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Die Bedeutung des Proteasoms f�r essenzielle biologische
Abl�ufe wie Stressantwort, Zellteilung, Apoptose und Anti-
genpr�sentation ist gut dokumentiert.[1] Daher ist es nicht
verwunderlich, dass sowohl staatliche Forschungseinrichtun-
gen als auch die pharmazeutische Industrie großes Interesse
haben, eine Reihe von niedermolekularen synthetischen
Inhibitoren, die gegen diese molekulare proteolytische Ma-
schinerie gerichtet sind, zu entwickeln (Schema SS1 in den
Hintergrundinformationen f�hrt einige Beispiele auf).[2] Ein
umfassender Vergleich der Strukturen der bis jetzt charak-
terisierten Inhibitoren zeigt,[3] dass die meisten dieser Ver-
bindungen kovalent an die N-terminale nukleophile Threo-
nine (Thr1) binden,[4] die sich in den aktiven Zentren der zwei
siebenz�hligen Innenringe des 20S-Proteasoms befinden.
Diese aktiven Zentren werden ihrer Anordnung in der
Komplexstruktur entsprechend als b1, b2 und b5 bezeich-
net.[5]

MG-132, ein Tripeptidaldehyd, ist einer der am h�ufigsten
verwendeten Proteasominhibitoren, und es konnte gezeigt
werden, dass diese Verbindung die Apoptose induziert.[6]

Andere Inhibitoren werden in klinischen Studien auf ihre
Anwendbarkeit als Therapeutika f�r verschiedene Krebsfor-
men oder als Immunsupressiva untersucht. Beispielsweise
wurde Velcade (Bortezomib),[7] ein Dipeptid mit Borons�u-
regruppe, als erster Proteasom-Blocker von der US Food and
Drug Administration zur Behandlung des rezidivierten Mul-
tiplen Myeloms und des Mantelzell-Lymphoms zugelassen.[8]

Die hochreaktive Borons�ure-Kopfgruppe bringt jedoch be-
tr�chtliche Nebenwirkungen mit sich, da sie auch mit anderen
Enzymen reagiert.[9, 10] Es ist daher nicht verwunderlich, dass
konkurrierende Produkte und Naturstoffe mit h�heren In-
vivo-Spezifit�ten gefunden wurden, z.B. Salinosporamid A
(NPI-0052),[11, 12] Carfilzomib, ein a’,b’-Epoxyketon-Tetra-
peptid, dessen Wirksamkeit zur Behandlung des Multiplen
Myeloms, Non-Hodgkin-Lymphoms und solider Tumoren
gegenw�rtig in klinischen Studien (Phase I und Phase II)
untersucht wird.[13] Diese Verbindung stammt von dem Na-
turstoff Epoxomicin[14] ab (2, Schema 1a), einem h�chst spe-
zifischen irreversiblen Proteasom-Inhibitor.[15] Der hohe
Grad an Spezifit�t konnte durch die Kristallstrukturanalyse
des Hefe-20S-Proteasoms im Komplex mit 2 und dem davon
abgeleiteten Bindemechanismus erkl�rt werden.[16] In einer
zweistufigen Reaktion reagiert der Inhibitor nicht nur mit
Thr1Og, sondern auch irreversibel mit der N-terminalen
Aminogruppe von Thr 1.

Schema 1. a) Der tripeptidische a-Ketoaldehyd 1 (Z-Leu-Leu-Tyr-
COCHO) und der Naturstoff Epoxomicin (2 ; a’,b’-Epoxyketon) mit un-
terschiedlichen reaktiven Gruppen (in Cyan dargestellt). b) Vorgeschla-
gener Mechanismus f�r die Bildung des 5,6-Dihydro-2H-1,4-oxazin-
und Morpholin-Rings durch die Bindung von 1 bzw. 2 an Thr1. R1 und
R2 beziehen sich auf die Peptidanteile des entsprechenden Inhibitors.
In Magenta sind die neu gebildeten kovalenten Bindungen zwischen
dem Protein und den Liganden dargestellt. Die Elektronen�bertra-
gungen sind durch gestrichelte Pfeile angedeutet.
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Peptidische a-Keto-Aldehyde (Glyoxale) stellen eine
weitere Proteasominhibitoren-Klasse mit hoher Selektivit�t
dar.[17] In-vivo-Inhibitionsstudien haben gezeigt, dass pepti-
dische Glyoxale zellg�ngige Inhibitoren sind,[18] die selektiv
und reversibel eines der aktiven Zentren des Proteasoms (b5)
mit Ki-Werten im niedrigen nanomolaren Bereich blockieren.
Interessanterweise wurde ihre Wirkungsweise noch nicht
aufgekl�rt, obwohl ihre Funktion als Proteasominhibitor
l�ngst best�tigt worden ist. Da sich ihr reversibler Binde-
mechanismus jedoch von der irreversiblen Inhibition durch
Epoxomicin unterscheidet,[16] bedarf es einer weiteren Auf-
kl�rung.

Wir haben daher das kommerzielle peptidische Glyoxal 1
(Schema 1a) im Komplex mit dem Hefe-20S-Proteasom
kristallisiert und die Struktur mit einer Aufl�sung von 2.7 �
bestimmt. Hierzu wurde ein Proteasom-Einkristall sechs
Stunden mit einer 5 mm L�sung von 1 inkubiert. Diffrakti-
onsexperimente wurden mit Synchrotronstrahlung an der
Swiss Light Source (Paul-Scherrer-Institut, Villigen) durch-
gef�hrt. Die Verfeinerung der Kristallstruktur erfolgte mit-
hilfe der Koordinaten des Hefe-20S-Proteasoms (pdb-
Nummer: 1RYP), gefolgt von einer umfassenden Korrektur
der anisotropen Temperaturfaktoren und Positionsverfeine-
rung mit CNS sowie einer zyklischen zweifachen Symme-
triemittelung mit MAIN (Rkris./Rfrei = 23.9/26.6%, siehe die
Hintergrundinformationen). Die Elektronendichtekarte, die
mit den Phaseninformationen nach dieser Mittelung berech-
net wurde, erm�glicht eine detaillierte Interpretation des
Inhibitors an beiden b5-Untereinheiten (Abbildung 1 a). Die
Ergebnisse stimmen mit den publizierten Daten �berein, die
eine Pr�ferenz von 1 f�r die Chymotrypsin-�hnliche Unter-
einheit ausweisen.[17] Die kristallographisch bestimmten
Daten zeigen, dass das peptidische Glyoxal sogar bei einer
sehr hohen Konzentration von 5 mm nur an die b5-Unter-
einheit bindet. Vergleichbar mit dem Bindemechanismus von
Epoxomicin (Abbildung 1 b) und proteasominhibierenden
Peptidaldehyden (z. B. Calpain-Inhibitor I (Ac-Leu-Leu-
nLeu-CHO)), nimmt das Peptidr�ckrat von 1 eine b-Kon-
formation an (Abbildung 1c).[4, 5] Dadurch f�llt es die L�cke
zwischen den b-Str�ngen des Proteasoms und bildet ein an-
tiparalleles b-Faltblatt, das durch eine Reihe von Wasser-
stoffbr�cken zwischen den Stickstoffatomen des Peptids und
den umliegenden Aminos�uren stabilisiert wird (Hinter-
grundinformationen, S1).

Des weiteren zeigt die Elektronendichtekarte einen gut
definierten sechsgliedrigen Ring, sodass die Bindung von 1
�ber zwei Reaktionsstufen erfolgt (Schema 1b), was mit den
kinetischen Studien �bereinstimmt.[17] Die Reaktion umfasst
die Bildung eines kovalenten Halbketals analog zu den Bin-
demechanismen von Epoxomicin und den Peptidaldehyden
(Halbacetalbildung).[19] Das nucleophile N-terminale Thr1Og

greift dabei am Carbonylkohlenstoffatom der a-Keto-
Gruppe des Inhibitors an. Die Reaktion wird durch Wech-
selwirkungen mit den umliegenden Aminos�uren der Sub-
stratbindetasche unterst�tzt. Desweiteren wird eine Wasser-
stoffbr�cke zwischen der Hydroxygruppe des Halbketals und
Gly47N gebildet, das w�hrend der Proteolyse von Peptid-
verbindungen als Oxyanion-Loch fungiert.[5] Die Reaktion
beinhaltet auch eine nukleophile Addition des b5-terminalen

Thr1N an das Aldehyd-Carbonylkohlenstoffatom des Inhi-
bitors mit anschließendem Protonentransfer zur Bildung
eines Carbinolamin-�bergangzustands. Auf diese Reaktion
folgt die Freisetzung eines Wassermolek�ls unter Bildung
eines 5,6-Dihydro-2H-1,4-oxazin-Rings, ein sechsgliedriger
Heterocyclus mit integriertem Halbketal und Imin (Schiff-
Base). Die Elektronendichtekarte zeigt deutlich, dass die
Hydroxygruppe im Halbketal von Gly47N stabilisiert wird,
w�hrend die des Carbinolamin-Intermediats unter Konden-
sation weiter zur Schiff-Base reagiert und somit den Oxazin-
Ring konformativ einschr�nkt. Anders als beim Keto-Alde-

Abbildung 1. a,b) Stereodarstellungen der 2FOFC- Elektronendichte des
Inhibitoraddukts in der b5-Untereinheit. Die Elektronendichte wurde
mit Phasen der ungebundenen Enzymstruktur bestimmt. a) Reversible
Bindung von 1. Die Temperaturfaktorverfeinerung deutet darauf hin,
dass lediglich die b5-Untereinheit vollst�ndig mit 1 besetzt ist. 1 ist
kovalent an Thr1 (gr�n) gebunden und bildet dadurch einen 5,6-Dihy-
dro-2H-1,4-oxazin-Ring. b) Irreversible kovalente Bindung von 2. Was-
serstoffbr�cken sind durch gestrichelte Linien dargestellt. c) Stereo-
darstellung einer �berlagerung von 1 (gelb), 2 (gr�n) sowie des Peptid-
aldehyds Calpain-Inhibitor I (Ac-Leu-Leu-nLeu-CHO, grau). Durch �hn-
liche Wirkungsweisen nehmen alle drei Inhibitoren eine antiparallele b-
Strang-Struktur an und besetzen die S1- und S3-spezifische Binde-
tasche (schwarze Halbkreise).
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hyd-Peptid entsteht durch Epoxomicin-Bindung ein Mor-
pholin-Ring (Schema 1).[16] Dieser Naturstoff �bt seine Wir-
kung aus, indem er reversibel ein Halbketal bildet und zudem
ein sekund�res Amin durch eine irreversible intramolekulare
Cyclisierung. W�hrend der zuletzt genannten Reaktion �ffnet
Thr1N durch nukleophilen Angriff das Epoxid, und es folgt
eine intramolekulare Substitution unter Inversion an C2
(Schema 1b).

Solche zweistufigen Bindemechanismen, wie hier f�r
a’,b’-Epoxyketone und f�r a-Keto-Aldehyde gezeigt, sind
einzigartig f�r N-terminale nukleophile Hydrolasen und er-
kl�ren die hohe Selektivit�t der peptidischen Glyoxale f�r das
Proteasom im Vergleich zu Peptidaldehyden. Die Inhibition
von Serinproteasen wie Chymotrypsin oder Subtilisin durch
peptidische Glyoxale ergab tausendfach h�here Ki-Werte
(13 mm[20] bzw. 2.3 mm[21]). Dies ist auf das Fehlen des N-ter-
minalen nukleophilen Rests am aktiven Zentrum bei diesen
Enzymen zur�ckzuf�hren, sodass diese ausschließlich mit der
Keto- oder mit der Aldehydgruppe des Inhibitors reagieren
k�nnen. Desweiteren kann die Spezifit�t f�r das Proteasom
gegen�ber andere Proteasen durch die Wahl geeigneter
Peptidketten am Pharmakophor verbessert werden. Die S1-
und die S3-Bindetaschen sind vor allem f�r die Substrat-
erkennung durch das Proteasom relevant. Daher k�nnen
Ver�nderungen des Peptidanteils zu Proteininhibitoren mit
verbesserter Selektivit�t und verbesserten pharmakologi-
schen Eigenschaften f�hren. Beispielhaft wurde diese Stra-
tegie bereits beim Design des Bortezomib-Analogons CEP-
18770[22] oder des Epoxomicin-Derivats Carfilzomib ange-
wendet.[10]

Obwohl peptidische Glyoxale und Epoxomicin auf �hn-
liche Weise �ber die Bildung eines sechsgliedrigen Rings
wirken (Schema 1b), ist ein grundlegender Unterschied
durch die reversible Anbindung von 1 gegeben. Dieses Er-
gebnis wird durch die kristallographischen Daten gest�tzt,
denen zufolge beim Bindemechanismus der Glyoxale in zwei
reversiblen Schritten der unges�ttigte Heterocyclus entsteht
(Schema 1b). Unsere Strukturdaten zeigen desweiteren eine
3.0 � lange Wasserstoffbr�cke zwischen Tyr168O und dem
Oxazin-Stickstoffatom (Abbildung 1a). Dies deutet darauf
hin, dass das Stickstoffatom in der Schiff-Base protoniert
vorliegt, was die Hydratisierung des benachbarten Kohlen-
stoffatoms beg�nstigt und damit auch die zweite Teilreaktion
reversibel macht. Die Beobachtungen zur Struktur stimmen
mit unseren Kinetikmessungen �berein, die durch eine
kompetitive Substratbindung belegen, dass die Inhibition
nach vierst�ndiger Inkubation weiterhin reversibel ist (siehe
die Hintergrundinformationen, Abbildung S2). Die gezeigten
Ergebnisse erkl�ren daher nicht nur die hohe Spezifit�t der
peptidischen Glyoxale f�r das Proteasom im Vergleich zu den
aktiven Zentren anderer Proteasen, sondern auch die rever-
sible Wirkungsweise auf molekularer Ebene. Hierdurch be-
wirken die Glyoxale eine kurzzeitige Proteasominhibition,
sodass sie deutlich weniger toxisch sind als a’,b’-Epoxyketone,
da Apoptose nicht zwingend eingeleitet wird. Demgegen�ber
bewirkt eine irreversible Inhibition eine andauernde Protea-
sominhibierung, die erst durch die Neusynthese des Enzyms
aufgehoben wird.

Der Einfluss von Inhibitoren auf lebende Zellen und
Organismen h�ngt entscheidend von der Wirkung ihrer
funktionellen Gruppe in w�ssriger L�sung ab. Unter diesen
Bedingungen sind peptidische Glyoxale hydratisiert[17] und
tragen daher eine weniger reaktive Kopfgruppe als a’,b’-Ep-
oxyketone, b-Lactone, Borons�uren und Aldehyde, was
gleichbedeutend mit geringeren Nebenwirkungen ist. Des-
weiteren sollte das Risiko f�r Nebenwirkungen durch das
spezifische Binden von 1 ausschließlich an die proteasomale
b5-Untereinheit reduziert sein. Es konnte gezeigt werden,
dass zum einen eine 25-prozentige Inhibition dieser Unter-
einheit mit Chymotrypsin-�hnlicher Aktivit�t ausreicht, um
Apoptose in Tumorzellen auszul�sen, zum anderen jedoch
eine 80-prozentige Inhibition der Chymotrypsin-�hnlichen
Aktivit�t in normalen Zellen wie Blut-, Leber- und Milzzellen
sehr gut vertragen wird.[23]

In der Vergangenheit wurden Proteasominhibitoren nicht
nur zur Behandlung von Krebs durch die Induktion von
Apoptose in sich schnell teilenden Tumorzellen eingesetzt,
sondern auch als Immunsuppressiva (z. B. das Epoxomicin-
Analogon PR-957, das bevorzugt an die iß5-Immunprotea-
som-Untereinheit bindet).[24] Nach Interferon-g-Behandlung
wird in Antigen-pr�sentierenden Zellen diese Untereinheit
f�r die aktive b5-Untereinheit eingetauscht, wodurch das
Repertoire an proteasomalen Spaltprodukten ver�ndert und
eine Immunantwort eingeleitet wird.[25] Daher k�nnten durch
Modifikationen der Seitenketten von 1 neue reversible Inhi-
bitoren der immunproteasomalen Untereinheiten entwickelt
werden. Somit er�ffnet der von uns untersuchte a-Keto-Al-
dehyd-Inhibitor einen neuen Ansatz f�r die Entwicklung von
Antikrebsmedikamenten und Entz�ndungshemmern.
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