse des Protea-
soms aus Saccharomyces cerevisiae mit ange-
bundenem Omuralid bestitigte die kovalente v
Verkniipfung zwischen der Hydroxygruppe o . H
der Threonin-Seitenkette und Omuralid."!!
Die N-terminale Aminogruppe wird durch
den Naturstoff nicht modifiziert. Omuralid
bildet vier Wasserstoffbriicken mit der
Hauptkette der katalytischen Untereinheit
des Proteasoms. Der Isopropylsubstituent an C(9) von Omu-
ralid ragt in eine hydrophobe Tasche des Proteasoms und
erhoht so die Bindungsaffinitdt. Corey und Mitarbeiter
konnten zeigen, dass durch den Austausch dieser Isopropyl-
gruppe gegen eine Phenylsubstituenten jegliche Aktivitit von
Omuralid verlorengeht.’? Interessanterweise hat der Natur-
stoff Salinosporamid A (Schema 4), ein 35-mal wirksamerer
Inhibitor, die gleiche bicyclische Struktur wie Omuralid, es
tragt jedoch einen Cyclohexenring anstelle der Isopropyl-
gruppe.” Feling und Mitarbeiter betrachteten dies als einen
Hinweis darauf, dass Omuralid und Salinosporamid A auf
unterschiedliche Arten mit dem Proteasom wechselwirken.
Die Gruppe um Corey berichtete kiirzlich iiber die erste
enantiospezifische Totalsynthese von Salinosporamid A,
die ausreichende Mengen fiir biologische Untersuchungen
zur Wirksamkeit von Salinosporamid A als potenzielles Tu-
mortherapeutikum lieferte. Mit Blick auf die Therapie von
proteasomenvermittelten Krankheiten wurden kiirzlich au-
Berdem verwandte Verbindungen synthetisiert.’> Es wird
sich zeigen, ob Salinosporamid A eine Verbesserung gegen-
iiber Lactacystin und dessen heikel ausbalancierter Chemie
darstellt.

2.3. E-64

1978 suchte die Gruppe um Hanada nach einem spezifi-
schen Inhibitor von Cysteinproteasen, um die biologische
Funktionen dieser Proteasen weiter aufzukldren. Dabei iso-
lierten sie den hoch wirksamen und irreversiblen Inhibitor E-
64 aus dem Schimmelpilz Aspergillus japonicus.*® Die
Grundziige der Struktur von E-64 wurde durch klassische
chemische Reaktivitdtsuntersuchungen sowie IR-Spektro-
skopie und '"H-NMR-Spektroskopie bestimmt und schlieBlich
durch die chemische Synthese seines Enantiomers besté-
tigt.”” Die Verbindung enthilt Agmatin (1-Amino-4-guani-
dinobutan), das Decarboxylierungsprodukt von Arginin
(Schema 6). Zur Identifizierung eines E-64-Pharmakophors
wurde eine umfassende Bibliothek von Derivaten und Frag-
menten synthetisiert. Sowohl der Epoxidring als auch die
Carboxygruppe der L-trans-(S,S)-Epoxybernsteinsdure-Ein-
heit erwiesen sich fiir die Inhibition von Papain als unver-
zichtbar.’® AuBerdem wurden weitere Peptidylepoxid-Na-
turstoffe identifiziert, die als kovalente Inhibitoren des Pro-
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Schema 6. E-64 und weitere L-trans-(S,S)-Epoxybernsteinsiure-Derivate.

teasoms wirken, darunter Epoxomicin® und Eponemicin/®”
(Schema 6).

E-64 wirkt nicht nur auf Papain als kovalenter Inhibitor,
sondern auch auf weitere Cysteinproteasen wie die Cathep-
sine B, H und L, (Stamm-)Bromelain sowie Ficin.®!l Die
Entdeckung, dass der hochaffine reversible Inhibitor Leu-
peptin, der auf aktive Zentren wirkt, die Geschwindigkeit der
E-64-Bindung herabsetzte, lie einen Angriff von E-64 am
aktiven Zentrum von Cysteinproteasen vermuten."!! Die
katalytische Aktivitdt dieser Proteasen rithrt von Ionenpaar-
wechselwirkungen zwischen Cystein- und Histidinresten im
aktiven Zentrum her;® in Papain sind dies die Reste Cys-25
und His-159.1

Eine anomale Cysteinprotease-Aktivitét fithrt zu vielen
Krankheiten: Entziindungen und traumatische Prozesse,
Muskeldystrophie, Alzheimer-Krankheit, Krebs sowie die
Bildung von Grauem Star werden mit Dysfunktionen von
Cysteinproteasen in Verbindung gebracht.!”®! Dariiber hinaus
werden Cysteinproteasen wegen ihrer entscheidenden Funk-
tion im Lebenszyklus von Plasmodium als Targets fiir poten-
zielle Antimalariamittel in Betracht gezogen.* Bei einem
Versuch, die Zellgingigkeit der Leitstruktur zu verbessern,
wurde die Agmatin-Einheit von E-64 durch eine neutrale
Isoamylamin-Einheit ersetzt (E-64c, Schema 6).1°1 1986
wurde der Ethylester von E-64c in Japan aus klinischen
Phase-III-Tests zur Behandlung von Muskeldystrophie zu-
riickgezogen, da er einerseits nicht so wirksam war wie
erwartet und andererseits Proteine anderer Klassen kovalent
modifizierte.[**%! Dasselbe E-64-Derivat hat jedoch wegen
seiner Calpain-inhibierenden Wirkung in Augentropfen zur
Vorbeugung und Behandlung von Grauem Star Verwendung
gefunden.””) E-64 wird immer noch eingesetzt, um neue
Enzyme der Papain-Klasse zu entdecken und nach der
Isolierung zu charakterisieren.*®!

Molekulare ABPP-Sonden auf der Grundlage von E-64
erwiesen sich als besonders wertvoll bei der Bestimmung der
Aktivitdten tierischer und pflanzlicher Cysteinproteasen in
ganzen Proteomen sowie beim Design und Screening von
Inhibitoren fiir diese Enzyme.™® " So zeigte beispielsweise
ein Screening von Pflanzenextrakten eine Cysteinprotease-
Aktivitét fiir drei Proteine, die zuvor noch nicht charakteri-
siert werden konnten.!®¥ Beim Vergleich von Extrakten aus
reifen und gealterten Blattern durch ABPP erwies sich, dass
eine Anderung bei den mRNA-Transkriptionsniveaus nicht
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Schema 7. Der Cysteinrest im aktiven Zentrum von Papain greift die elektrophile Epoxyfunktion von E-64 in einer Sy2-Reaktion an.

immer mit der Proteaseaktivitit korrelierte.*®! Dariiber
hinaus entdeckte man mithilfe einer zellpermeablen E-64-
Sonde, dass ein Zusammenhang zwischen erhohter Cathep-
sin-Aktivitdt und der Gefilneubildung sowie der invasiven
Front von Karzinomen besteht.[”) Im Einklang mit diesen
Ergebnissen hemmte ein Cathepsin-Breitbandinhibitor das
Wachstum von Tumoren und verringerte ihre Invasivitét.
Die Reaktion des Epoxids E-64 mit Papain wurde durch
BC-NMR-Spektroskopie aufgeklirt.”” Der Sy2-Riickseiten-
angriff des katalytischen Cysteinnucleophils am C(2)-Atom
des Epoxidrings™7 fiihrte zur Inversion am C(2)-Atom der
Thioether (Schema 7). Schliisselkontakte zwischen den Cys-
teinproteasen und E-64, die den Epoxidring des Inhibitors
fiir einen regioselektiven nucleophilen Angriff ausrichten,
wurden in einer Reihe von Kristallstrukturanalysen charak-
terisiert.’””” Im Komplex aus E-64 und Papain befindet
sich die N-terminale Carboxygruppe von E-64 im ,,Oxyanion-
Loch“. Die dem Epoxidring benachbarte Carbonylgruppe
tritt mit der katalytischen Histidinbase in Wechselwirkung.[""!
Die Charakterisierung der Wechselwirkungen zwischen E-64
und Cystein-Proteasen der Papain-Klasse ist ein hervorra-
gendes Beispiel fiir das Zusammenspiel von chemischer
Synthese, klassischer Biochemie und Strukturbiologie.

3. Angriff auf ,,nichtnucleophile“ Reste in
aktiven Zentren von Enzymen

Einige Naturstoffe inhibieren Enzyme durch kovalente
Bindung an Aminosiduren im aktiven Zentrum, die keine
entscheidende katalytische Funktion ausiiben. Obgleich

Fumagillin

(OI o .
W HOW
O
O /O OH OH ©

FR65814

Ovalicin

einige dieser Reste die Katalyse zu unterstiitzen scheinen,
nehmen sie doch nicht direkt als Nucleophile an der Umset-
zung teil; andere Reste scheinen fiir die Katalyse sogar
iberflissig zu sein. Wichtig ist jedoch, dass die kovalente
Modifikation dieser Reste in allen Féllen zu einer Inaktivie-
rung des Enzyms fiihrt. Im Folgenden fiithren wir ausgewihlte
Naturstoffe an, die ,,nichtnucleophile“ Reste in den aktiven
Zentren von Enzymen angreifen.

3.1. Fumagillin

Ein Bericht aus dem Jahr 1949 belegte, dass Konzentrate
von Aspergillus-fumigatus-Kulturen eine antibiotische Akti-
vitit gegen Staphylococcus aureus haben.” Tarbell und
Mitarbeiter charakterisierten das chemische Verhalten der
aktiven Komponente, Fumagillin, einschlieflich der Siure-
empfindlichkeit seiner charakteristischen Spiroepoxid-Ein-
heit.¥ Die Struktur und die Konfiguration wurden mit
Rontgenbeugungsexperimenten  bestitigt  (Schema 8).[™!
1972 veroffentlichten Corey und Snider ihre eleganten Un-
tersuchungen, die zu der ersten chemischen Synthese dieses
Naturstoff fiihrten.® AnschlieBend wurden eine 26-stufige
Synthese von (—)-Fumagillol,”” dem Verseifungsprodukt von
Fumagillin, und eine 13-stufige Synthese von racemischem
Fumagillol erarbeitet.”® Das ungewohnliche Sesquiterpen-
Kohlenstoffgeriist von Fumagillin und den verwandten Ver-
bindungen Ovalicin und FR65814 (Schema 8)*) stammt
Markierungsexperimenten zufolge biosynthetisch von [3-
trans-Bergamoten ab, das wiederum aus Farnesylpyrophos-
phat entsteht.®!! Weitere Beispiele fiir Naturstoffe mit Spiro-
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Schema 8. Fumagillin und weitere proteinreaktive Spiroepoxide. TNP-470 und CKD-731 sind synthetische Verbindungen.
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epoxidstruktur, die nicht der Fumagillin-Familie angehoren,
sind Curvularol®™ und FR901464.1%’!

Fumagillin und weitere Mitglieder seiner Familie inhibie-
ren die Methionin-Aminopeptidase 2 (MetAP-2), jedoch
nicht die eng verwandte Methionin-Aminopeptidase 1
(MetAP-1).% Diese Metalloproteasen bewirken die co-
translationale Abspaltung von N-terminalen Methioninresten
in spezifischen Protein-Targets.®®%] Man nahm urspriinglich
an, dass die Enzyme Cobaltionen im aktiven Zentrum
enthalten, neuere Untersuchungen deuten jedoch auf
Mangan als physiologisch relevanten Cofaktor.® Im aktiven
Zentrum des Enzyms wird das Metallion durch Asp-251, Asp-
262, His-331, Glu-364, Glu-459 sowie durch ein Wassermole-
kiil koordiniert.’” Die Nucleophilie des Wassermolekiils wird
dabei durch die Koordination an das Manganion erhoht,
sodass es die Amidbindung des Substrats angreifen kann.®
Durch die Abspaltung von Methioninresten durch MetAPs
werden posttranslationale Modifikationen, etwa die Myris-
toylierung, moglich.®™ Ein einzelner Aminosiurerest in
MetAP-2, Ala-362, verleiht eine Empfindlichkeit gegeniiber
Opvalicin, und eine Thr362Ala-Mutation im humanen MetAP-
1-Gen fiihrte nach Ubertragung in Hefe zu Ovalicin-emp-
findlichen Hefekolonien.!"!

Die Beziehung zwischen der Inhibition von MetAP-2 und
den medizinischen Eigenschaften von Fumagillin ist bislang
nicht aufgeklirt;®" man spekuliert iiber einen méglichen
Einfluss auf die Protein-Myristoylierung:®? Ohne Abspal-
tung der N-terminalen Methioninreste konnen die Proteine in
vivo nicht myristoyliert werden, was wiederum ihre Lokali-
sation und Funktion stéren konnte. Demnach konnte Fuma-
gillin indirekt eine Unterbrechung des Zellzyklus verursa-
chen, indem es die Myristoylierung behindert und so die
subzelluldre Lokalisation von bislang nicht identifizierten
Proteinen verindert.”” Trotz seines noch immer unbekann-
ten Wirkmechanismus ist Fumagillin als wirksames Antipa-
rasitikum etabliert.”” In den 1950er Jahren diente es beim
Menschen zur Behandlung der Amobenruhr, die durch
Endamoeba histolytica verursacht wird, und heute verwendet
man es gegen die Friihjahrsschwindsucht bei Honigbienen,
die durch die Protozoe Nosema apis ausgelost wird.”**®!
Kiirzlich erwies sich Fumagillin als wirksam gegen mikrospo-
ridiale Keratokonjunktivitis im Auge, die durch einen einzel-
ligen Pilz verursacht wird.”” Fumagillin und sein halbsynthe-
tisches Derivat TNP-470 (Schema 8) sind die einzigen Wirk-
stoffe fiir die Behandlung von Mikrosporidiose in HIV-
positiven Patienten,™ und in vitro blockieren sie das Wachs-
tum von Plasmodium falciparum und Leishmania donavani,
den Erregern von Malaria und Leishmaniase.”®! Das breite
Spektrum antiinfektiver Aktivitdt von Fumagillin hat jedoch
auch seinen Preis: Fiir Sdugetiere ist der Wirkstoff toxisch,
was auf eine mangelnde Unterscheidung zwischen der
MetAP-2 des Parasiten und dem Sdugetierenzym hindeu-
tet.l””)

Die Entdeckung der Gruppe um Folkman, dass Fumagil-
lin die tumorinduzierte Angiogenese inhibiert, lie3 das Inter-
esse an diesem Naturstoff wieder aufleben.”® TNP-470,
ebenfalls ein vielversprechender niedermolekularer Inhibitor
der Angiogenese, wird bereits in klinischen Studien als
mogliches Tumortherapeutikum getestet.””! Mithilfe eines
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Homologiemodells auf der Grundlage der Kristallstruktur
von MetAP-2 entwarfen Han und Mitarbeiter CKD-731, ein
Analogon, das 1000-mal wirksamer gegen die Endothelzell-
proliferation ist als TNP-470 (Schema 8).1™

Neue Ergebnisse sprechen dafiir, dass MetAP-2 nicht
unbedingt das maf3gebliche biologische Target von Fumagillin
ist und dass MetAP-2 fiir das Wachstum von Endothelzellen
nicht notwendig ist.'""!! Eine funktionelle Beteiligung von
MetAP-2 konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden, da der
Knockdown der Peptidase durch siRNA nicht quantitativ
war. Die Autoren verwiesen jedoch auf die faszinierende
Moglichkeit, dass beim Menschen eine weitere MetAP
existieren konnte, die ebenfalls als Target fiir Fumagillin
infrage kommt.""!

Das reaktive Schliisselmotiv von Fumagillin ist die Spiro-
epoxidstruktur.””! Beim Entfernen dieser Funktionalitit sinkt
die Fihigkeit zur MetAP-2-Inhibition um den Faktor 1000.
Fumagillin enthélt zudem noch eine Epoxygruppe in der
Seitenkette, die fiir die MetAP-2-Inhibierung jedoch nicht
notwendig ist.’¥ Eine Kristallstrukturanalyse des Komplexes
von humanem MetAP-2 mit Fumagillin bestétigte die kova-
lente Bindung zwischen dem Imidazol-Stickstoffatom (Ne2)
des Histidinrests His-231 und der Methylengruppe aus dem
Spiroepoxid (Abbildung 1).%) Da His-231 als Nucleophil den

Abbildung 1. Rontgenstrukturanalyse des Komplexes aus humanem
MetAP-2 und Fumagillin. In der Darstellung ist die kovalente Bindung
zwischen dem Kohlenstoffatom C(11) des Naturstoffs Fumagillin
(gelb) und dem Stickstoffatom Ne2 von His-231 (tiirkis) im aktiven
Zentrum zu erkennen; die restliche Molekiiloberfliche von MetAP-2 ist
blau wiedergegeben.

Spiroepoxidring 6ffnet, nahm man an, dass es bei der
Katalyse als allgemeine Base fungiert.®™ Dabei ging man
davon aus, dass His-231 zusammen mit den beiden Metallio-
nen ein Wassermolekiil fiir den Angriff auf die Amidbindung
vorbereiten konnte, woraufhin ein weiterer Histidinrest im
aktiven Zentrum, His-339, die Abgangsgruppe protonieren
wiirde.®™ Der Aufbau des aktiven Zentrums in MetAP-2 aus
E. coli stiitzt diese Theorie jedoch nicht.'" Schema 9 zeigt
ein Modell fiir die Markierung von MetAP-2 mit Fumagil-
1in."! Ubergangszustandsanaloga sowie eine kristallographi-
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Schema 9. Ein Modell fiir die Modifizierung von MetAP-2 durch Fumagillin geht davon aus, dass ein Histidinrest in der MetAP-2-Substratbin-

dungstasche den protonierten Epoxidring 6ffnet. Fumagillin wird bei niedrigen pH-Werten stirker gebunden.

sche Analyse lieferten weitere Einblicke in den Mechanismus
der Katalyse durch E.-coli-MetAP:[%% Demzufolge stabi-
lisiert His-79 der MetAP aus E. coli (analog zu His-231 in
humaner MetAP-2) die tetraedrische Zwischenstufe, die
beim Angriff eines aktivierten Hydroxids auf das Peptid
ensteht, indem es direkt mit dem Stickstoffatom der zu
spaltenden Peptidbindung wechselwirkt. Somit scheint der
Histidinrest, der durch Fumagillin angegriffen wird, eine
wichtige unterstiitzende Rolle bei der Katalyse zu spielen;
dies erklart wiederum die drastisch verringerte Enzymaktivi-
tit der His231Asn-MetAP-2-Mutante.® Die Wirkung von
Fumagillin gegeniiber MetAP-2, die ein Wassermolekiil als
Nucleophil fiir die Hydrolyse der Peptidbindung verwendet,
das durch Koordination an ein Metallion aktiviert wird,
unterstreicht die bemerkenswerte Fihigkeit von Naturstof-
fen, auch aktive Zentren von Enzymen selektiv zu markieren,
die keine kovalente Katalyse eingehen.

3.2. Wortmannin

Das antifungale Antibiotikum Wortmannin (Schema 10)
wurde aus Penicillium wortmannii isoliert, und seine kom-
plexe Struktur wurde durch chemischen Abbau und NMR-
Spektroskopie bestimmt.'®! Das zentrale Ele-
ment von Wortmannin ist sein reaktiver Furan-
ring, der zwischen C(4) und C(6) an das Stero-
idgeriist anelliert ist."% Dieses Motiv findet man
auch in Viridin, Demethoxyviridin sowie in den
marinen pp60**-Proteintyrosinkinase-Inhibito-
ren Halenachinon und Halenachinol, ebenso
wie in Hibiscon C (Gmelofuran) aus dem Kern-
holz von Gmelina arborea und im Jamaikani-
schen Blauholz (Schema 10).1%"

Wortmannin!'® und das verwandte Viri-

din™ werden aus dem Triterpenoidalkohol La- Wortmannin Halenachinon

nosterol biosynthetisiert!” und sind wirksame PX-866
zellpermeable Inhibitoren der Lipidkinase Phos- o

phatidylinosit-3-kinase  (PI-3-Kinase). Dieses OH

Enzym ist ein zentraler Bestandteil in zwei é H
rezeptorvermittelten Signaltransduktionswe-

gen:" dem Weg mit G-Protein-gekoppeltem O Yy o S vgine
Rezeptor und dem Rezeptor-Tyrosinkinase-Weg. o} ¢}

Die PI-3-Kinase phosphoryliert den Inositolring

von Phosphatidylinosit (PtdIns) in 3-Position, Viridin Halenachinol Hibiscon C
was zur Produktion der Second-Messenger-Mo-  schema 10. Steroid-Naturstoffe der Wortmannin-Familie. PX-866 wurde aus Wortmannin
lekiile PtdIns-3-phosphat, PtdIns-3,4-diphosphat  synthetisiert.
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und PtdIns-3,4,5-triphosphat fiihrt. Der genaue Katalyseme-
chanismus der PI-3-Kinase ist noch unbekannt.!'? Bei der PI-
3-Kinase aus Schweinen wird der Kontakt mit den ATP-a-
und ATP-f-Phosphaten durch die konservierten Seitenketten
Lys-833 bzw. Ser-806 vermittelt. Ein fritheres Modell fiir den
Mechanismus bezog Asp-946 ein, das die Hydroxygruppe des
Lipidsubstrats deprotoniert und ein Nucleophil erzeugt, das
am y-Phosphat von ATP angreifen kann. Obwohl Mutationen
an dieser Stelle die Aktivitdt ausloschen, deutet die Struktur
der PI-3-Kinase im Kristall an, dass der Asparaginsdurerest
nicht angemessen positioniert ist, um als katalytische Base zu
wirken. His-948 wurde als alternative Base postuliert, bislang
fehlen jedoch experimentelle Beweise fiir diese Theorie.[''?!
Abgesehen davon konnte die PI-3-Kinase auch ohne Basen-
katalysator wirken und stattdessen einen dissoziativen Uber-
gangszustand bilden."™

Aufler bei dem gut untersuchten Lipidkinase-Target wirkt
Wortmannin auch bei anderen Serin/Threonin-Kinasen als
Inhibitor, etwa bei mTOR, dem Target von Rapamycin in
Saugetieren, und der DNA-abhingigen Proteinkinase (DNA-
PK),"Y ebenso wie bei der Myosin-Light-Chain-Kinase
(MLCK), dem Gentamicinresistenzenzym AAC(6')-APH-
(2") sowie einer membrangebundenen PI-4-Kinase.['"”)
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PI-3-Kinasen sind an vielen wichtigen zelluldren Prozes-
sen beteiligt, beispielsweise an der Apoptose, der Prolifera-
tion, der Zellbeweglichkeit und -adhésion. Sie wurden auch
mit der Umwandlung von normalen in maligne Zellen in
Verbindung gebracht. Erhohte Niveaus an PI-3-Kinase-Pro-
dukten wurden bei Dickdarmtumoren und Brustkrebsarten
gefunden.''® AuBerdem wurde beschrieben, dass die De-
phosphorylierung von PI-3-Kinase-Produkten die Tumorbil-
dung unterdriickt.""” Als Inhibitoren der PI-3-Kinase von
Wirbeltieren sind Wortmannin und strukturell verwandte
Verbindungen potenzielle Therapeutika zur Behandlung hu-
maner Neoplasmien und anderer Krankheiten wie Diabetes,
Entziindungen, Blutpldttchenaggregation, Arteriosklerose
und Osteoporose. Zehn Verbindungen aus einer halbsynthe-
tischen Bibliothek von Wortmannin-Derivaten wurden in
pharmakokinetischen Studien und Toxizitdtsuntersuchungen
gepriift.""¥ PX-866 (Schema 10), ein Diallylaminoderivat von
Wortmannin ohne Furanring hatte gute pharmakokinetische
und toxikologische Eigenschaften und bewirkte eine lingere
Inhibition der PI-3-Kinase in vivo. Diese Verbindung ver-
starkte auch die Antitumorwirkung des etablierten Chemo-
therapeutikums Cisplatin.''”! Man vermutete, dass Verbin-
dungen ohne Furanring chemisch stabiler sein oder sich
besser an die ATP-Bindungstasche anpassen kénnten.!®

Aminnucleophile greifen den doppelt aktivierten und
hochgradig elektrophilen, gespannten Furanring von Wort-
mannin am C(20)-Atom an und erzeugen iiber einen Addi-
tions-Eliminierungs-Mechanismus vinyloge Carbamate.['™"
Die Gruppe um Wipf stellte kiirzlich eine Bibliothek aus 94
C(20)-substituierten halbsynthetischen Wortmannin-Deriva-
ten her, indem sie den Naturstoff mit einem breiten Spektrum
an Amin- und Thiolnucleophilen umsetzten."'s! Wymann und
Mitarbeiter entdeckten, dass derartige Reaktionen interes-
santerweise auch im aktiven Zentrum der PI-3-Kinase statt-
finden."”! Die e-Aminogruppe von Lys-802 der PI-3-Kinase
(Lys-833 in Schweine-PI-3-Kinase)!'"” greift am C(20)-Atom
von Wortmannin an, und unter Offnung des Furanrings
ensteht ein vinyloges Carbamat (Schema 11). Diese kovalen-
te Verkniipfung inhibiert das Enzym irreversibel. Die Isolie-
rung der Wortmannin-markierten Peptide wird durch die
Sdureempfindlichkeit der vinylogen Carbamatgruppe er-
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schwert, diese Gruppe konnte jedoch mit Natriumcyanobor-
hydrid unter Bildung eines stabileren Amin-Wortmannin-
Addukts reduziert werden. Wenn sie vor dem Inhibitor
zugegeben wurden, interferierten ATP, Adenin und FSBA
(5'-para-Fluorsulfonylbenzoyladenosin) in Konzentrationen
von 1 mm mit der Alkylierung der PI-3-Kinase durch Wort-
mannin, Substanzen mit nucleophilen Aminosiureseitenket-
ten zeigten in diesen Konzentrationen hingegen keinen
Effekt. FSBA ist ein Adenin-Derivat, das kovalent an nu-
cleophile Aminosiduren bindet; es wird bei der Suche nach
Nucleotidbindungsstellen verwendet.'”!! Das PI-3-Kinase-
Substrat PtdIns-4,5-diphosphat konkurriert bei der Bindung
effektiv. mit Wortmannin. Diese Ergebnisse brachten
Wymann und Mitarbeiter zu dem Schluss, dass Wortmannin
die PI-3-Kinase an einer Nucleotidbindungsstelle in der Ndhe
der Substratbindungsstelle angreift. Thre Postulate wurden
durch eine Kiristallstrukturanalyse des Komplexes von
Schweine-PI-3-Kinase mit Wortmannin bestitigt.['

Wie bereits erwidhnt, konnte Lys-802 eine Rolle bei der
Stabilisierung des a-Phosphats von ATP in der Bindungsta-
sche spielen, dhnlich, wie man es fiir Lys-72 in der Protein-
kinase A (PKA) annimmt.'?!] Lys-72 verankert die nicht zu
spaltenden Phosphat-Einheiten von ATP und kompensiert
ihre Ladungen durch ionische Wechselwirkungen In Hefe-
PKA fiihrt der Austausch von Lys-72 gegen Ala zu einer
Abnahme von V,,,, um das 800fache.l'”” Der Einfluss von
Lys-72 in PKA und moglicherweise Lys-802 in PI-3-Kinase
auf die Enzymaktivitdt resultiert vermutlich primér aus
Struktureffekten und weniger aus einer direkten Beteiligung
an der Katalyse. Die Mikroumgebung im Protein konnte die
Nucleophilie des anvisierten Lysins erhohen; alternativ
konnte die Bindung von Wortmannin im aktiven Zentrum
einer Kinase produktive Wechselwirkungen mit den kataly-
tischen Resten verhindern. Auf jeden Fall sollte die Wirk-
samkeit von Wortmannin dazu ermutigen, Cofaktorbindungs-
stellen als Targets fiir niedermolekulare Sonden in Betracht
zu ziehen. Hierdurch konnte ein breiteres Spektrum an
Proteinen fiir funktionelle Proteommethoden wie ABPP
zuginglich werden. Kiirzlich gelang es mithilfe eines Rhoda-
min-markierten Wortmannin-Analogons, bei Proteomunter-
suchungen als zusétzliches Target des Naturstoffs eine Séu-
getier-Polo-Kinase zu identifizieren,"*" die eine
wichtige Rolle bei der Mitose spielt und in
zahlreichen humanen Krebsarten nachweislich
iiberexprimiert wird. Mithilfe der Wortmannin-
basierten Sonde konnten Verdnderungen in der
Kinaseaktivitit bei Zugabe von Wirkstoffen
sowie in unterschiedlichen Zellzyklusstadien
nachvollzogen werden. Diese Ergebnisse
weisen Wortmannin als eine gute Leitstruktur
fir die Entwicklung von Polo-Kinase-Inhibito-
ren aus, die in der Krebstherapie eingesetzt
werden konnen.

3.3. Aspirin

Schema 11. Der Lysinrest 802 in der PI-3-Kinase 6ffnet den doppelt aktivierten Furanring von
Wortmannin tber einen Additions-Eliminierungs-Mechanismus unter Bildung eines vinylogen
Carbamats.

In einem Brief an Seine Durchlaucht
George, den Grafen von Macclesfield und Pri-
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sidenten der Royal Society, schrieb der Pfarrer Edward Stone
am 25. April 1763: ,Ich habe von einer Rinde eines engli-
schen Baumes herausgefunden, dass sie ein wirksames Ad-
stringens und sehr heilsam bei Wechselfieber und voriiberge-
hendem Unwohlsein ist.“['>!

Stone war nicht der Erste, der die fieber- und schmerz-
lindernden Eigenschaften des Weidenbaum-Extrakts be-
merkte. Im Jahre 200 v. Chr. verschrieb der griechische Arzt
Hippokrates Weidenrinde und -blitter zur Schmerzlinderung.
Der Romer Plinius der Altere erwihnt Weidenblitter in
seinem Werk Naturalis historia. Acetylsalicylsdure oder
Aspirin (Schema 12),%%) eine modifizierte Form der Salicyl-
sdure, des aktiven Bestandteils der Weidenrinde, ist heute
eines der am weitesten verbreiteten Schmerzmittel.

O, OH O -OH
5/0\’40 OH

Acetylsalicylséure
(Aspirin)

Salicylsaure

Schema 12. Aspirin und Salicylsiure, der Naturstoff von dem der Wirk-
stoff abgeleitet wurde.

Salicylsdure und strukturell verwandte Sekunddrmetabo-
liten, die Salicylate, dienen in nahezu allen hoheren Pflanzen
zur Abwehr von Schédlingen und zur Abschreckung von
Pflanzenfressern.'”! Die Biosynthese von Salicylsiure
(Schema 13) lasst sich bis in den Phenylpropanoid-Stoffwech-
selweg zuriickverfolgen,'”’! der mit der Phenylalanin-Ammo-
niak-Lyase-katalysierten Bildung von trans-Zimtsédure durch
Eliminierung von Ammoniak aus der Aminosidure Phenyl-
alanin beginnt."””? AnschlieBend stehen den unterschiedli-
chen Pflanzenspezies zwei Wege offen:'?’*! Der erste Weg
verlduft tiber die Abspaltung einer C,-Einheit aus Zimtséure,
wodurch Benzoesdure entsteht, gefolgt von der ortho-Hydro-
xylierung zur Salicylsdure. Im zweiten Weg ist die Reihenfol-
ge der beiden Schritte umgekehrt, sodass zunichst ortho-
Cumarinsédure gebildet wird. Der Decarboxylierungsschritt
verlduft vermutlich dhnlich wie bei den (-Oxidationen im
Fettsiurekatabolismus."””! Diese Annahme wird durch die

HO. 0O

HO. O H

NH,

S

Phenylalanin

OH

ortho-Cumarinséure

Schema 13. Zwei Biosynthesewege fiir Salicylsdure in Pflanzen.
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Beobachtung gestiitzt, dass die Decarboxylierung in zellfreien
Pflanzenextrakten ATP- und CoA-abhingig ist.'*!

1860 synthetisierte Hermann Kolbe an der Universitét
Marburg Salicylsdure und ihr Natriumsalz aus Phenol, Koh-
lenstoffdioxid und Natrium. Kolbes Student Friedrich von
Heyden richtete in Radebeul in der Ndhe von Dresden eine
Fabrik zur GroBproduktion von Salicylaten ein. Die als
Nebenwirkung von Salicylat auftretenden Magenbeschwer-
den wurden durch die weite Verbreitung des Wirkstoffs
schnell offenkundig. Felix Hoffmann, ein Chemiker bei
Bayer, umging 1897 dieses Problem durch die Synthese
eines besser vertriglichen Derivats, der Acetylsalicylsdure.!?
Das Patent wurde 1899 erteilt, und Heinrich Dreser, der
Forschungsdirektor bei Bayer, prigte den Namen ,,Aspirin“ —
eine Kombination aus Spirsdure (Salicylsdure) und dem
Anfangsbuchstaben ,,A* fiir Acetyl.

Der Wirkmechanismus von Aspirin blieb fast ein ganzes
Jahrhundert unbekannt, bis 1971 Untersuchungen von Vane
darauf hindeuteten, dass Aspirin die Prostaglandin-Biosyn-
these inhibiert.'”” Fiir dieses wegweisende Ergebnis, das
sowohl die zutrdglichen Eigenschaften als auch die Neben-
wirkungen von Aspirin erklirte, wurde Vane 1982 mit dem
Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin ausgezeichnet.[*!]
Die Prostaglandine sind parakrine Hormone, die in Zellen in
der Nihe ihres Syntheseorts wirken. Eine Zellschiadigung
steigert die lokale Prostaglandin-Synthese, was eine erhchte
Korpertemperatur, Entziindung und Schmerz zur Folge
hat.'*?l Aspirin inaktiviert die Prostaglandin-Endoperoxid-
(PGG/H)-Synthase, auch Cyclooxygenase (COX) genannt,
irreversibel durch Acetylierung.** Dariiber hinaus acetyliert
Aspirin humanes Hédmoglobin sowie humanes Serumalbu-
min.?

Das COX-Enzym hat zwei bekannte Isoformen, die
konstitutive COX-1 und die induzierbare COX-2."**1 COX-
Enzyme Kkatalysieren die beiden ersten Schritte bei der
Umwandlung von Arachidonsidure in Prostaglandine. Die
Cyclooxygenase-Aktivitiat addiert zwei Sauerstoffmolekiile
an Arachidonsdure. So entsteht Prostaglandin G, (PGG,),
dessen Hydroperoxygruppe anschlieBend durch die Peroxi-
dase-Doméne der Enzyme katalytisch zur Hydroxygruppe
des Hydroxyendoperoxids PGH, reduziert wird.['***13¢]

Es ist bekannt, dass Aspirin die Cyclooxygenase-Aktivitét
der COX-Enzyme inhibiert, jedoch nicht ihre Peroxidase-
Aktivitat.'¥  Die  Hemmwirkung
scheint daraus zu resultieren, dass
Aspirin die Bindung des Substrats Ara-
chidonséure an das aktive Zentrum der
Cyclooxygenase stort, da der durch
Aspirin acetylierte Serinrest (Ser-530
in COX-1, Ser-516 in COX-2) fiir die
Katalyse nicht entscheidend ist.'**"!

Untersuchungen an den aktiven
Zentren haben einen Einblick in die
Mechanismen der COX-Enzyme und
der Acetylierung durch Aspirin gege-
ben. Am Acetyltransfer sind mehrere
Aminosduren im aktiven Zentrum der
COX beteiligt, unter anderem konser-
vierte Tyrosin- und Argininreste
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0y 0O oo '
( Tyr-385 Ox© /
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T
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Schema 14. Ein komplexes Netz aus Wasserstoffbriicken und anderen Wechselwirkungen richtet Aspirin fiir die Acetylierung von Ser-530 der Cyclo-

oxygenase-1 aus.

(Schema 14).1%1 1990 ergaben spektroskopische und bioche-
mische Untersuchungen, dass Tyr-385 fiir die Cyclooxygena-
se-Aktivitdt der COX-1 essenziell ist.'*! Dieser Tyrosinrest
ist richtig positioniert fiir den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der Cyclooxygenierung, die Abstraktion des 13-proS-
Wasserstoffatoms aus dem  Arachidonat."*'*  Eine
Tyr385Phe-Mutante von COX-2 zeigt so gut wie keine
Serinacetylierung durch Aspirin, und eine Tyr348Phe-Mutan-
te hat eine verminderte Aktivitdt und wird durch Aspirin
weniger acetyliert."*!! Dieses Ergebnis unterstreicht die Be-
deutung von Tyr-348, das Wasserstoffbriicken zu Tyr-385
bildet und eine Rolle bei der Positionierung des Substrats
spielt. Arginin-120 ist ein wichtiger Rest in COX-1, sowohl
fiir die Substraterkennung als auch fiir die Empfindlichkeit
gegeniiber Inhibitoren mit einer freien Carboxyfunktion.['*”!
Eine Kristallstrukturanalyse von COX-1 deutet darauf hin,
dass die Guanidinogruppe mit dem Arachidonat-Carboxylat
in Wechselwirkung tritt.'**! AuBerdem waren reversible Inhi-
bitoren mit einer freien Carboxyfunktion, etwa Flurbiprofen,
gegeniiber COX-1-Enzymen mit einer Mutation an Arg-120
ineffektiv.'*14! Spiter stellte sich heraus, dass bei einer
entsprechenden COX-2-Mutante, in der Arg durch Gln
ersetzt wurde, 73% weniger Acetylierung an Ser-516 auf-
trite.'4)

Auf der Grundlage dieser experimentellen Daten wurde
ein Mechanismus fiir die Acetylierung von Serin durch
Aspirin postuliert (Schema 14). Die Nummerierung der
Aminoséduren entspricht hier sowie im folgenden Absatz der
von COX-1. Zunichst positioniert die Wechselwirkung der
Carboxylatgruppe von Aspirin mit der Seitenkette von Arg-
120 den Wirkstoff in der Substratbindungstasche, wo er mit
den Hydroxygruppen von Tyr-385 und Tyr-348 weitere Was-
serstoffbriicken bildet. Diese dirigieren die Acetylgruppe in
Richtung von Ser-530 und erhohen die Reaktivitdt von
Aspirin, indem sie die negative Ladung der tetraedrischen
Zwischenstufe stabilisieren, die durch die Addition entsteht.
Die Moglichkeit einer voriibergehenden Tyrosinacetylierung
konnte ausgeschlossen werden, da bei der Acetylierung einer
Ser530Ala-Mutanten  kein  O-Acetyltyrosin  gefunden
wurde.'"!! Eine Kristallstrukturanalyse von durch Bromaspi-
rin (Bromacetylsalicylsdure) inaktivierter COX-1 stiitzt
dieses Modell. Bromaspirin wurde verwendet, da man seine
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Position durch die Gegenwart des Schweratoms Brom auch
bei einer relativ geringen Auflésung (3.4 A) der Kristall-
struktur definitiv identifizieren konnte. Der Abstand zwi-
schen dem phenolischen Sauerstoffatom von Tyr-385 und der
Acetylgruppe ldsst Wasserstoffbriicken moglich erschei-
nen.["

Fin ausgekliigeltes Wasserstoffbriicken-Bindungsmuster
sowie ionische Wechselwirkungen dienen also der Positionie-
rung des Aspirins im aktiven Zentrum der COX, was die
effektive Molaritit erhoht, die Reaktivitdt verbessert und
somit zur selektiven Acetylierung von Ser-530 fiihrt. Aus der
Rontgenstrukturanalyse war auch ersichtlich, in welcher
Weise die Acetylierung durch Aspirin inhibirend wirkt. Ser-
530 liegt in einer hochgradig konservierten Region,'*! an
einem hydrophoben Kanal, der von der Enzymoberfldche
zum katalytischen Tyrosin fithrt. Die Acetylgruppe von
Aspirin ragt in diesen Kanal hinein und verhindert dadurch
vermutlich, dass die Arachidonsdure das aktive Zentrum
erreicht [0 144

SchlieBlich ist noch anzumerken, dass auch Salicylsdure
entziindungshemmend wirkt, selbst jedoch nicht in der Lage
ist, COX-Enzyme kovalent zu modifizieren. Der genaue
Wirkmechanismus von Salicylat wird noch diskutiert.'*! Die
Umwandlung dieses Naturstoffs in das halbsynthetische De-
rivat Aspirin war in zweierlei Weise vorteilhaft: Der Wirk-
mechanismus wurde irreversibel, und der therapeutische
Eingriff erfolgt gezielt an den bevorzugten Protein-Targets.

3.4. Microcystin

Cyanobakterien in den Bliiten von Blau- und Griinalgen
in kontaminiertem Trinkwasser haben bereits viele Tiere das
Leben gekostet. Seit 1878 wurde es zunehmend offenkun-
dig, dass die Bliiten der Gattungen Oscillatoria, Anabaena,
Nostoc und Microcystis in Sii3- und Meerwasser zu den
entsprechenden akuten Vergiftungen fithren.¥”? Man isolier-
te die aktiven Komponenten, eine Familie wirksamer Hepa-
totoxine, und begann, ihre Strukturen zu analysieren.['*¥!
Obgleich bereits 1959 bestétigt wurde, dass es sich bei den
Toxinen um Peptide handelt,'* blieb ihre Aminosiurezu-
sammensetzung iiber viele Jahre unklar.™! Die erste Struktur
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wurde 1984 mithilfe von NMR-Spektroskopie und Massen-
spektrometrie vollstindig bestimmt,>! und die Charakteri-
sierung weiterer Familienmitglieder folgte bald darauf.'*
Die Toxine sind cyclische Heptapeptide mit variablen L-
Aminosduren an zwei Positionen (X und Y genannt) und
enthalten Adda, eine ungewohnliche aromatische $-Amino-
sdure mit einer ungesittigten Alkylkette (Schema 15). Eine
Konfigurationsbestimmung identifizierte Adda im Jahre 1988
eindeutig als (285,35,85,95)-3-Amino-9-methoxy-2,6,8-trime-
thyl-10-phenyl-(4E,6 E)-decadiensdure.'™™ In der Literatur
findet man zahlreiche Bezeichnungen fiir diese Adda-halti-
gen cyclischen Peptidnaturstoffe, letztlich entschied man sich
jedoch fiir den Namen Microcystin (Schema 15).11%4

Die Microcystin-Familie umfasst mehr als 60 Mitglie-
der;* ein GroBteil davon unterscheidet sich lediglich in den
beiden variablen Aminoséduren oder in der Methylierung von
Dehydroalanin und/oder Asparaginsdure. Die Namen der
Microcystine enthalten zwei Buchstaben, entsprechend den
Abkiirzungen der Aminoséuren auf den variablen Positionen.
Biosyntheseuntersuchungen an Microcystinen haben sich
besonders mit der Herkunft der Kohlenstoffatome in der
Adda-FEinheit sowie im Methylasparaginsdurerest beschéf-
tigt. Methylasparaginsdure entsteht aus Acetyl-CoA und
Pyruvat tiber eine Methylbernsteinsdure-Zwischenstufe, die
Adda-Einheit leitet sich von Acetat ab; bestimmte Methyl-
gruppen stammen aus Methionin.®! Die Microcystine
werden normalerweise nichtribosomal biosynthetisiert.'*”
Analysen von Microcystin-Synthetasegenen ergaben, dass es
sich um Polyketidsynthasengene handelt.™®

Man versuchte auch, die molekularen Grundlagen der
Toxizitdt von Microcystinen zu entschliisseln. So zeigte sich
bald nach der Strukturaufkldrung, dass die Naturstoffe wirk-
same Inhibitoren der Serin/Threonin-Phosphatasen 1 und
2AIS) gowie weiterer, weniger gut charakterisierter
Phosphatasen sind.'*) Die reversible Proteinphosphorylie-
rung ist von entscheidender Bedeutung fiir die Regulierung
zelluldrer Prozesse.'® Mehr als 98% der Proteinphosphory-
lierung in eukaryotischen Zellen finden an Serin- und Threo-
ninresten statt."®! Die Serin/Threonin-Phosphatasen 1 und
2A (PP1 und PP2A) wurden mit der Regulierung unter-
schiedlicher Prozesse in Verbindung gebracht, etwa im Gly-

Microcystin-LR
(X =Leu; Y = Arg)
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cogenmetabolismus, bei der Synapsenplastizitit, im Zellzy-
klus, bei der Embryogenese, der Apoptose sowie bei der
Kontraktion glatter Muskulatur.®? Die Strukturen, Aktivi-
taten und Inhibitionsmoglichkeiten von PP1 und PP2A sind
ausfiihrlich zusammengefasst worden.™® Diese Enzyme
haben kein katalytisches Nucleophil; statt dessen aktivieren
proteingebundene Metallionen als Cofaktoren ein Wasser-
molekiil."*

Die unselektive Inhibition der vielfdltigen Funktionen
von PP1 und PP2A konnte zur schweren Toxizitdt der
Microcystine beitragen: Eine intraperitoneale Dosis von ein
bis zwei Mikrogramm fiihrte bei Miusen bereits zum Tod.['7")
Obgleich dies die Eignung der Microcystine fiir therapeuti-
sche Zwecke einschriankt, wurden Derivate synthetisiert, um
deren Toxizitit und Spezifitit zu erforschen.'* Bisher gelang
eine vollstandige Totalsynthese nur fiir ein Mitglied der
Microcystin-Familie."® Die Microcystine haben die funktio-
nelle Charakterisierung von Phosphatasen und Phosphatase-
Protein-Komplexen in Proteomen stark vereinfacht.!>166]
Ein Konjugat aus Microcystin-LR und Rhodamin reagierte
mit zahlreichen Serin/Threonin-Phosphatasen in einer nicht
vorbehandelten Zellprobe. Mithilfe des Konjugats konnten
Verdnderungen in der Phosphataseaktivitdt detektiert
werden.'*® Diese Sonden erweiterten das Spektrum der
Enzymfamilien, die der funktionellen Proteomanalyse zu-
géanglich sind.

Ahnlich wie die o,3-ungesittigte Carbonylgruppe des
Methyldehydroalaninrests von Microcystin wirken einige
bioaktive Naturstoffe wie Leptomycin B,"®” Isoavenacio-
1id"® und Pironetin"®! als Kohlenstoffelektrophile. 1995
berichteten zwei Gruppen iibereinstimmend iiber konjugierte
Additionen am Dehydroalaninrest von Microcystin, an denen
Cys-273 in der Nidhe des C-Terminus von PP1 beteiligt
war;" bei PP2A ist Cys-266 der analoge anvisierte
Rest.['” Die Aminosiuresequenz Ser-Ala-Pro-Asn-Tyr-Cys,
die den Cysteinrest enthélt, der durch Microcystin modifiziert
wird, ist in Ser/Thr-Phosphatasen hochgradig konserviert.”
Die kovalenten Verkniipfungen zwischen zahlreichen Micro-
cystinen und PP1 sind hitze- und sdurebestdndig. Hingegen
wurde keine kovalente Bindung von Microcystin-YR an
Phosphatasen beobachtet, wenn die Proteine vor Zugabe des

Microcystin-YR
(X =Tyr; Y =Arg)

Schema 15. Zwei Beispiele fiir Microcystine: Die X- und Y-Positionen kénnen mit unterschiedlichen Aminosiuren besetzt sein. Ndha = N-Methyl-

dehydroalanin.
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Naturstoffs mit Natriumdodecylsulfat denaturiert wurden.
Dies deutet darauf hin, dass die Wechselwirkungen ein
aktives Zentrum mit intakter Struktur voraussetzen.”

Microcystine binden mit subnanomolarer Affinitdt an
PP1;" im Kristall bildet die Adda-Seitenkette von Micro-
cystin-LR Kontakte mit einer konservierten hydrophoben
Spalte von PP1, und die Glutamat-Carboxygruppe sowie das
benachbarte Carbonylkohlenstoffatom sind mit dem Metall-
ion indirekt iiber Wassermolekiile verbunden.'®* Die
Leucin-Seitenkette des Toxins ist in einer Schleife der C-
terminalen Doméne positioniert. Dartiber hinaus bildet die
Methylaspartat-Carboxygruppe eine Wasserstoffbriicke zu
Arg-96, einem entscheidenden Rest fiir die Wechselwirkun-
gen mit den Phosphatgruppen der Substrate. Somit ist der
Zugang zum aktiven Zentrum komplett blockiert.

Die ausgedehnten Wechselwirkungen zwischen den
Microcystinen und den aktiven Zentren der Phosphatasen
sprechen dafiir, dass die kovalente Reaktivitdt nur einen Teil
des Wirkspektrums dieser Naturstoffe ausmacht. Auch als
Aminoethanthiol-Addukt an Sepharose-Kiigelchen immobi-
lisierte Microcystine inhibierten PP1 und PP2A.I*"! Micro-
cystin-LR, -YR und -RR wurden synthetisch in ihre Gluta-
thion- und Cystein-Konjugate iiberfiihrt; beide Thiole rea-
gierten mit der Dehydroalaningruppe, die 1,4-Additionspro-
dukte behielten jedoch eine abgeschwichte In-vivo-Toxizitét
(LDs, von 38 pgkg ™" fiir Microcystin-LR und 630 pugkg™" fiir
sein Glutathion-Konjugat).'”V! Dabei sollte man beachten,
dass eine Retro-Michael-Reaktion derartiger Addukte in
vivo zur beobachteten biologischen Aktivitdt fithren
konnte.'™ Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der
Dehydroalaninrest vermutlich keine Rolle bei den anfangli-
chen Wechselwirkungen zwischen Enzym und Inhibitor
spielt.

Mechanistische Untersuchungen von Craig und Mitarbei-
tern bestdtigten einen zweistufigen Mechanismus fiir die
irreversible Inhibition durch Microcystine (Schema 16).1"!
Im ersten Schritt wird das Microcystin schnell nichtkovalent
gebunden, und es resultiert eine Inhibition mit allen zuvor

M Cys-273

A
e

inaktiviertes PP1

_—

(mehrere Stunden)
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beschriebenen Kontakten. Uber einen Zeitraum von mehre-
ren Stunden wird langsam die kovalente Bindung zu Cys-273
gebildet.'"” Die Tendenz zur konjugierten Addition wird
wahrscheinlich durch die hohe effektive Molaritit von Micro-
cystin in der passend gefalteten Bindungstasche verstérkt;
dafiir spricht die erwdhnte Kontrollreaktion mit dem dena-
turiertem Protein. Zudem konnte die Nucleophilie des Cy-
steinrests in seiner Proteinumgebung erhoht sein. Mutagene-
seuntersuchungen ergaben jedoch, dass Cys-273 fiir die
Katalyse nicht notwendig ist, denn eine Cys273Ser-Mutante
zeigte dieselbe Aktivitit wie das Wildtyp-Enzym.'™ Somit
sind Microcystine ein hervorstechendes Beispiel dafiir, wie
ein kompliziertes Netz nichtkovalenter Wechselwirkungen
mit einem Enzym die kovalente Modifikation von nichtkata-
lytischen Resten im aktiven Zentrum erleichtern kann.
Ahnliche Strategien haben sich bei der Umwandlung stark
bindender reversibler Inhibitoren in kovalente Inaktivatoren
des EGF-Rezeptors!'**l und der p90-Ribosomenprotein-S6-
Kinase!'™ bewihrt: Hier wurden elektrophile Gruppen in
der Nihe von Cysteinresten in den aktiven Zentren einge-
fithrt.'”

4. Angriff auf nichtenzymatische Proteine

Die meisten proteinreaktiven Naturstoffe greifen die
aktiven Zentren von Enzymen an, doch es gibt Ausnahmen.
Beispielsweise bindet Leptomycin B kovalent an ein Rezep-
torprotein, das am Kerntransport beteiligt ist.

4.1. Leptomycin B

Ein aus Bodenproben isolierter Streptomyces-Stamm lie-
ferte zwei neue antifungale Antibiotika. Die aktiven Kom-
ponenten wurden isoliert und als Leptomycin A und B
bezeichnet.' Diese Verbindungen zihlen zu einer Familie
strukturell @hnlicher Naturstoffe, der auch Callystatin A,

kovalent
modifiziertes PP1

Schema 16. Microcystin inaktiviert PP1, bevor es langsam kovalent an Cys-273 bindet. Die nichtkovalenten Wechselwirkungen schaffen die

Voraussetzung fiir eine erfolgreiche konjugierte Addition.
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Ratjadon, Kazusamycin, Anguinomycin, Leptofuranin und
Leptolstatin angehéren (Schema 17).'77 Die Strukturen der
Leptomycine wurden mithilfe von NMR-Spektroskopie,
Massenspektrometrie und TR-Spektroskopie ermittelt.l'”!
Sie enthalten eine ungesittigte Fettsdure mit einem termina-
len d-Lactonring. Leptomycin B leitet sich von einem Poly-
ketid ab; es ldsst sich retrosynthetisch in vier Acetat-Einhei-
ten, sieben Propionat-Einheiten und eine Butyrat-Einheit
aufspalten.'” Leptomycin B interferiert mit DNA-Synthese-
schritten im Zellzyklus,® was vermutlich aus seinem inhi-
bitorischen Effekt auf den Kerntransport resultiert."®!! Ein
nanomolarer Bindungspartner von Leptomycin B wurde ent-
deckt und CRM1 (chromosome maintenance region 1; auch
bekannt als Exportin 1) genannt.'*?l CRMI ist ein evolutionir
konservierter Rezeptor des Leucin-reichen Kernexportsi-
gnals (NES)!"® von Proteinen und ein essenzieller Mediator
des NES-abhéngigen Kernexports von Proteinen und Ribo-
nucleoproteinkomplexen in eukaryotischen Zellen.'82 184

In Verbindung mit CRM1 ermoglicht das Protein Rev den
Transport von partiell prozessierten HIV-mRNAs aus dem
Zellkern; so kann das HIV-Virus die zelluldre Proteinsyn-
thesemaschinerie nutzen.'®%! Leptomycin B und verwandte
Substanzen blockieren die Wechselwirkungen zwischen Rev
und den Kerntransportproteinen und konnen somit potenziell
die Replikation von HIV-1 inhibieren."® Leptomycin B
bewirkt auerdem eine Anreicherung des Tumorsuppressors
p53 im Zellkern."®! Diese subzellulirere Lokalisation fiihrt
zu einer Aktivierung von p53, Stillstand des Zellzyklus und
schlieBlich zur Apoptose. Somit kénnte Leptomycin neue
Therapieansitze fiir HIV und Krebs aufzeigen.['¥"'%]

Leptomycin B bindet an CRM1, modifiziert Cys-529 in
einer zentralen konservierten Region des Proteins kovalent

Angewandte

und inhibiert so die Erkennung von NES; Ratjadon wirkt
ebenfalls nach diesem Mechanismus (Schema 18).[167:181.1862.189]
Es zeigte sich, dass eine einzige Mutation, Cys529Ser, in
Schizosaccharomyces pombe ausreichte, um die Empfindlich-
keit gegeniiber Leptomycin B drastisch zu mindern. 1%

kénnte mit Leucin-reichem NES
bei der Bindung konkurrieren

Schema 18. Der o,p-ungesittigte Lactonring von Leptomycin reagiert
in einer konjugierten Addition mit Cys-529 von Exportin.

Um herauszufinden, welcher Teil des Naturstoffs als Phar-
makophor wirkt, untersuchten Kobayashi und Mitarbeiter
eine Reihe von Callystatin-Analoga. Dabei erwies sich der

Leptomycin B

\\

(—)-Callystatin A

(+)-Ratjadon

Schema 17. Die Naturstoff-Familie der Leptomycine.
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Leptofuranine

A R'=CH,0OH; R2=H
B: R'=CH,0H; R?=CH,
C: R'=CHO;R*=H

D: R'=CHO; R*=CH,

Kazusamycin

R'=CH;; R* = C,H,; R® = CH,OH; R* = COOH
Leptolstatin

R'=H; R? = CH,; R® = CH,; R* = CH,OH
Anguinomycine

A: R'=H; R*=CH,; R* = CH,; R* = COOH

B: R'=H; R*=C,H;; R®*=CH,; R* = COOH
C: R'=H; R*=CH,; R*=CH, R"=CH,

D: R'=H; R*=C,H, R®=CH,; R* = CH,
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a,p-ungesittigte Lactonring als das entscheidende reaktive
Element.'”!] Weitere Arbeitsgruppen reduzierten den Lac-
tonring zu einem gesittigten Analogon®” oder bildeten ein
Michael-Addukt mit Nitromethan;"®¥ in beiden Fillen
wurde die inhibitorische Wirkung stark abgeschwicht. Au-
Berdem reagierten N-Acetylcysteinmethylester und Lepto-
mycin B unter Bildung eines stabilen 1,4-Additionsprodukts,
das NMR-spektroskopisch nachgewiesen wurde.'*”? All diese
Ergebnisse sprechen dafiir, dass ein Angriff der Sulfanyl-
gruppe von Cys-529 in CRM1 auf den elektrophilen a,f3-
ungeséttigten Lactonring von Leptomycin zu einer kovalen-
ten Verkniipfung fiihrt (Schema 18).

Die Rolle von Cys-529 in CRM1 ist noch nicht geklart,
doch scheint dieser Cysteinrest fiir die Funktion von CRM1
nicht notwendig zu sein. Die Cys529Ser-Mutante vermittelt
den Kernexport ebenso gut wie Wildtyp-CRM1, und sie ist
nicht temperaturempfindlich."®”) Dariiber hinaus enthilt
Wildtyp-CRM1 aus Saccharomyces cerevisiae einen Threo-
ninrest an der Stelle des Cysteinrests.'*”]

Solange die Struktur nicht bestimmt ist,['**1%! kann nur
uber die Wechselwirkungen zwischen CRM1 und Leptomy-
cin B spekuliert werden. Dabei ist diese Information ent-
scheidend fiir die Entwicklung neuer Inhibitoren der Kern-
translokation. In klinischen Phase-I-Tests stellte sich heraus,
dass Leptomycin B selbst sehr toxisch ist, und es wurde von
einer Weiterentwicklung abgesehen.®! Leptomycin B und
einige verwandte Verbindungen wurden jedoch synthetisiert,
um ihre Funktionsweise zu untersuchen.*!*! Die Hoff-
nung, dass einige dieser Reagentien den Transport spezifi-
scher mRNA-Molekiile selektiv ausschalten konnten, treibt
weitere Forschungsaktivitdten an.

CRM1 ist ein besonders bemerkenswertes Target fiir
einen proteinreaktiven Naturstoff, da dieses Protein kein
Enzym ist. Dennoch wird es von Leptomycin B spezifisch an
Cys-529 markiert, was dafiir spricht, dass dieser Rest in einer
strukturierten Bindungsstelle fiir kleine Molekiile lokalisiert
ist. Man konnte sich vorstellen, dass die zentrale konservierte
Region von CRMI1 eine hydrophobe Tasche bildet, die
sowohl mit Leucin-reichen NESn als auch mit dem strukturell
deutlich verschiedenen Leptomycin B wechselwirken kann —
dhnlich wie die aktiven Zentren von Enzymen, die Substrate
und Inhibitoren mit stark unterschiedlichen Strukturen
binden.*”

5. Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Aufsatz haben wir die vielfdltigen Mechanis-
men vorgestellt, mit denen Naturstoffe an Proteine und aktive
Zentren von Proteinen binden und diese kovalent modifizie-
ren. Die diskutierten Beispiele bilden keine vollstindige
Liste, sie stehen vielmehr représentativ fiir die unterschied-
lichen Klassen proteinreaktiver Naturstoffe, die bislang ent-
deckt worden sind. Beim Vergleich dieser Naturstoffe sollte
man beachten, dass ihre Reaktivitdt nicht auf einen spezifi-
schen Aminosduretyp beschriankt ist, sondern dass eine ganze
Reihe von Resten im aktiven Zentrum infrage kommt, z.B.
Serin (Lipstatin, Aspirin), Threonin (Lactacystin), Lysin
(Wortmannin), Cystein (E-64, Microcystin) und Histidin
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(Fumagillin). Dariiber hinaus miissen diese Reste weder
katalytische Funktionen ausiiben (z.B. Cys-273 in PP1) noch
Teil eines aktiven Zentrums sein (z.B. Cys-529 in CRM1).
Dies verdeutlicht, wie kreativ die Natur ,,unechte“ Nucleo-
phile einsetzt, um die Bindungstaschen von Proteinen selektiv
zu modifizieren. Zwar inaktivieren alle in diesem Aufsatz
besprochenen Naturstoffe ihre Protein-Targets durch die
Modifizierung von Aminoséureresten, doch es sind auch
andere Mechanismen der Enzyminhibition méglich. Bei-
spielsweise inaktiviert die seltene Aminosdure Gabaculin
(Schema 19) aus dem Schimmelpilz Streptomyces toyocaen-

O O
: OH /—/_/< OH
H,N H,N
Gabaculin GABA

Schema 19. Der Naturstoff Gabaculin ist ein GABA-Analogon mit fest-
gelegter Konformation. GABA =vy-Aminobuttersiure.

sis!"® mehrere miteinander verwandte Aminotransferasen
durch die Bildung einer kovalenten Bindung mit dem Pyri-
doxalphosphat-Cofaktor des Enzyms (Tabelle 1)1

Tabelle 1: Reprisentative proteinreaktive Naturstoffe und ihre Targets.

Naturstoff Target markierter Rest katalytisches
Nucleophil ?

Lipstatin Pankreaslipase Ser-152 ja
Lactacystin Proteasomen- Thr-1 ja

B-Untereinheiten
E-64 Papain (Cys-Proteasen) Cys-25 ja
Fumagillin MetAP-2 His-231 nein
Wortmannin  Pl-3-Kinase Lys-802 nein
Aspirin COX-1 Ser-530 nein

COX-2 Ser-516 nein
Microcystin PP1 Cys-273 nein

PP2A Cys-266 nein
Leptomycin B CRM1 Cys-529 nein

Gabaculin Aminotransferasen PLP-Cofaktor™  nein

[a] PLP = Pyridoxalphosphat.

Welche Erfahrungen mit proteinreaktiven Naturstoffen
konnen uns beim Design chemischer Sonden fiir das aufkei-
mende Gebiet der aktivitdtsbasierten Proteinanalyse (ABPP)
weiterhelfen?” Als funktionelle Proteommethode zielt
ABPP darauf ab, gegen das aktive Zentrum gerichtete
molekulare Sonden zu entwickeln, die viele Enzyme parallel
markieren konnen, um deren kollektive funktionelle Cha-
rakterisierung in biologischen Proben hoch komplexer Zu-
sammensetzung zu vereinfachen. Durch ABPP-Methoden
wurden Enzymaktivititen entdeckt, die bei Krankheiten wie
Krebs,[® 1% Fettleibigkeit!™ und Malaria®” hochreguliert
sind. Aullerdem gelang das Design selektiver Inhibitoren fiir
diese Enzyme.!!
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Der tiefgreifende Einfluss proteinreaktiver Naturstoffe
auf die Entwicklung von ABPP zeigt sich auf mehreren
Ebenen. Vermutlich am auffilligsten ist die Tatsache, dass
sich viele ABPP-Sonden von Naturstoffen ableiten; etwa
Reagentien, die eine Biotin-Einheit oder einen Fluorophor
enthalten und auf Cysteinproteasen (basierend auf E-
64),1652.5.2011 phosphatasen (basierend auf Microcystin)!%!
und Kinasen (basierend auf Wortmannin)!'*! wirken. Eine
zweite Klasse von ABPP-Sonden bedient sich ebenfalls einer
Strategie der Naturstoffe, indem sie konservierte katalytische
Nucleophile in aktiven Zentren von Enzymen modifiziert.
Hierzu zédhlen Fluorphosphonate sowie elektrophile Ketone
fiir Serin-?? bzw. Cysteinhydrolasen.?® Diese Sonden zeich-
nen sich in der Regel dadurch aus, dass sie ein sehr breites
Spektrum innerhalb einer bestimmten Enzymfamilie angrei-
fen. Sogar ABPP-Sonden mit photoreaktiven (statt elektro-
philen) Gruppen konnten von Naturstoffen abgeleitet
werden, da auch sie klassenselektive funktionelle Gruppen
nutzen, um an konservierte Strukturelemente in den aktiven
Zentren der Enzyme zu binden.”™! SchlieBlich wurde auf der
Grundlage der Wirkprinzipien von proteinreaktiven Natur-
stoffen auch ein dritter ABPP-Ansatz etabliert, mit dessen
Hilfe die Proteomreaktivitdt von strukturell unterschiedli-
chen Elektrophilen erforscht werden kann.'”*?%! Fiir diesen
»hichtgerichteten“ kombinatorischen ABPP-Ansatz wurden
Bibliotheken von molekularen Sonden mit Kohlenstoffelek-
trophilen entworfen. Die meisten dieser Elektrophile wurden
der Vielfalt von Naturstoffen nachempfunden, die mithilfe
dieser vielseitigen reaktiven Gruppe die aktiven Zentren von
Enzymen markieren (z.B. Fumagillin, Wortmannin und
Microcystin). Man hat durch nichtgerichtete ABPP-Ansitze
bereits Proteomsonden identifiziert, die die aktiven Zentren
von mehr als zehn mechanistisch unterschiedlichen Enzym-
klassen angreifen.”'””! Dass fiir die meisten dieser Enzyme
keine affinen Substanzen bekannt waren, unterstreicht die
Bedeutung von nichtgerichteter ABPP fiir die Suche nach
neuen molekularen Sonden fiir Enzymfunktionen.

Wir miissen davon ausgehen, dass wir uns von den
Mechanismen, die Naturstoffe beim Angriff auf die aktiven
Zentren von Proteinen nutzten, heute erst ein unvollsténdiges
Bild machen konnen. Die zentrale Rolle von Naturstoffen bei
der Aufklarung biochemischer und zellbiologischer Protein-
aktivitdten empfiehlt diese Verbindungen jedoch nachdriick-
lich fiir zukiinftige Untersuchungen. Die Entdeckung und
Charakterisierung neuer pharmakologischer Wirkstoffe sollte
uns auch weiterhin faszinierende Einblicke in das schier
unerschopfliche Gebiet der Wechselwirkungen zwischen
kleinen Molekiilen und Proteinen gewidhren. Ergebnisse aus
diesen Untersuchungen sollten wiederum chemische Biolo-
gen einem Hauptziel der Post-Genom-Wissenschaft néher
bringen — dem Design selektiver niedermolekularer Sonden
fiir die funktionelle Analyse jedes einzelnen Proteins.

Wir danken K. Barglow und Dr. E. C. Taylor fiir die kritische
Durchsicht dieses Manuskripts sowie Dr. M. H. Bracey fiir die
Hilfe bei der Erstellung der Abbildungen. Unsere Forschung
wurde von den NIH (CA087660), NIGMS (GM065483),
einem Bristol Myers-Squibb Unrestricted Grant fiir organische
Synthesechemie, vom Skaggs Institute for Chemical Biology
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National Science Foundation.
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