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Die Aufrechterhaltung der Homçostase auf Proteinebene
stellt eine wichtige Voraussetzung f�r die zellul�re Funkti-
onsf�higkeit dar. Prokaryonten weisen hierf�r einige pro-
teolytischen Enzyme auf, darunter ClpXP.[1] Der erste
Kleinmolek�linhibitor f�r die proteolytische Untereinheit
von ClpP wurde von uns 2008 vorgestellt. In der Folge
konnten wir zeigen, dass die Inhibition des Enzyms in le-
benden Bakterien deren F�higkeit, virulente Faktoren wie
beispielsweise lebensbedrohliche Toxine zu bilden, bedeu-
tend abschw�cht.[2] Obgleich ClpP Gegenstand umfangrei-
cher Untersuchungen mit biochemischen und strukturanaly-
tischen Methoden war,[3] ist der Mechanismus der Inhibition
durch Kleinmolek�le weitgehend unverstanden. Um die
chemische Inhibition als Ansatz einer neuen antibakteriellen
Therapie nutzen zu kçnnen, ist es wichtig, systematisch das
Bindungszentrum, den Mechanismus der Inhibition, stereo-
chemische Pr�ferenzen des Enzyms f�r Inhibitoren, den
chemischen Raum mçglicher Inhibitoren sowie die Hem-
mung weiterer Mitglieder der ClpP-Familie zu analysieren.
Ein bedeutender Schritt in diese Richtung war die vor kurzem
erfolgte Aufkl�rung der Kristallstruktur des homotetradeka-
meren ClpP von Staphylococcus aureus (SaClpP) in dessen
aktiver Konformation.[4] Anhand dieser Strukturdaten stellen
wir hier eine detaillierte Untersuchung der SaClpP-Inhibition
durch b-Lactone vor. Die Untersuchung einer fokussierten
Substanzbibliothek von enantiomerenreinen b-Lactonen
enth�llte die S,S-Stereopr�ferenz der Protease, die durch
Docking-Experimente nachvollzogen werden konnte. Do-
cking-Experimente gew�hrten zudem Einblicke in eine bisher
unbeachtete, tiefe hydrophobe Tasche neben dem aktiven

Zentrum, welche die Substituenten der b-Lactone in a-Posi-
tion zur Carbonylgruppe beherbergen. Die Bindungshypo-
these konnte durch Bindungsstudien mit Modellverbindun-
gen, detaillierte kinetische Analyse und Mutagenesestudien
belegt werden. Dar�ber hinaus f�hrte der Austausch des b-
Lacton-Ger�stes gegen andere chemische Gruppen zu einem
Verlust der Inhibition, wodurch das b-Lacton-Ger�st als
zentraler Bestandteil des kovalenten Inhibitionsmechanismus
von ClpP hervorgehoben wird. Diese Ergebnisse gew�hren
neue Einblicke in den Mechanismus der ClpP-Inhibition und
geben Hinweise f�r das Design von potenten und pharma-
kologisch optimierten Inhibitoren.

Wir begannen damit, die 22 enantiomerenreinen trans-
substituierten b-Lactone 1–22 auf ClpP-Inhibition zu testen
(Abbildung S1 A in den Hintergrundinformationen).[5] Diese
Molek�le verbindet eine hohe strukturelle �hnlichkeit mit
unseren bisherigen b-Lacton-Kandidaten. Sie weisen eine
Decylkette als R1-Substituenten und Strukturvariationen,
sowohl in der Kettenl�nge als auch in ihren funktionellen
Gruppen, an der R2-Position auf (Abbildung 1A). F�r alle
Verbindungen wurden beide trans-konfigurierten Enantio-
mere (R,R und S,S) auf Inhibition von rekombinant expri-
miertem SaClpP in einem Assay getestet, der auf der Spal-
tung eines fluorogenen Substrats basiert.[4] Fast alle Verbin-
dungen inhibierten SaClpP bei einer Konzentration von
100 mm (100-facher �berschuss zum Enzym) nach 15 min
Inkubation bei 32 8C (Abbildung S1 A). Durch Herabsetzen
der Inhibitorkonzentration auf 10 mm waren wir in der Lage,
Unterschiede zwischen den untersuchten Verbindungen zu
beobachten. W�hrend die meisten S,S-konfigurierten Lacto-
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ne zu einer Inhibition mit weniger als 10 % Restaktivit�t
f�hrten, zeigten R,R-konfigurierte Lactone praktisch keine
Inhibition (Abbildung 1B). Die Inkubation von SaClpP mit
1.3-fachem molarem �berschuss der potentesten Verbindung
2 f�hrte zur Modifikation aller 14 Untereinheiten, wie durch
Massenspektrometrie an intakten Proteinen gezeigt werden
konnte (Abbildung 1 C).

Um zu untersuchen, ob die starke In-vitro-Inhibition mit
der ClpP-Bindung in lebenden Zellen korreliert, verwende-
ten wir die strukturell verwandte alkinylierte Sonde 23 mit
S,S-Konfiguration f�r eine In-situ-Markierung von S. aureus
NCTC 8325 (Abbildung S2 A).[5b,6] Nach Inkubation und Zell-
Lyse wurde ein Fluoreszenzfarbstoff �ber eine Klick-Reak-
tion[7] angeh�ngt und das Proteom �ber SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese analysiert. Eine fluoreszierende Bande
konnte auf derselben Hçhe wie f�r die ClpP-spezifische
Sonde 24[2a] beobachtet werden; dies deutet darauf hin, dass
das physiologische Zielprotein der getesteten Inhibitoren
ClpP ist. Eine wesentlich schw�chere Bande wurde bei dem
cis-konfigurierten Analogon der Sonde 24 beobachtet und ist
somit kennzeichnend f�r eine starke Bevorzugung von trans-
konfigurierten b-Lactonen (Abbildung S2 B). Die Vorbe-

handlung von lebenden S.-aureus-
Zellen mit S,S-konfigurierten Lac-
tonen 2 und 3 und eine folgende
Markierung mit Verbindung 24
f�hrten zu einem R�ckgang der
Fluoreszenzintensit�t der ClpP-
Bande, w�hrend die entsprechen-
den R,R-konfigurierten Enantio-
mere 13 und 14 keinen Effekt
zeigten (Abbildung 1D,E). Dieses
kompetitive Markierungsexperi-
ment best�tigt die physiologische
Relevanz der In-vitro-Daten. Als
N�chstes f�hrten wir Molek�l-Do-
cking-Studien durch, um den Bin-
dungsmodus zu entschl�sseln und
die beobachteten Vorlieben f�r
langkettige aliphatische Substitu-
enten und S,S-konfigurierte Lacto-
ne zu erkl�ren.

b-Lactone[8] binden kovalent an
das katalytische Ser98,[2b] was zu
einer Ringçffnung und einer Blo-
ckade des aktiven Zentrums durch
einen katalytisch inaktiven b-Hy-
droxyacyl-Enzym-Komplex f�hrt.
Um die Geometrie des Acyl-
Enzym-Komplexes zu bestimmen,
wurde ein kovalentes Docking in
die Kristallstruktur des aktiven
SaClpP mit allen bekannten Inhi-
bitoren durchgef�hrt (Abbil-
dung 2A,B).[4] Erstaunlicherweise
ragte in allen gut bewerteten Do-
cking-Lçsungen die hydrophobe
R1-Kette in eine tiefe Tasche neben
dem aktiven Zentrum des Proteins

(Abbildung 2B und Abbildung S3 A). W�hrend der Eingang
der Tasche eng ist und der S1-Tasche der Protease ent-
spricht,[9] weitet sich der Kanal zu einem abgeschlossenen
Hohlraum, dessen physiologische Rolle unklar ist. Die Be-
setzung dieses Kanals zusammen mit dem abgeschlossenen
Hohlraum durch einen Liganden resultiert hçchstwahr-
scheinlich in einer Verdr�ngung von Wassermolek�len und
reduziert damit die solvensexponierte Oberfl�che um etwa
165 �2, von der 65 % unpolar ist (Tabelle S1 und Abbil-
dung S3B).[10] Die Bindung des hydrophoben R1-Substituen-
ten in die Tasche stellt mçglicherweise die Triebkraft f�r eine
anf�ngliche Ann�herung des Liganden an das Protein dar,
woraufhin ein nukleophiler Angriff des Ser98 aufgrund
r�umlicher N�he zum b-Lacton erfolgt.[11]

Um die Seitenkettenl�ngen am Liganden zu ermitteln, die
den zur Verf�gung stehenden Raum optimal ausf�llen, f�hr-
ten wir ein kovalentes Docking unter Verwendung einer vir-
tuellen Bibliothek von b-Lactonen durch, die aus Verbin-
dungen mit aliphatischen Ketten als R1-Substituenten mit
Kettenl�ngen von einem bis zwçlf Kohlenstoffatomen besteht
(Abbildung 2C). Die „Scoring“-Werte des Dockings stiegen
mit der L�nge der Substituenten bei einem Maximum von

Abbildung 1. A) Allgemeine Formel der untersuchten b-Lactone mit S,S- oder R,R-Konfiguration (1–11
bzw. 12–22). R1 ist n-C10H21; R2 variiert. (Vergleiche Abbildung S1 f�r eine komplette Zusammenstel-
lung der Strukturen.) B) Restaktivit�t von SaClpP (1 mm) nach Inkubation mit 1–22 (10 mm) f�r
15 min bei 32 8C. C) Massenspektroskopie mit intakten Proteinen offenbart eine Hemmung aller 14
SaClpP-Untereinheiten durch 2 (403.3 Da, 1.3-facher molarer �berschuss). D) Kompetitives Markie-
rungsexperiment. S.-aureus-NCTC-8325-Zellen wurden mit den genannten markierten Verbindungen
bei 100 mm f�r eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Markierung erfolgte mit 50 mm der
ClpP-spezifischen Sonde 24 f�r 1 h. Nach der Lyse wurde Rhodaminazide an 24 �ber eine bioortho-
gonale Klick-Reaktion angeh�ngt und das Proteom mit SDS-PAGE aufgetrennt. (Vergleiche Abbil-
dung S2 f�r eine vollst�ndige Darstellung des Gels und Abbildung S4A f�r Ladekontrollen.) E) Struk-
turformeln der Verbindungen 2 und 3 sowie 13 und 14, die im kompetitiven Markierungsexperiment
eingesetzt wurden.
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acht Atomen an. Nur Seitenketten mit bis zu zehn Atomen
konnten in der Tasche platziert werden (Abbildung 2 C). Als
N�chstes beabsichtigten wir, die theoretischen Ergebnisse mit
einem experimentellen Inhibitionsassay zu validieren. IC50-
Werte von kovalenten Inhibitoren h�ngen stark von der In-

kubationszeit und der verwendeten Enzym-
konzentration ab.[12] Daher verwendeten wir
kobs/[I]-Werte als quantitatives Maß der In-
hibitionsst�rke.[13] Wir synthetisierten Ver-
bindungen 25, 27–29 und entwickelten einen
weiteren Substratassay, in dem der Anstieg
der Fluoreszenz w�hrend der Inhibition
direkt beobachtet wird und von welchem wir
Geschwindigkeitskonstanten (kobs) ermittel-
ten. In �bereinstimmung mit den „Scoring“-
Werten f�hrte eine Verl�ngerung der Sei-
tenkette von 3 (25) �ber 4 (26), 6 (27), 8 (28)
und 9 Kohlenstoffatomen (24) zu einer
Steigerung der kobs/[I]-Werte (Abbil-
dung 2C, D und Abbildung S5). Dagegen
zeigte Verbindung 29 mit einem Dodecyl-
Substituenten weder im Inhibitionsassay
noch in der Massenspektrometrie mit in-
takten Proteinen Anzeichen f�r eine Bin-
dung mit ClpP.

Um den vorgeschlagenen Bindungsmo-
dus weiter zu best�tigen, mutierten wir aus-
gesuchte Reste der mutmaßlichen Bin-
dungstasche und suchten nach Unterschie-
den im Bindungsverhalten von Inhibitoren
(Charakterisierungsdaten zu den getesteten
Mutanten sind in Tabelle S3 aufgef�hrt).
Zun�chst vergrçßerten wir die Proteinta-
sche, um eine Bindung von 29 zu ermçgli-
chen. Sowohl der Austausch von Asn154 im
abgeschlossenen Hohlraum mit Alanin als
auch eine Substitution von Leu154 durch ein
lineares und flexibleres Methionin ermçg-
lichte die Bindung von 29 (Abbil-
dung 2E,F). Umgekehrt konnte die ClpP-
Mutante, in der Leu154 durch das raumf�l-
lendere Tyrosin ersetzt wurde, Verbindung
24 nicht binden, wohingegen Verbindung 26
mit einer k�rzeren Seitenkette die ClpP-
Mutante weiterhin inhibierte (Abbil-
dung 2G). Diese Daten best�tigen die ex-
zellente Korrelation zwischen computer-
chemischer Vorhersage und experimentellen
Ergebnissen.

Gem�ß dem vorgeschlagenen Bin-
dungsmodus ragt die R1-Seitenkette der b-
Lactone in die hydrophobe Tasche und tr�gt
somit maßgeblich zur beobachteten Bin-
dungsaffinit�t bei. Um dar�ber hinaus die
Relevanz des Substituenten zu best�tigen,
synthetisierten wir analoge b-Lactone mit
lediglich einem Substituenten an entweder
der R1- oder der R2-Position. In �berein-
stimmung mit den Vorhersagen inhibierte

das racemische Lacton 30 mit einer Decyl-Gruppe an der R1-
Position SaClpP, wohingegen keine Inhibition f�r das race-
mische Lacton 31 beobachtet werden konnte, das eine De-
cylgruppe an R2-Position tr�gt (Abbildung 3A). Auch l�ngere
Inkubationszeiten bis zu 24 h und hçherer �berschuss an

Abbildung 2. A) Molekulares Docking von 2 (hellblau), kovalent gebunden an das katalyti-
sche Serin98 (rot) der SaClpP, dargestellt als Tetradekamer (linkes Bild) und als Monomer
(rechtes Bild). B) Stereoansicht der Docking-Lçsung, welche die Anwesenheit einer hydro-
phoben Tasche (schwarzes Gitter) neben dem aktiven Zentrum (rot) zeigt, die den R1-Sub-
stituenten des Liganden (n-C10H21) aufnimmt. C) Dockingwerte f�r virtuelle Lactone, deren
aliphatische R1-Seitenketten verschiedene L�ngen aufweisen. kobs/[I]-Werte f�r die racemi-
schen Verbindungen 24–28, gemessen an rekombinant exprimiertem SaClpP (vergleiche
Abbildung S5). *: Verbindung 29 zeigte keine Inhibition von SaClpP. D) Strukturformeln der
Verbindungen 24–29, die sich in der L�nge ihrer aliphatischen R1-Seitenketten unterschei-
den. E) Die L154Y-Mutante konnte entsprechend ihrer kleineren Bindungstasche durch Ver-
bindung 26, nicht jedoch durch Verbindung 24 markiert werden. F,G) Wildtyp-SaClpP wird
durch die Sonde 24 markiert, nicht jedoch durch Sonde 28. Die Mutanten N151A und
L154M mit einer vergrçßerten Bindetasche werden von beiden Sonden, 24 und 28, mar-
kiert. (Vergleiche Abbildung S4B–D f�r Ladekontrollen.)
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Inhibitor (bis zu 1000-fach) f�hrten zu keiner mit Massen-
spektrometrie bestimmbaren Bindung von 31 (siehe Abbil-
dung S6A f�r weitere Informationen).

Um unsere Ergebnisse auf das Design von Liganden zu
�bertragen, die die hydrophobe Tasche ausf�llen, f�hrten wir
virtuelle Variationen des R1-Rests durch, um geeignete Sub-
stituenten zu identifizieren. Wir fanden wiederholt, dass
aromatische Ringe in der Bindungstasche platziert wurden.
Daher synthetisierten wir 32 mit einer Phenylethylgruppe an
der R1-Position. In �bereinstimmung mit dem Computer-
modell stellte sich 32 als potenter SaClpP-Inhibitor heraus
(Abbildung 3B). Wie erwartet zeigte 33 mit der Phenyl-
ethylgruppe an der R2-Position keine Hemmung.

Auf der Suche nach der strukturellen Grundlage der be-
obachteten stereochemischen Pr�ferenz der ClpP-Protease
f�hrten wir ein nichtkovalentes Docking durch, das die Bin-
dungssituationen vor der Bildung des Acyl-Enzym-Komple-
xes nachstellte (Abbildung S6B). Alle Verbindungen konn-
ten mit dem Lactonring in r�umlicher N�he zum katalyti-
schen Ser98 gedockt werden. Danach verglichen wir die

Bindungsmodi von repr�sentativen, zueinander enantiome-
ren b-Lacton-Paaren (Abbildung 3F und Abbildung S7). Uns
fiel auf, dass die S,S-Isomere in den meisten F�llen hçhere
„Scoring“-Werte aufwiesen als die entsprechenden R,R-Iso-
mere (erg�nzende Tabelle 2). Dar�ber hinaus war die Car-
bonylgruppe der S,S-konfigurierten Lactone in Richtung des
Oxyanion-Lochs ausgerichtet, w�hrend die Carbonylgruppe
der R,R-konfigurierten Lactone in die entgegengesetzte
Richtung zeigte, um eine Platzierung des R1-Substituenten in
der hydrophoben Tasche zu ermçglichen (Abbildung 3F).
Diese Ausrichtung f�hrt vermutlich zu einer weniger g�nsti-
gen Positionierung von R,R-konfigurierten Lactonen f�r
einen nukleophilen Angriff durch Ser98 in �bereinstimmung
mit den vorhergesagten Docking-Posen. Die hçhere Reakti-
vit�t der S,S-Lactone, abgebildet in den ungef�hr 25-fach
hçheren kobs/[I]-Werten (Abbildung 3E), ist hçchstwahr-
scheinlich eine Konsequenz der g�nstigeren Stereochemie,
um das Oxyanionen-Loch zu adressieren. Um zu untersu-
chen, ob dies auch f�r einfachsubstituierte Lactone der Fall
ist, synthetisierten wir enantiomerenreine Varianten von 32

Abbildung 3. A–C) Inhibitionsdaten der b-Lactone 30–35 zeigen die Bevorzugung von R1-substituierten b-Lactonen mit S-Stereochemie durch
SaClpP. D) Synthese der enantiomerenreinen b-Lactone 34 und 35. a) (CH2O)x, TiCl4, iPr2EtN, CH2Cl2, 50%; b) LiOH, H2O2, THF, H2O, 86%;
c) HBTU, iPr2EtN, CH2Cl2, 9%. E) kobs/[I]-Werte der zueinander enantiomeren Verbindungen 2 und 13 (Strukturformeln siehe Abbildung 1E).
F) Nichtkovalentes Docking des S,S-konfigurierten b-Lactons 2 zeigt die Bindung in das aktive Zentrum (rot) mit optimaler Geometrie f�r den
nukleophilen Angriff des Serins (2.7 �). Die Carbonylgruppe der S-konfigurierten Verbindung 2 (blau) zeigt auf das Oxyanion-Loch, bestehend aus
den Amidgruppen von Glu69 und Met99. Die Carbonylgruppe des Enantiomers 13 (gr�n) weist in die entgegengesetzte Richtung, wodurch ver-
mutlich dessen langsamere Bindung erkl�rt werden kann (siehe Abbildung 3E).

.Angewandte
Zuschriften

3086 www.angewandte.de � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 3083 –3088

http://www.angewandte.de


�ber eine durch ein chirales Auxiliar unterst�tzte Aldol-Re-
aktion (Abbildung 3D). Wie durch die Modellierung vor-
hergesagt, hemmte die R-konfigurierte Verbindung 34 ClpP
nicht, w�hrend die S-konfigurierte Verbindung 35 zu einer
konzentrationsabh�ngigen Inhibition (Abbildung 3C) und
einer kovalenten Modifikation der aktiven Zentren in allen
14 Untereinheiten f�hrte. Entsprechend zeigte die enantio-
merenreine S-konfigurierte Verbindung 35 in allen F�llen
eine etwa doppelt so hohe Inhibition wie die racemische
Verbindung 32.

Bis jetzt stellen b-Lactone das einzige nichtpeptidische
Inhibitorger�st dar, das Spezifizit�t f�r ClpP aufweist. Dies
wirft die Frage auf, ob andere chemische Gruppen bei ver-
gleichbarer Inhibitionsst�rke verwendet werden kçnnten.
Daher wendeten wir unser gewonnenes Wissen �ber die Li-
ganden 24 und 36, deren Reste in die hydrophobe Tasche
binden, an und kombinierten deren Substituenten mit ande-
ren chemischen Gruppen. Wir synthetisierten die Derivate
37–40, in welchen das elektrophile b-Lacton durch einen nicht
reaktiven, geometrisch jedoch eng verwandten Oxetanring

ersetzt wurde (Abbildungen 4A,B). Es konnte keine Hem-
mung der SaClpP durch racemische Gemische sowohl von
trans- als auch cis-konfigurierten Oxetanen bei Konzentra-
tionen bis 1 mm beobachtet werden. Da b-Lactone cyclische
Ester sind, synthetisierten wir die nichtcyclischen Ester 41
und 42, f�r die jedoch im Peptidase-Assay keine Hemmung
nachgewiesen werden konnte. Obwohl in der Literatur
Carbamate als starke Inhibitoren von einigen Serin-Hydro-
lasen beschrieben wurden, konnte auch f�r die Carbamate
45–47 keine Inhibition gemessen werden. Interessanterweise
f�hrte selbst der Austausch des b-Lactons gegen ein b-
Lactam, das am n�chsten verwandte Strukturanalogon, zu
inaktiven Verbindungen (43 und 44). Diese Ergebnisse heben
die besondere Reaktivit�t und Geometrie von b-Lactonen f�r
die Mechanismus-basierte Inhibition von ClpP hervor.

Ferner wollten wir in Erfahrung bringen, inwiefern auch
andere Mitglieder der ClpP-Proteinfamilie inhibiert werden
kçnnen. Wir klonierten, exprimierten und reinigten die ClpP-
Varianten von Escherichia coli (EcClpP) und Bacillus subtilis
(BsClpP), die 64% und 79 % Sequenzidentit�t und 76% und

Abbildung 4. b-Lactone zeigen als einzige Strukturen Inhibition der SaClpP. A) In dieser Studie untersuchte chemische Gruppen. B) Restaktivit�t
von SaClpP (1 mm) nach Inkubation mit den Verbindungen 37–47 (100 mm) f�r 15 min bei 32 8C. C) Rekombinante ClpP-Varianten verschiedener
Organismen wurden mit den genannten Lactonen (50 mm) f�r 1 h inkubiert, gefolgt von der Addition eines Rhodaminfarbstoffs �ber eine Klick-
Reaktion. (Siehe Abbildung S4E f�r Ladekontrollen.) D) Strukturformeln der Lactone 48–52. E) Verbindung 24 inhibiert die Peptidaseaktivit�t von
SaClpP, EcClpP und BsClpP, w�hrend 29 zu keiner Reduktion der Aktivit�t f�hrt, was auf strukturell �hnliche Bindetaschen in allen drei Organis-
men hinweist.
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85% Sequenz�hnlichkeit mit SaClpP aufweisen. Die Bin-
dungstaschen weisen in beiden Enzymen eine �hnliche Geo-
metrie wie SaClpP auf und sind �berwiegend hydrophob.[3b,g]

Bei der Markierung mit einer Reihe von verschiedenartigen
b-Lactonen[2] (24–29, 48–52) erhielten wir �hnliche Muster f�r
die ClpP-Enzyme der drei Organismen (Abbildungen 4C,D),
wobei BsClpP auch sterisch anspruchsvollere R1-Substituen-
ten erlaubt. Entsprechend f�hrte die Behandlung von EcClpP
und BsClpP mit Verbindung 24 zu einer Reduktion der En-
zymaktivit�t im fluorogenen Substratassay, wohingegen die
Dodecyl-Verbindung 29 keine Reduktion der Aktivit�t be-
wirkte.

Die Existenz der hydrophoben Bindetasche kçnnte nicht
nur Einfluss auf das Design von potenten Inhibitoren und
damit antivirulenten Wirkstoffen haben, sondern kçnnte auch
zu unserem Verst�ndnis der nat�rlichen Substratspezifit�t
von ClpP beitragen.
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