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Proteasominhibitoren

P roteolytischer Abbau ist ein essenzieller zelluldrer Vorgang, der
hauptsdchlich durch das 20S-Proteasomkernpartikel (CP), eine Pro-
tease von 720 kDa und 28 einzelnen Untereinheiten, bewerkstelligt
wird. Wegen seiner zentralen Funktion ist das Proteasom ein vielver-
sprechendes Angriffsziel fiir Wirkstoffe, das nach intensiven Unter-
suchungen im letzten Jahrzehnt mit der Zulassung von Bortezomib
durch die US Food and Drug Administration (FDA) auch validiert
worden ist. Gegenwiirtig werden mehrere verbesserte Proteasominhi-
bitoren der zweiten Generation in klinischen Studien als Krebswirk-
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stoffe untersucht, und die meisten von ihnen hemmen sowohl das

konstitutive Proteasom (cCP) als auch das Immunoproteasom (iCP).

Allerdings scheint die selektive Inhibition des iCP, einer speziellen
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Proteasomklasse, die vorrangig in Immunzellen exprimiert wird, eine
erfolgversprechende therapeutische Mafinahme fiir die Behandlung

von Autoimmunerkrankungen zu sein. Auch wenn bereits wenige
selektive Substanzen identifiziert worden sind, unterstiitzt die kiirzlich
bestimmte Kristallstruktur des iCP die Entwicklung und Optimierung

iCP-selektiver Verbindungen.

1. Einleitung

Als Herzstiick des nichtlysosomalen Proteinabbauweges
hydrolysiert das 20S-Proteasomkernpartikel (CP) Proteine zu
Peptiden mit einer Linge von 2 bis 23 Aminosiuren.['! Daher
sind viele verschiedene zelluldre Prozesse, darunter Zellzy-
klusverlauf, Signaliibertragung und Antigenprozessierung,
auf die Aktivitdt des Proteasoms angewiesen. In Wirbeltieren
generieren drei Proteasomklassen Antigene: Das Thymus-
proteasom (tCP) findet man ausschlieBlich in kortikalen
epithelialen Thymuszellen, das Immunoproteasom (iCP) da-
gegen hauptsdchlich in Mono- und Lymphozyten und das
konstitutive Proteasom (cCP) in allen anderen Geweben
(Abbildung 1a).”! Allerdings konnen wihrend einer Ent-
ziindungsreaktion Zytokine wie Interferon-y und Tumorne-
krosefaktor(TNF)-o. die Bildung von iCPs auch in Zellen
nichthiamatopoetischen Ursprungs auslosen.’! Im Unter-
schied zu cCPs steigern iCPs die Produktion von Oligopep-
tiden mit hydrophoben C-Termini. Diese binden nach N-ter-
minalem Kiirzen auf eine Linge von 8 bis 10 Aminosduren an
Haupthistokompatibilitdtskomplex-Rezeptoren der Klasse I
(MHC-I) und werden zytotoxischen T-Zellen présentiert, um
Immunantworten auszulosen.! Daher bestimmt das Protea-
som die C-terminalen Ankerreste von MHC-I-Liganden und
ihre Affinitdt, wihrend andere Proteasen im Zytosol oder im
endoplasmatischen Retikulum die N-terminalen Enden sowie
die Gesamtlinge der Peptide festlegen.[*! Zwar kénnen von
cCPs generierte MHC-I-Antigene zytotoxische T-Zellant-
worten hervorrufen, jedoch zeigen Studien an Méusen, denen
einzelne oder alle iCP-Aktivitdten fehlen, eine stark ver-
minderte oder verdnderte Présentation von MHC-I-Epito-
pen; dies verdeutlicht die herausragende Bedeutung der iCPs
fiir die Antigenproduktion.”! Zudem wurde gezeigt, dass iCPs
wichtig fiir die Differenzierung von T-Zellen sowie fiir die
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Synthese von proinflammatorischen
Zytokinen sind und dass ihnen eine
Schutzfunktion bei oxidativem Stress
zukommt.

cCPs, iCPs und tCPs iiben ver-
schiedene biologische Funktionen aus,
da ihre jeweils einzigartige Kombina-
tion von katalytisch aktiven -Unter-
einheiten unterschiedliche, aber sich {iiberlappende Spalt-
muster generiert (Abbildung 1a): Die Untereinheiten flc,
2c und B5c bilden die aktiven Zentren der cCPs, 311, f2i und
B5i die der iCPs sowie Pli, f2i und B5t die der tCPs. Die
Schnittpridferenzen dieser katalytisch aktiven Untereinheiten
werden von den chemischen Eigenschaften ihrer Substrat-
spezifitdts(S)-Taschen bestimmt, welche die mittlere Ver-
weilzeit von Liganden im Substratbindekanal durch die Bin-
dung der Ligand-P-Seitenketten beeinflussen (Abbil-
dung 1b). In Ubereinstimmung mit Inhibitorbindestudien am
20S-Proteasom aus der Hefe (yCP), die die Bedeutung der
P1-Seitenkette von Liganden belegen,”) wurden die drei
Substratspezifitdten des Proteasoms je nach den bevorzugten
P1-Seitenketten benannt. Auch wenn die p2-Aktivititen als
Trypsin(T)-dhnlich bezeichnet werden, erméglichen ihre eher
gerdumigen Spezifititstaschen eine breite Substratspezifitit.
Die cCP-Untereinheit Plc spaltet Peptidbindungen nach
sauren Seitenketten, was einer Caspase(C)-dhnlichen Akti-
vitdt entspricht. Im Unterschied dazu fiihrt die hydrophobe
Auskleidung des Bli-Substratbindekanals zu einer Aktivitit,
die hydrophobe und verzweigte Aminosiduren bevorzugt
(branched chain amino acid-preferring (BrAAP) activity).®
Ebenso sind die aktiven Zentren der beiden Untereinheiten
B5c und B5i von unpolaren chemischen Gruppen umgeben,
weshalb beide Chymotrypsin(ChT)-ghnliche Aktivitdten
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aufweisen. Allerdings zeigten die Kristallstrukturen des cCP
und iCP aus der Maus, dass die S1-Spezifitétstasche der 5c-
Untereinheit signifikant kleiner ist als diejenige der $5i-Un-
tereinheit; deshalb spaltet 5c¢ vorrangig C-terminal von
kleinen neutralen Aminosduren, was eher einer Elastase-
dhnlichen Aktivitit oder einer ,small neutral amino acid
preferring activity (SnA AP)“ als einer Chymotrypsinaktivitét
entspricht.”*! Anders als pSc vermittelt die BSi-Untereinheit
eine ChT-dhnliche Aktivitét, indem sie bevorzugt C-terminal
von groBen hydrophoben Aminosiuren spaltet.! Zusam-
menfassend produzieren die Untereinheiten $1i, f5c und 351
hoch affine Epitope fiir MHC-I-Rezeptoren, wéhrend die
p5t-Untereinheit der tCPs vermutlich MHC-I-Liganden mit
geringer Affinitdt generiert, da die S1-Spezifitidtstasche mit
Thr45 einen hydrophilen Charakter aufweist.”>!”! Diese un-
terschiedlichen Schnittpriaferenzen der P5-Untereinheiten
ergeben sich hauptsichlich aus Verdanderungen innerhalb des
Substratbindekanals und nicht am Proteolysezentrum, da
allen aktiven (3-Untereinheiten der katalytische Mechanismus
von N-terminalen nukleophilen (Ntn-)Threonin-Hydrolasen
gemeinsam ist."11]

Wihrend der letzten 15 Jahre wurde das CP intensiv als
Angriffspunkt fiir Wirkstoffe untersucht, und auf Grundlage
der empirisch gefundenen Substratspezifititen sowie der
Kristallstrukturen des 20S-Proteasoms aus Thermoplasma
acidophilum,'"® Saccharomyces cerevisiae™ und Bos taurus!'
wurden zahlreiche Hemmstoffe entwickelt. Die meisten
Substanzen, sowohl natiirliche als auch synthetische, sind
krebs- und entziindungshemmend und werden héufig in der
Literatur abgehandelt."” Allerdings riicken neue Studien
tiber den therapeutischen Nutzen selektiver Inhibitoren des
iCP bei Autoimmunerkrankungen das iCP in den Mittelpunkt
der Wirkstoff-Entwicklung.**!* Dieser Aufsatz behandelt die
gegenwirtigen Fortschritte auf dem Gebiet der Proteasom-
inhibitoren, mit besonderem Augenmerk auf selektive Sub-
stanzen fiir das cCP und das iCP sowie ihr therapeutisches
Potenzial.

2. 20S-Proteasome als Angriffspunkte fiir Wirkstoffe

Das 20S-Proteasom ist von herausragender Bedeutung fiir
die intrazelluldre Proteinhomoostase. Hemmung des Protea-
soms fiihrt daher zur Anhdufung von fehlgefalteten Proteinen
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sowie von reaktiven Sauerstoffspezies, was Stress im endo-
plasmatischen Retikulum und als Antwort die ,,unfolded
protein response® auslost.™® Ferner verhindern Proteasom-
hemmstoffe den Abbau von Tumorsuppressoren wie dem
Cyclinkinaseinhibitor p27*'!°l und unterdriicken entziin-
dungsfordernde Signale, die iiber den Nukledren Faktor-«B
vermittelt werden, sowie die Expression antiapoptotischer
Zielgene. Letztlich hédufen sich proapoptotische Faktoren an
und verursachen Zellzyklusarrest und Apoptose.** Zahlrei-
che Studien belegen das therapeutische Fenster der Prote-
asominhibition fiir Krebsbehandlungen. Sich schnell teilende
bosartige Zellen reagieren deutlich empfindlicher auf Hem-
mung des Proteasoms, da ihr beschleunigter Zellzyklus er-
hohte Abbauraten an Zyklinen erfordert. Zudem ist die
Aktivitidt des Proteasoms fiir Krebszellen essenziell, da ihre
chromosomale Instabilitit und unausgewogene Proteinsy-
these zur Anhdufung von fehlgefalteten Proteinen fiihrt, die
entsorgt werden miissen. Daher verursacht Inhibition des
Proteasoms vorranging in sich teilenden Zellen den Zelltod,
wohingegen gesunde, ruhende Zellen diese Belastung eher
ertragen.!*>2

Wihrend erhohte Proteasomkonzentrationen generell ein
Merkmal von Tumorzellen sind, wurden ungewchnliche iCP-
Level mit der Entwicklung und dem Fortschreiten von neu-
rodegenerativen Krankheiten, Autoimmunerkrankungen und
bestimmten Krebsarten in Verbindung gebracht.?!! Dennoch
muss noch nidher untersucht werden, ob erhohte iCP-Kon-
zentrationen wirklich ursédchlich fiir den Verlauf einer
Krankheit oder nur eine Folge erhohter Zytokinproduktion
oder zelluldren Stresses sind. Bisher wurden Morbus Alz-
heimer, Chorea Huntington®*?? und Makuladegeneration®
mit erhohten Konzentrationen an proinflammatorischen
Markern sowie iCPs assoziiert. Aulerdem sind die $1i-Kon-
zentrationen bei rheumatoider Arthritis,* Einschlusskor-
permyositis, myofibrillirer Myopathie, amyotropher Late-
ralsklerose,?'“?! Morbus Crohn®¢ und Dextransulfat-indu-
zierter Kolitis®®! erhoht. Des Weiteren wurden auffillige iCP-
Konzentrationen in Krebsarten wie dem multiplen
Myelom, dem felinen Fibrosarkom®! ebenso wie in Dick-
darm-,* Lungen-P! und Prostatakrebszelllinien®® nachge-
wiesen. Uberexpression des iCP korreliert positiv mit chro-
nisch-entziindlicher Tumorentstehung, Gefdflentziindungen
und Zytokinproduktion.'*?*3% Daher ist Hemmung des iCP
eine aussichtsreiche neue Therapiemdoglichkeit fiir die oben
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turaufklirung des Immuno- und des konsti-
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som-spezifischen Inhibitor ONX 0914.
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Abbildung 1. Evolutionire Entwicklung der 20S-Proteasome (CPs). a) CPs und ihre
Abkémmlinge existieren in allen drei Reichen des Lebens. Bakterien besitzen mit
Ausnahme der Aktinomyzeten keine 20S-Proteasome, haben aber CP-ihnliche Kom-
plexe wie HslV, die aus zwei sechsgliedrigen Ringen einer einzigen aktiven (3-Unter-
einheit bestehen.['! In der Regel besitzen Archaeen CPs, die aus zwei verschiede-
nen Monomeren aufgebaut sind, den inaktiven a-Untereinheiten (grau) und den
proteolytisch aktiven B-Untereinheiten (blau), die vermutlich durch divergente Evo-
lution aus einem gemeinsamen, unbekannten Vorliuferprotein hervorgingen. Wih-
rend Thermoplasma acidophilum jeweils nur eine Art von a- und f-Untereinheit in
das CP einbaut,? nutzen andere Organismen verschiedene a- und B-Untereinhei-
ten. Eukaryoten, wie Saccharomyces cerevisiae, besitzen sieben verschiedene o- und
sieben verschiedene B-Untereinheiten. Interessanterweise sind nur drei der 3-Unter-
einheiten proteolytisch aktiv: B1 (griin), 32 (rot) und 5 (blau)." Der Ubersicht-
lichkeit halber sind die katalytisch inaktiven 3-Untereinheiten wie die a-Untereinhei-
ten grau gefirbt. Im jiingsten Abschnitt der Evolution traten die Vertebraten auf,
und mit ihrem adaptiven Immunsystem entwickelten sich drei Arten von 20S-Pro-
teasomen: cCPs, iCPs und tCPs. Ihre katalytisch aktiven -Untereinheiten sorgen
fur unterschiedliche Spaltpraferenzen von Substraten.” 'l Besonders die B5-Unter-
einheiten, die durch divergente Evolution entstanden, scheinen perfekt an die An-
forderungen von Immunantworten und von méglichen anderen biologischen
Pfaden angepasst zu sein. b) Substratbindekanal des Proteasoms. Die gestrichenen
Taschen (S') und die Liganden-P’-Seitenketten sind griin hervorgehoben, die unge-
strichenen Spezifititstaschen (S) und die entsprechenden Substratreste (P) sind
dunkelgriin dargestellt. Das aktive Zentrum mit Thr1 und die zu spaltende Peptid-
bindung sind rot eingezeichnet.
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3. Proteasominhibitoren — eine
mechanistische Beschreibung

Die Substratbindekanile mit ihren nichtgestri-
chenen und gestrichenen Spezifitdtstaschen, die N-
und C-terminal von der zu spaltenden Peptidbin-
dung liegen, klassifizieren das Proteasom als eine
Endoprotease (Abbildung 1b). Der Angriff des
nukleophilen Thr1O" des Proteasoms auf das Car-
bonylkohlenstoffatom von Peptidbindungen resul-
tiert in einem Acyl-Enzym-Intermediat und einem
Peptidfragment mit einem neu gebildeten N-Ter-
minus. Die sich anschlieBende Hydrolyse des Acyl-
Enzyms durch das nukleophile Wassermolekiil re-
generiert das aktive Zentrum und vervollstandigt
die Reaktion, indem der C-Terminus des N-termi-
nalen Spaltproduktes freigelegt wird.!'*!

Die meisten der gegenwirtig untersuchten
Wirkstoffkandidaten sind peptiddhnliche Substan-
zen, die die Bindungsweise von natiirlichen Sub-
straten liber ein antiparalleles B-Faltblatt im Sub-
stratbindekanal der aktiven Proteasomuntereinheit
nachahmen.™ Da ein Inhibitor an alle Protea-
somuntereinheiten identisch bindet, unabhéngig
vom Proteasomtyp, beruht die Selektivitdt von
peptiddhnlichen Verbindungen fiir die Unterein-
heiten hauptsichlich auf ihren Seitenketten.! Um
allerdings nicht nur Spezifitédt, sondern auch Affi-
nitdt zu erreichen, trdgt die Mehrheit der Inhibi-
toren eine reaktive Kopfgruppe, die entweder ir-
reversibel oder reversibel das Thrl der aktiven
proteasomalen 3-Untereinheiten durch die Bildung
einer kovalenten Bindung modifiziert. Anhand des
Typs der funktionellen Gruppe konnen kovalent
reagierende Substanzen in sieben Klassen einge-
teilt werden, die im folgenden Abschnitt kurz be-
schrieben werden: Aldehyde, Vinylsulfone, Vinyl-
amide (Syrbactine), Boronsduren, o',f’-Epoxyke-
tone, a-Ketoaldehyde (Glyoxale) und (-Lactone
(Schema 1).

a) Aldehyde waren die ersten Inhibitoren, die
fiir das Proteasom entwickelt wurden.P" Sie rea-
gieren iber ihr elektrophiles Carbonylkohlen-
stoffatom mit dem N-terminalen Thr1O" der pro-
teolytisch aktiven B-Untereinheiten, indem sie ein
reversibles  tetraedrisches Halbacetal bilden
(Schema 1a). Mit diesem Reaktionsmechanismus
inhibieren Aldehyde auch Serin- und Cysteinpro-
teasen.”! Da sie durch Oxidation leicht inaktiviert
werden konnen, haben Aldehyde nur ein einge-
schrinktes therapeutisches Potenzial.l*

aufgelisteten Krankheiten;* ! allerdings wurden bisher nur
einige wenige selektive Inhibitoren fiir das iCP identifiziert.
Das jetzt verfiigbare Wissen um die Strukturunterschiede
zwischen dem cCP und dem iCP in An- und Abwesenheit des
spezifischen Inhibitors ONX 0914 (Onyx Pharmaceuticals;
4.3.3.) bietet die Grundlage fiir Modellierungs- und Ligan-
denbindungsstudien sowie strukturbasiertes Wirkstoffdesign.
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b) Peptide mit einer Vinylsulfonkopfgruppe reagieren
iiber eine Michael-1,4-Addition und bilden so eine irreversi-
ble Etherbindung mit dem proteasomalen Thr1O¥ (Sche-
ma 1b).1543) Allerdings modifizieren Vinylsulfone wegen
ihres unspezifischen Reaktionsmechanismus auch die funk-
tionelle Thiolgruppe von Cysteinproteasen.!'™!

c) Die Michael-1,4-Addition ist auch von Naturstoffen
bekannt: Die aus einem zwolfgliedrigen Makrolactamring-
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Schema 1. Kopfgruppen von Proteasominhibitoren und ihr Reaktionsmechanismus. Chemische Strukturen
pharmakologischer Grundgeriiste, die kovalent mit dem nukleophilen Thr1OY aktiver Proteasomuntereinhei-
ten reagieren: a) Aldehyde, b) Vinylsulfone, c) Vinylamide (Syrbactine), d) Boronsiuren, e) o,3'-Epoxyketo-
ne, f) a-Ketoaldehyde und g) B-Lactone sind cyan dargestellt. Der variable Teil der Verbindungen wird als R'
bezeichnet. Das Thrl im aktiven Zentrum des Proteasoms ist schwarz gefarbt. R? reprisentiert die aktive -
Untereinheit. Sauerstoffatome, die zur Katalyse beitragen, sind rot gekennzeichnet und die Amingruppe des
Thrl blau. Bindungen, die wihrend des Reaktionsmechanismus gebildet werden, sind griin hervorgehoben.
P1 und P2 ebenso wie R® und R* bezeichnen Seitenketten von B-Lactoninhibitoren bzw. Syrbactinen. Pfeile
von reversiblen Reaktionen sind dunkelgriin dargestellt.
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system bestehenden Syrbacti-
ne reagieren mit ihrer funk-
tionellen  Vinylamidgruppe
mit dem Thr1O" auf dhnliche
Weise  wie  Vinylsulfone
(Schema 1c¢).*¥

d) Wegen der Zulassung
von Bortezomib durch die US
Food and Drug Administrati-
on (FDA) sind Boronsduren
die bekannteste Substanz-
klasse. Sie bilden einen rever-
siblen tetraedrischen Uber-
gangszustand mit dem nu-
kleophilen Thr1O". Dieser
wird durch Wasserstoffbrii-
cken zwischen den Hydroxy-
gruppen der Boronsédure und
dem Oxyanionloch Gly47NH
sowie ThrIN stabilisiert.*”]
Diese Wechselwirkungen und
das Lewis-Sdure-Base-Kon-
zept erkldren die erhohte Af-
finitdt von Bortezomib fiir
Ntn-Hydrolasen  verglichen
mit anderen Proteasen (Sche-
ma 1d; Tabelle 1; Ab-
schnitt 4.1).13%3¢

e),f) o’ p’-Epoxyketone
und o-Ketoaldehyde reagie-
ren beide in einem zweistufi-
gen Mechanismus mit dem
nukleophilen Thrl (Sche-
ma 1e,f):*" Auf die reversible
Halbketalbildung des Thr1O"
mit der Ketongruppe folgt ein
nukleophiler  Angriff des
ThriN auf das Epoxid von
o/,p'-Epoxyketonen oder, im
Fall von a-Ketoaldehyden, auf
die Aldehydfunktion. Wih-
rend o',p’-Epoxyketone irre-
versibel mit dem Thrl cycli-
sieren und so ein Morpholin-
ringsystem unter Bildung
eines sekundidren Amins ent-
steht, reagieren o-Ketoalde-
hyde mit dem Thrl zu einem
ringformigen Carbinolamin-
Intermediat, das sich in einer
Kondensationsreaktion in ein
5,6-Dihydro-2H-1,4-oxazin
mit einer Schiff-Basenbindung
umwandelt.F+*3]  ¢_Ketoal-
dehyde und o',pf’-Epoxyketo-
ne reprisentieren wegen ihres
einzigartigen bivalenten Bin-
dungsmechanismus unter Be-
teiligung von ThrlO" und
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die Affinititen von Verbindungen fiir die verschiedenen
Proteasomuntereinheiten. |Cso-Werte sind in nm angegeben; n.v. entspricht unver-

sffentlichten 1C,-Werten.

Angewandte

einzelner 1CP-Untereinheiten auf verschiedene
Krebserkrankungen besser beurteilen zu konnen. In

der Zwischenzeit sind jedoch spezifische iCP-Inhi-

Blc B1i B2c B2i 5¢c B5i Lit.  bitoren potente Kandidaten fiir die Behandlung von
Bortezomib 74 . 4200 . 7 4 [64] Autoimmunerkrankungen (Abschnitt 4.3.3).
MLN9708 31 n.v. 3500 n.v. 3.4 n.v. [58]
CEP-18770 <100 n.v. >100 n.v. 3.8 n.v. [57]
Carfilzomib 2400 n.v. 3600 n.v. 6 33 [64 4. Vor- und Nachteile bekannter Inhibitoren
ONX 0912 n.v. n.v. n.v. n.v. 36 82 [63a]
Marizomib 330 n.v. 26 n.v. 2.5 nv.  [40a] 4.1. Bortezomib
ONX 0914  ca. 7000 ca.500 ca.3000 ca. 1000 236 28 [6a]
PR-924 >30000 8200 >30000 >30000 2900 22 [42b] L. . . X .
1PS1-001 2390008 14509 ny. v, 1050009 10309  [44a] Die intensiven wissenschaftlichen Arbeiten des
PR-893 2800 221 8900 3100 17 357 [42b] letzten Jahrzehnts gipfelten in der FDA-Zulassung
PR-825 n.v. n.v. n.v. n.v. 9 238 [6a] des Dipeptidboronsdure-Inhibitors Bortezomib

[a] Fur IPSI-001 sind nur K-Werte publiziert.

ThrIN des proteasomalen aktiven Zentrums die stidrksten

Proteasom-spezifischen funktionellen Kopfgruppen, die
heute bekannt sind.
g) p-Lactone sind ein weiteres vielversprechendes

Grundgeriist, das aktuell im Mittelpunkt der Wirkstoff-Ent-
wicklung steht.’”) Der Angriff von ThrlO¥ auf das Carbo-
nylkohlenstoffatom der Esterfunktion 6ffnet den B-Lacton-
ring und generiert eine Hydroxygruppe sowie einen Acyl-
Enzym-Ester. Obwohl wihrend dieser Reaktion das nukleo-
phile Wassermolekiil von seiner normalen Position im aktiven
Zentrum verdriangt wird, kann das katalytisch aktive Th10O"
durch langsame Hydrolyse des Acyl-Enzym-Komplexes
wieder regeneriert werden.[*! Interessanterweise folgt nur im
Falle von Marizomib, dem wirksamsten (-Lacton-basierten
Inhibitor, auf die Acyl-Enzym-Komplexbildung ein zweiter
Reaktionsschritt: Die neu gebildete Hydroxygruppe 16st die
Cyclisierung der P2-Chlorethylseitenkette von Marizomib
aus, sodass in einer irreversiblen Reaktion Chlorid freigesetzt
wird und ein Tetrahydrofuranring entsteht (Schema 1 g).[*%<l
Aufgrund dieser Etherbildung wird die Riickreaktion der
kovalenten Modifikation des Thr1OY mit Marizomib durch
die Addition von Wasser verhindert.['»4]

FEinige der oben aufgelisteten reaktiven Kopfgruppen sind
mit einer erhohten inhibitorischen Aktivitdt und Zelltoxizi-
tdt, aber einer verringerten Untereinheitenselektivitdt ver-
bunden. So konnten Screen et al. 2010 zeigen, dass der Aus-
tausch des o',f’-Epoxyketon-Grundgertistes durch die weni-
ger reaktive Vinylsulfonkopfgruppe die (5-Spezifitit von
Liganden erhoht und somit deren Zelltoxizitit verringert. !
Bisher inhibieren die meisten Proteasomhemmstoffe beide
B5-Untereinheiten des cCP und des iCP, und es scheint, dass
dies notig ist, um effizient Apoptose in Tumorzellen auszu-
16sen.”?! B2- und Pl-selektive Verbindungen verursachen al-
leine keine zytotoxischen Effekte, machen aber maligne
Zellen fiir B5 inhibierende Wirkstoffe wie Bortezmib oder
Carfilzomib empfindlicher.****! Da jedoch fiir Inhibitoren
einzelner iCP-Untereinheiten antineoplastische Effekte in
transformierten Zellen berichtet wurden (Abschnitte 4.3.2
und 4.3.3),"**1 sind weitere experimentelle Daten notwen-
dig, um den therapeutischen Nutzen der selektiven Inhibition
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(Velcade, PS-341; Millenium Pharmaceuticals; Ab-
bildung 2a: Substanz 1) fiir die Behandlung des
multiplen Myeloms sowie des rezidivierenden und
refraktiren Mantelzelllymphoms.*! Daneben wird
Bortezomib aktuell in klinischen Studien fiir solide
Tumoren, einschlieBlich dem nicht-kleinzelligen Bronchial-
karzinom,*? untersucht und zeigt therapeutische Wirksam-
keit bei Nierentransplantationen.’l Bortezomib inhibiert die
B5c- und p5i-Untereinheiten mit ICs,-Werten (ICs5, = mittlere
inhibitorische Konzentration) von 7 und 4 num gleich stark und
mit geringerer Affinitidt die C-dhnliche Aktivitit des Protea-
soms (ICs, =74 nm).['* Die Unspezifitit beziiglich der f5c-
und P5i-Untereinheit kann durch die giinstigen Wechselwir-
kungen des N-terminalen Pyrazinrings von Bortezomib mit
der S3-Tasche beider Untereinheiten erklirt werden.!”

Trotz ihres Markterfolges hat die Therapie mit Borte-
zomib mehrere Nachteile, wie die intravendse Applikations-
form und nennenswerte Nebenwirkungen wie Thrombozy-
topenie und Neutropenie sowie gastrointestinale Beschwer-
den.[*) Mehr als 30% der mit Bortezomib behandelten Pati-
enten leiden auch unter schweren, aber reversiblen neuro-
degenerativen Symptomen,®? wie Neurotoxizitit, Zittern
und einer verringerten Nervenleitgeschwindigkeit.”>!l Erst
kiirzlich wiesen wissenschaftliche Studien nach, dass Borte-
zomib Nerven schédigt, indem es erhebliche Off-Target-Ak-
tivitdt ausiibt. In diesem Zusammenhang berichteten Arastu-
Kapur et al. 2011, dass Bortezomib nicht nur das Proteasom
inhibiert, sondern in gleichem Maf3e auch Serinproteasen wie
Cathepsin G, Cathepsin A, Chymase, Dipeptidylpeptidase II
und HtrA2/omi, die das Uberleben von Neuronen garan-
tiert.0]

Erheblich Bedenken bereiten zudem der groffe Anteil an
neu diagnostizierten Patienten, die nicht auf Bortezomib
ansprechen, sowie die hohe Wahrscheinlichkeit, nach einer
Therapie mit Bortezomib riickfillig zu werden.®'** Wihrend
primdre Resistenz gegen Bortezomib durch eine erhohte
Konzentration des Hitzeschockproteins Hsp27 ausgelost
wird,” ist die Ursache fiir das wihrend der Therapie er-
worbene Nichtansprechen aktuell umstritten. Durch Be-
handlung von Zellkulturen mit schrittweise steigenden Bor-
tezomibkonzentrationen und die anschlieBende Analyse ihrer
DNA konnte eine ganze Reihe von adaptiven Mutationen
wie Met45Val, Met451le, Ala49Thr, Ala49Val, Cys52Phe und
Cys63Phe im [35c-Substratbindekanal identifiziert wer-
den.[**> Modellierungsstudien lassen darauf schlieBen, dass
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Abbildung 2. Inhibitoren und ihr bevorzugtes Zielproteasom. Die chemischen Strukturen von Hemmstoffen sind von 1 bis 13 nummeriert; die
Buchstaben in Klammern beziehen sich auf die jeweiligen Reaktionsmechanismen, die in Schema 1 dargestellt sind. Die Spezifititstaschen des
Substratbindekanals des Proteasoms, die von den Ligandenseitenketten besetzt werden, sind grau gefirbt und werden gemifl der Standardno-
menklatur mit S1-S4 bezeichnet. a) Substanzen, die das cCP und iCP gleichermaRen inhibieren. b) Spezifische Proteasominhibitoren fiir cCPs.
c) iCP-selektive Verbindungen fiir die Untereinheiten $1i und 35i. Die entsprechenden Selektivititen fiir die einzelnen Untereinheiten kénnen von

den ICs-Werten aus Tabelle 1 abgeleitet werden.

die Affinitdt von Bortezomib fiir diese mutierten Unterein-
heiten beeintrichtigt ist, was zu einer verringerten Inhibition
und therapeutischen Wirksamkeit fiihrt.**! Die beschriebe-
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nen Mutationen in der Untereinheit f5¢ wurden auch mit
einer verringerten katalytischen Aktivitdt in Verbindung ge-
bracht, die moglicherweise durch erhohte Expressionsraten

Angew. Chem. 2012, 124, 8838 — 8850


http://www.angewandte.de

Proteasominhibitoren

der Untereinheit f5 kompensiert wird.”*! Interessanterweise
finden sich diese mutierten BS5c-Untereinheiten in vitro in
malignen Zellen aus verschiedenen Geweben. Da aber bisher
keine der Mutationen in Proben von Bortezomib-resistenten
Patienten nachgewiesen werden konnte, ist ihre klinische
Relevanz noch unklar. Daneben scheinen die Mutationen in
der BSc-Untereinheit Kreuzresistenzen gegen andere Inhibi-
torklassen wie die Peptidaldehyde und Epoxyketone zu ver-
ursachen.>>) Umstritten bleibt jedoch, ob die erworbene
Resistenz gegen Bortezomib auch durch Multiwirkstoffresis-
tenz(MDR)-Transporter wie das P-Glycoprotein oder das
MDR-verwandte Protein 1 vermittelt wird.**** Da die Ten-
denz von Bortezomib, auch gesunde Zellen anzugreifen, und
die daraus resultierenden Toxizitdten hédufig eine Herabset-
zung der Dosis oder einen Therapieabbruch erfordern, ist die
Entwicklung einer zweiten Generation von Proteasominhi-
bitoren nétig.

4.2. Proteasominhibitoren der zweiten Generation
4.2.1. Eine neue Generation von Boronsdureinhibitoren

Gegenwirtig werden zwei neue Peptidboronsduren un-
tersucht, ndmlich Delanzomib (CEP-18770; Cephalon; Ab-
bildung 2a: Substanz2)®”’ und MLN9708 (Millennium
Pharmaceuticals), eine Vorstufe, die nach der Verabreichung
zum bioaktiven Wirkstoff MLLN2238 (Abbildung 2a: Sub-
stanz 3) hydrolysiert wird.”® Beide Kandidaten zeichnen sich
durch verbesserte pharmakokinetische und -dynamische FEi-
genschaften aus, ebenso wie durch eine hohere Antitumor-
aktivitiat als Bortezomib, und werden gegenwiértig fiir die
Behandlung von hdmatologischen und soliden Tumoren un-
tersucht.’ Die orale Verabreichbarkeit von CEP-18770 und
MLN9708 ist ein Vorteil gegeniiber Bortezomib.F"*! Inter-
essanterweise hat MLN2238 eine hohere Dissoziationsge-
schwindigkeit als Bortezomib und wird daher stirker im
Korper verteilt als dieses. Allerdings bleibt aufzuklidren, ob
die Boronsduren der zweiten Generation weniger Nebenef-
fekte verursachen und ob sie auch bei Bortezomibresistenzen
wirksam sind. Da die Behandlung mit Proteasominhibitoren
auch die DNA-Reparatur verhindert, konnte Polytherapie
mit DNA schéddigenden Substanzen eine wirksame Alterna-
tive fiir die Behandlung von Bortezomibresistenzen sein.

4.2.2. Catfilzomib und ONX0912

Urspriinglich wurden Boronséuren fiir hoch spezifische
Substanzen gehalten, aber bei einer Langzeitbehandlung mit
Bortezomib zeigten sich mehrere Nebenwirkungen (Ab-
schnitt 4.1), die Grundlagenforscher und pharmazeutische
Industrie dazu ermutigten, neue, gleich wirksame Protea-
sominhibitoren mit verringerter Off-Target-Aktivitdt zu ent-
wickeln. Einer der heutzutage aussichtsreichsten Kandidaten
ist Carfilzomib (PR-171; Onyx Pharmaceuticals; Abbil-
dung 2a: Substanz 6), ein vom Naturstoff Epoxomicin (Ab-
bildung 2a: Substanz 5) abgeleitetes Tetrapeptid,*” das die
BSc- und BSi-Untereinheiten des Proteasoms mit viel hoherer
Selektivitiit inhibiert als Bortezomib (Tabelle 1).*"! Im Ein-
klang mit den Kristallstrukturen des cCP und des iCP be-
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vorzugt Carfilzomib die Untereinheit f5c gegeniiber $5i, da
seine Leucinseitenkette in der P1-Position vorzugsweise in
die S1-Tasche der Untereinheit BSc bindet.! Allerdings
konnen vom P1-Rest alleine keine ICs-Werte abgeleitet
werden, da auch die P2-, P3- und P4-Seitenketten maf3geblich
zur Affinitdt eines Peptidliganden beitragen.

Wegen seiner Fahigkeit, in einer Vielzahl von Tumor-
zelllinien den Zelltod auszulosen, wird Carfilzomib gegen-
wirtig in klinischen Studien fiir die Behandlung des multiplen
Myeloms (Phase III) und solider Tumoren (Phase I) unter-
sucht. Ebenso wie fiir Bortezomib sind Neutropenie und
Thrombozytopenie die dosislimitierenden Faktoren bei der
Therapie mit Carfilzomib, allerdings induziert Carfilzomib
keine periphere Neurotoxizitit.**!! Bedingt durch sein o'~
Epoxyketongrundgeriist ist Carfilzomib spezifischer fiir das
Proteasom und iibt weniger Off-Target-Effekte als Borte-
zomib aus.”™ Da die Modifikation des aktiven Zentrums des
Proteasoms durch Epoxomicinanaloga iiber einen einzigarti-
gen Bindemechanismus unter Bildung eines Morpholinring-
systems erfolgt (Schema 1¢),5 sind Carfilzomib und andere
Epoxyketone selektiv fiir Ntn-Hydrolasen. Daher ist peri-
phere Neuropathie, entgegen vorherigen Bedenken, nicht
generell mit Proteasominhibition assoziiert, sondern vielmehr
mit dem unspezifischen Reaktionsmechanismus von Borte-
zomib.P*! Widerspriichliche Ergebnisse gibt es zur Moglich-
keit von Epoxyketoninhibitoren wie Carfilzomib, ONX 0912
(siehe unten) und ONX 0914 (Abschnitt 4.3.3), Bortezomib-
resistenz zu iiberwinden.* %1 Zudem wird spekuliert, dass
Epoxyketone von Transportern mit Adenosin-5'-triphosphat
(ATP) bindender Kassette gezielt aus Zellen entfernt werden
konnen.’>% Bekannte Nachteile von Carfilzomib sind seine
geringe Bioverfiigbarkeit, die eine intravenodse Verabrei-
chung erfordert, sowie die eher kurze Halbwertszeit von
weniger als 30 Minuten.*%

Um diese Nachteile anzugehen, wurden Struktur-Affini-
tits-Studien unternommen, die in die Entwicklung des oral
verfiigbaren Tripeptidepoxyketon-Inhibitors ONX 0912 (PR-
047; Abbildung 2a: Substanz 7) miindeten.!® ONX 0912 wird
aktuell in klinischen Studien der Phase I als Einzeltherapie
fiir solide Tumoren und Blutkrebsarten untersucht, und erste
Befunde lassen darauf schlieen, dass ONX 0912 beziiglich
des Auslosens von Apoptose in Myelomazellen genauso
wirksam ist wie Carfilzomib.”® Gemaf den Kristallstruktu-
ren des cCP und des iCP sollte ONX 0912 mit seiner grofien
Phenylseitenkette als P1-Rest bevorzugt an die Untereinheit
B5i binden. Allerdings wurde berichtet, dass ONX 0912 die
Untereinheiten f5c und B5i mit ICy-Werten von 36 bzw.
82 nm inhibiert.** Da die S3-Tasche des p5i-Substratbinde-
kanals kleiner ist als die der f5c-Untereinheit, stellt sie eine
sterische Hiirde fiir die P3-Ser(OMe)-Gruppierung von
ONX 0912 dar.M Im Unterschied dazu passt die P3-Ser-
(OMe)-Seitenkette ausgezeichnet in die S3-Tasche der p5c-
Untereinheit. Dieses Beispiel verdeutlicht, dass die Selekti-
vitdt und Affinitét eines Inhibitors der Summe der giinstigen
und ungiinstigen Wechselwirkungen aller P-Reste mit den
proteasomalen Substratbindetaschen entsprechen.
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4.2.3. Marizomib

Ein weiterer vielversprechender Proteasominhibitor, der
aktuell in klinischen Studien untersucht wird, ist der von
Nereus Pharmaceuticals in die Entwicklung gebrachte Na-
turstoff Marizomib (NPI-0052; Salinosporamid A; Abbil-
dung2a: Substanz 4).5*%! Dieser Sekundirmetabolit aus
dem marinen Aktinomyzeten Salinispora tropica ist der
kleinste heute bekannte Proteasominhibitor. Marizomib fiithrt
dank seiner einzigartigen chemischen Struktur zu einer ldn-
geren Proteasominhibition (vor allem der Untereinheiten f2c
und B5c) als andere B-Lactone (Tabelle 1) und verursacht
daher mit hoherer Wahrscheinlichkeit den Zelltod. Gegen-
wirtig verhilt sich Marizomib vielversprechend in Borte-
zomib-resistenten Zelllinien und in Phase-I-Studien fiir die
Behandlung des multiplen Myeloms sowie zahlreicher
Leukimien und solider Tumoren.['**%%6% Zwar ist Marizomib
bei oraler und intravendser Verabreichung gut vertriglich,
allerdings zeigen die geringe Halbwertszeit des Naturstoffs
von weniger als fiinf Minuten und seine Fahigkeit, die Blut-
Hirn-Schranke zu iiberschreiten, Grenzen des therapeuti-
schen Einsatzes auf.[***:¢7

Bisher wurde Marizomib nicht auf Hemmung des iCP
untersucht, aber im Einklang mit den Kristallstrukturen des
cCP und iCP zeigen synthetische Omuralid- und Mari-
zomibderivate mit einer Phenylgruppe in P1 eine deutlich
geringere Affinitat fiir die ChT-dhnliche Aktivitdt des yCP
und des cCP als die Naturstoffe.*™ Daher konnten neue in-
teressante Befunde erhalten werden, wenn diese Derivate auf
ihre Affinitdt fiir das iCP getestet werden. Weil Peptidmi-
metika viele schlechte pharmakologische Eigenschaften auf-
weisen, ist Marizomib - der einzige nichtpeptidische
Hemmstoff in klinischer Entwicklung — dank seinen deutlich
andersartigen pharmakokinetischen und -dynamischen Fi-
genschaften eine aussichtsreiche Alternative.

4.3. Untereinheitenspezifische Inhibitoren
4.3.1. f2i-/f32c-selektive Verbindungen

Erst kiirzlich wurde iiber selektive Hemmung der T-dhn-
lichen Aktivitit des Proteasoms durch Epoxyketone berich-
tet."”! Diese Verbindungen haben zwar alleine keine Antitu-
moraktivitdt, machen multiple Myelomzellen jedoch emp-
findlicher fiir die Behandlung mit Bortezomib und Carfil-
zomib. Bemerkenswerterweise scheint die gleichzeitige Inhi-
bition der ChT- und der T-dhnlichen Aktivitdten zu stirkeren
zytotoxischen Effekten zu fiihren als simultane Hemmung der
ChT- und der C-ihnlichen Aktivititen.¥! Bisher sind keine
selektiven Inhibitoren der T-dhnlichen Aktivititen des cCP
und des iCP verfiigbar, da die hohe Strukturdhnlichkeit der
B2i- und P2c-Substratbindekanile die Entwicklung spezifi-
scher Substanzen fiir eine der T-dhnlichen aktiven Zentren
erschwert.”! AuBerdem ist die genaue biologische Funktion
der Untereinheiten 32c und (2i noch unklar, besonders die
Ursache fiir den Austausch von 2c gegen f82i in iCPs, der
einzigen katalytisch aktiven iCP-Untereinheit, die nicht in-
nerhalb der MHC-I-Clusterregion codiert ist.”” Ungeachtet
der bisher unklaren physiologischen Rolle der (32-Unterein-
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heiten sind p2i-Knockout-Miuse genauso vor Dextransulfat-
induzierter Kolitis geschiitzt wie P5i-Knockout-Miuse, [
was einen therapeutischen Nutzen fiir die Hemmung der
katalytischen Aktivitdt von [2i andeutet. Es miissen aller-
dings zukiinftige Studien zu 2-selektiven Verbindungen ab-
gewartet werden, um die physiologische Rolle der $2-Unter-
einheiten im Allgemeinen aufzukldren und das therapeuti-
sche Potenzial ihrer Inhibition detaillierter beurteilen zu
konnen.

4.3.2. B1i-/P1c-selektive Verbindungen

UK-101, dessen chemische Struktur von Dihydroepone-
mycin abgeleitet ist, war der erste Pli-spezifische Inhibitor
(Abbildung 2¢: Substanz 12).""! Da seine hydrophobe ali-
phatische C;-Kette in der P3-Position Bli-Selektivitit ver-
mittelt,® lost UK-101 in Pli iiberexprimierenden Prostata-
tumorzellen Apoptose aus.”'® Simulationen der Bindung von
UK-101 an das cCP und an ein modelliertes iCP zeigen, dass
die lineare Kohlenwasserstoffgruppe hervorragend in die 1i-
2i-Kontaktfliche, die die S3-Tasche des Pli-aktiven Zen-
trums bildet, passt.” Im Einklang mit der Struktur des iCP
bindet die pl1i-S1-Tasche die Leucinseitenkette.”! Weitere
Modellierungsstudien lassen darauf schliefen, dass die tert-
Butyldimethylsilyl-Gruppierung in Position P1" von UK-101
nicht mit den umliegenden Proteinresten wechselwirkt.”

Kiirzlich wurde {iiber einen zweiten Pli-spezifischen
Inhibitor, IPSI-001, berichtet. Diese Substanz, auch als Cal-
peptin bekannt, ist ein Peptidaldehydinhibitor, der die Bli-
Untereinheit des iCP mit 100-facher Selektivitit gegeniiber
Blc inhibiert (Abbildung 2c: Substanz 13; Tabelle 1).4! Im
Einklang mit Strukturdaten und fritheren Berichten, dass eine
C-terminale hydrophobe Aminosiure eine hohe Selektivitét
fiir die pli-Untereinheit des iCP verleiht, hat IPSI-001 eine
Carbobenzoxy-Leucyl-Norleucinal(Z-L-nL-CHO)-Struktur.
Dennoch inhibiert IPSI-001 auch die ChT-dhnliche Aktivitét
des iCP, sogar mit niedrigerem K;-Wert als fiir die BrAAP-
Aktivitit (Tabelle 1).] Es wurde gezeigt, dass IPSI-001 in
hamatologischen Krebserkrankungen, bei denen iCPs iiber-
exprimiert werden, Apoptose auslosen kann, ebenso wie in
Bortezomib-resistenten Zellen; zudem scheint IPSI-001 we-
niger toxisch fiir gesunde Zellen zu sein."*?! Parlati et al.
behaupteten 2009 allerdings, dass die beobachteten Anti-
krebseffekte von IPSI-001 nicht auf selektiver Hemmung der
Bli-Untereinheit beruhen, da die eingesetzten Konzentrati-
onen fiir IPSI-001 ebenfalls die f5¢c- und 5i-Untereinheiten
inhibieren.*?"! Bisher kann nicht ausgeschlossen werden, dass
die bekannte Kreuzreaktivitit von Aldehyden gegen Cys-
teinproteasen wie Calpain I und II zusétzlich zum zytotoxi-
schen Effekt von IPSI-001 beitrigt.”!! Was die geringe me-
tabolische Stabilitit von Aldehyden betrifft, konnte die
Fusion des Peptidriickgrates von IPSI-001 mit einer irrever-
sibel reagierenden funktionellen Kopfgruppe die Affinitét
von IPSI-001 fiir das Proteasom erhohen und ungewollte
Modifizierung anderer Enzyme verhindern; vermutlich wird
hierdurch aber ebenfalls die Untereinheitenselektivitdt von
IPSI-001 verringert.[!
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4.3.3. B5i-/P5c-selektive Verbindungen

ONX 0914 (PR-957; Abbildung2c: Substanz 10), der
erste entwickelte P5i-selektive Inhibitor, ist ein irreversibel
reagierendes o',f’-Epoxyketon. Indem diese Verbindung se-
lektiv das iCP mit hoher Affinitit hemmt (Tabelle 1), wird die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie Inter-
leukin(IL)-6, T11-23 und TNF herabgesetzt.[! Folglich ist die
Differenzierung von Ty1- und Ty17-Zellen, die mit Autoim-
munerkrankungen assoziiert sind, beeintrdchtigt, wogegen
die Entwicklung regulatorischer T-Zellen nicht betroffen
ist.">%! Dariiber hinaus verringert ONX 0914 die Expression
von MHC-I-Rezeptoren auf der Zelloberfliche auf 50 %
ebenso wie die Bildung von 85i-abhidngigen MHC-I-Peptiden
und moduliert somit zytotoxische T-Zellantworten.'! Bisher
wurde gezeigt, dass ONX 0914 das Fortschreiten von chro-
nischen Entziindungserkrankungen wie rheumatoider Ar-
thritis, experimenteller Kolitis und systemischem Lupus ery-
thematodes unterdriickt.®1%! Tm Unterschied zu unselektiven
Inhibitoren ist ONX 0914 bereits in Konzentrationen deutlich
unterhalb der maximal tolerierten Dosis therapeutisch wirk-
sam und ist effizienter als der losliche TNF-o-Antagonist
Etanercept, der bisher fiir die Behandlung von verschiedenen
Autoimmunerkrankungen eingesetzt wird.”! Dank seiner
hervorragenden therapeutischen Wirkung in Mausemodellen
wurde ONX 0914 schnell in priklinische Studien aufgenom-
men, deren Ergebnisse abzuwarten sind.

Die molekulare Ursache fiir die P5i-Selektivitit von
ONX 0914 wurde kiirzlich durch Strukturstudien aufge-
klirt.! Die Kristallstrukturen des cCP und des iCP zeigen,
dass wegen unterschiedlicher Orientierungen von Met45 die
BSi-Untereinheit eine groBere S1-Tasche besitzt als (5c.
Anders als im Fall der Untereinheit 851 erfordert eine kova-
lente Reaktion von ONX 0914 mit dem Thr1O" von B5c eine
Drehung der Seitenkette von Met45. Die Rotation von Met45
verursacht die Umorientierung von Ile35 und 16st zusétzliche
grofle Strukturverschiebungen im Proteinriickgrat zwischen
den Aminosiuren 34 und 76 um bis zu 1.7 A aus. In der Un-
tereinheit 5c zeigt Met45 in die S1-Tasche des Substratkanals
und erschwert damit das Binden des Phe-Restes von
ONX 0914 oder jeder anderen aromatischen Seitenkette an
das aktive Zentrum.”! Dies ist im Einklang mit Berichten
iiber synthetische B-Lactoninhibitoren mit einer groen und
rigiden Phenyleinheit in P1, die eine deutlich geringere Af-
finitét fiir die ChT-dhnliche Aktivitdt des yCP und des cCP als
die Naturstoffe zeigen.!® Ferner ist der ICs,-Wert von Bor-
tezomibvarianten, die eine m-CF;-Phe-Gruppe als P1-Rest
enthalten, fiir das humane cCP um das 220-Fache erhoht.!]

Zusitzliche Untersuchungen zum Reaktionsmechanismus
der Epoxyketoninhibitoren zeigen, dass der erste Schritt der
Bindung von ONX 0914 an das proteasomale aktive Zentrum
nur iiber die reaktive funktionelle Kopfgruppe und die P1-
Seitenkette des Liganden erfolgt.”! Diese Beobachtungen
verdeutlichen die Wichtigkeit der Wechselwirkungen des P1-
Restes des Liganden mit der S1-Tasche des Substratbinde-
kanals und sind konsistent mit nichtpeptidischen Protea-
sominhibitoren wie Marizomib, das nur die S1-Tasche des
Substratbindekanals besetzt.
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Abgeleitet von den Kristallstrukturen des iCP und des
cCP sollten Substanzen mit einem kleinen hydrophoben P1-
Rest und einer groflen unpolaren P3-Seitenkette bevorzugt
an die p5c-Untereinheit binden, wihrend pSi-selektive Sub-
stanzen vorranging eine aromatische P1-Seitenkette und eine
kleine, polare P3-Seitenkette aufweisen sollten.”) Diese
Strukturanforderungen stimmen mit den Sequenzen der se-
lektiven Fluoreszenzsubstrate Ac-WLA-AMC und Ac-
ANW-AMC fiir die Untereinheiten fSc und p5i iiberein.”™!
In Anbetracht der antiinflammatorischen Aktivitit von
ONX 0914 und der Struktur des aktiven Zentrums der [5i-
Untereinheit konnten regulatorische Faktoren der Zytokin-
synthese selektiv durch Spaltung C-terminal von grofen hy-
drophoben Resten prozessiert werden.[**7]

AuBer ONX 0914 gibt es mit PR-924 (Abbildung 2c:
Substanz 11) noch einen weiteren f5i-selektiven Epoxyke-
toninhibitor, der von Onyx Pharmaceuticals entwickelt
wurde.”™ Tm Unterschied zu friiheren Daten von Parlati
et al. aus dem Jahr 2009, die eine Antitumoraktivitit von $5c-
bzw. BSi-selektiven Substanzen ausschlieBen,”®! wurde ge-
zeigt, dass PR-924 selektiv den Zelltod in humanen multiplen
Myelomzelllinien auslost.[**"! Bisher befindet sich PR-924
jedoch noch nicht in klinischen Studien. Neben f35i-selektiven
Substanzen gibt es zwei (35c-spezifische Inhibitoren: PR-
8251 (Abbildung 2b: Substanz 8) und PR-8931*! (Abbil-
dung 2b: Substanz 9) sind beide Derivate von Epoxomi-
cin.™ Mit Ausnahme ihrer P2-Seitenketten sind die chemi-
schen Strukturen von PR-825 und PR-893 identisch, was
beiden eine dhnliche Untereinheitenspezifitdt und -affinitét
verleiht (Tabelle 1). GemiB den in diesem Abschnitt be-
schriebenen FEigenschaften der f35c- und p5i-Untereinheiten
vermittelt Leucin in P1 und Ser (OMe) in P3 Selektivitat fiir
die f5c-Untereinheit. PR-825 und PR-893 wurden als Kon-
trollen fiir Experimente mit ONX 0914 und Carfilzomib
verwendet.***®"l Diese Studien zeigten, dass PR-825 anders
als ONX 0914 weder entziindungshemmende Aktivitdt noch
therapeutisches Potenzial fiir Autoimmunerkrankungen
zeigt.®] Ebenso verursacht PR-893 keine Apoptose in mul-
tiplen Myelomzellen, wogegen simultane Inhibition der $5c-
und pSi-Untereinheiten durch Carfilzomib antineoplastische
Effekte bewirkt.*?*! Aktuell ist fiir fSc-selektive Inhibitoren
noch keine medizinische Indikation bekannt, aber selektive
Hemmstoffe des iCP sind bereits vielversprechende Kandi-
daten fiir Wirkstoffe, die in Zukunft eine FDA-Zulassung
erlangen konnten.

5. Zukiinftige Entwicklungen

Vor dem Hintergrund einer Sequenzidentitdt von mehr
als 90% zwischen den Proteasomuntereinheiten der Maus
und des Menschen werden die jetzt verfiigbaren Strukturin-
formationen iiber das cCP und das iCP aus der Maus Mo-
dellierungs- und Ligandenbindungsstudien ermdoglichen und
so die Entwicklung von neuen spezifischen und selektiven
Inhibitoren unterstiitzen.

Nachdem die 2-Untereinheiten des cCP und des iCP
bislang kaum Beachtung fanden, werden sie jetzt als neue
potenzielle Wirkstoffziele entdeckt.*” Allerdings konnten die
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physiologischen Unterschiede zwischen den strukturell &hn-
lichen Untereinheiten 2c und f2i noch nicht identifiziert
werden, sodass weitere experimentelle Untersuchungen not-
wendig sind. Fiir die f1i-Untereinheit wurden zwei selektive
Inhibitoren charakterisiert, jedoch ist deren Weiterentwick-
lung beziiglich hoherer Selektivitit und Affinitit notig 2144l
Erleichtert wird dies nun durch das Wissen um die Archi-
tektur des Substratbindekanals der Plc-Untereinheit, die
vorranging negativ geladene Seitenketten in die S1-Tasche
aufnimmt, und der $1i-Untereinheit, die unpolare verzweigte
Reste in Position P1 sowie kleine, vorzugsweise polare
Gruppen in P3 bindet.”

Aktuelle experimentelle Befunde lassen darauf schliefen,
dass PSi-selektive Inhibitoren ein groBes Potenzial fiir die
Behandlung von Autoimmunerkrankungen haben. Auf3er auf
iCP-selektive Inhibitoren werden sich zukiinftige Untersu-
chungen auf die Entwicklung von Hemmstoffen richten, die
spezifisch das fiir die Entwicklung der T-Zellen wichtige tCP
hemmen.” Zudem steigt das Interesse daran, Proteasom-
inhibitoren fiir andere therapeutische Anwendungen, wie die
Verhinderung der AbstoBung von Allo- und Xenotransplan-
taten, einzusetzen.

Bekannte Proteasomhemmstoffe haben zwar grofies in-
hibitorisches und therapeutisches Potenzial, allerdings
miissen die meisten von ihnen in Bezug auf Stabilitit, Halb-
wertszeit, Bioverfiigbarkeit, Ausscheidungsgeschwindigkeit,
Verabreichungsform, Wirksamkeit, Sicherheit und Toxizitét
verbessert werden. Diesbeziiglich konnten Chemiker auch
das kiirzlich untersuchte a-Ketoaldehydgrundgeriist in Be-
tracht ziehen.F’>%! Da die reversibel reagierenden a-Keto-
aldehyde dhnlich wie Epoxyketone den einzigartigen kataly-
tischen Mechanismus des proteasomalen Thrl nutzen, sind sie
moglicherweise interessante Kandidaten fiir zukiinftige
Wirkstoff-Entwicklungen. Mit Ausnahme von Bortezomib
sind von Inhibitoren mit einem reversiblen Reaktionsme-
chanismus weniger ungewollte Nebeneffekte zu erwarten,
weshalb auch nichtkovalent bindende Inhibitoren im Mittel-
punkt von zukiinftigen Wirkstoff-Entwicklungen stehen
werden. Da diese Hemmstoffe keinen Acyl-Enzym-Komplex
mit Thr1OY bilden, ist ihre Affinitit einzig von ihrer entro-
pischen und enthalpischen Stabilisierung im Substratbinde-
kanal abhingig, und ihre Selektivitdt und Spezifitit werden
von ihrer Rigiditédt und ihren optimierten Wechselwirkungen
mit den Substratbindetaschen bestimmt. Zur Entwicklung
iCP-spezifischer nichtkovalent bindender Inhibitoren kénn-
ten die chemischen Strukturen von bereits charakterisierten
Verbindungen, wie der Naturstoffklasse der cyclischen TMC-
95-Peptide,’” den decarboxylierten Peptiden™ oder den
Hydroxyharnstoffen,” als Ausgangspunkte fungieren. Al-
lerdings bleibt abzuwarten, ob sich mithilfe dieser oder an-
derer Substanzen die Nachteile der derzeit verabreichten
oder untersuchten Verbindungen iiberwinden lassen werden.
Fazit: Der Status quo, wie wir ihn hier geschildert haben, lasst
fiir die Zukunft weitere interessante Berichte iiber die Pro-
teasominhibition und ihre klinische Anwendung erwarten.
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