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Abstract: Trotz der strukturellen Ahnlichkeit der beiden Na-
turstoffe Omuralid und Vibralacton zeigen sich unerwartete
Unterschiede in den Priferenzen ihrer jeweiligen Zielenzyme.
Wihrend Omuralid das Chymotrypsin-ihnliche aktive Zen-
trum des Proteasoms mit I1Csy = 47 nM inhibiert, hat Vibra-
lacton auch bei Konzentrationen von bis zu I mMm keinen
Effekt auf diese Protease. Aktivititsbasiertes Protein-Profiling
in HeLa-Zellen identifizierte APTI und APT2 als zellulire
Angriffsziele von Vibralacton.

Die Schliisselkomponente des Ubiquitin-vermittelten, pro-
teolytischen Abbaus ist das 20S-Proteasom (Kernpartikel,
KP), welches sowohl die biologische Homoostase als auch
viele weitere entscheidende, zelluldre Prozesse iiber die De-
gradation intrazellulirer Proteine reguliert.l'! Das eukaryoti-
sche KP ist zylinderformig und besteht aus vier aufeinander
gestapelten ringformigen Heptameren, die sich entweder nur
aus a- oder nur aus B-Untereinheiten zusammensetzen und
eine a,B,B,0,-Stochiometrie aufweisen.”” Die B1-, B2- und p5-
Untereinheiten enthalten je ein katalytisch aktives Zentrum
mit einem N-terminalen Threoninrest (Thr1). Diese befinden
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sich im Inneren der fassdhnlichen Struktur des Proteasoms.
Die Spaltung der Peptidbindung erfolgt in allen katalytischen
Untereinheiten nach demselben Mechanismus,” wobei die
Diversitit jedes Substratbindekanals die Spezifitat bestimmt
und die Seitenketten des Liganden (P-Seite) hinsichtlich
dessen Aminosiuresequenz selektiv ausgerichtet werden.!

Dieser hydrolytisch aktive Komplex erregte grofle of-
fentliche Aufmerksamkeit durch die FDA-Genehmigung
(U.S. Food and Drug Administration) des Dipeptids Velcade
(Bortezomib), ein Boronsiurederivat und ,,Blockbuster®-
Medikament, das zur Inhibition der KP-Aktivitit bei der
Therapie des Multiplen Myeloms genutzt wird. Die hochst
reaktive Boronsduregruppe fiihrt jedoch nach lingerer Be-
handlung zu Vergiftungserscheinungen und damit zu
schwerwiegenden Nebeneffekten.! Daher sind akademische
und pharmazeutische Forschungsgruppen weiterhin auf der
Suche nach verbesserten Inhibitoren des KP. Als Ergebnis
hiervon konnten drei Proteasominhibitoren der zweiten Ge-
neration, das Epoxyketon ONX 0914 (PR-957), das $-Lacton-
v-Lactam Marizomib (Salinosporamid A, NPI-0052, 2; Sche-
ma la), sowie die Boronsdure Delanzomib (CEP-18770;
Abbildung $1)! in klinische Studien eintreten, wihrend das
von der FDA zugelassene Epoxyketon Kyprolis (PR-171,
Carfilzomib; Abbildung S1) bereits als neues Krebsmedika-
ment auf dem Markt ist.”
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Schema 1. Strukturen von [-Lactonen und deren proteasomaler Inhibi-
tionsmechanismus. a) Strukturformeln. b) Bindungsmechanismus der
[-Lactone an das proteasomale aktive Zentrum.
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Bislang wurden zahlreiche Pathogene identifiziert, die
ihren Wirt durch selektive und spezifische Inhibition des KP
inaktivieren.®® Omuralid (Clasto-Lactacystin-p-Lacton, 1;
Schema 1a) war der erste identifizierte Naturstoff der tiber-
wiegend an die proteasomale 35-Untereinheit bindet und die
chymotryptische Aktivitit (chymotrypsin-like, ChTL)®! inhi-
biert (Schema 1b). Die Verbindung wurde urspriinglich aus
Streptomyces sp. OM-65191% isoliert, strukturell und funk-
tionell analysiert und als spezifischer Proteasominhibitor
klassifiziert.'! Nach der Entdeckung von 1, wurde 2 in dem
Meeresbakterium Salinospora tropical identifiziert, welches
auch eine hohe Bindungsaffinitit zum ChTL-aktiven Zen-
trum aufweist.”¥ Strukturuntersuchungen von 1 und 2 im
Komplex mit dem 20S-Hefeproteasom enthiillten wichtige
Einblicke in den Bindungsmechanismus dieser Gruppe von
Proteasomliganden.”*!¥) Beide Molekiile binden kovalent an
das Thr1O" des aktiven Zentrums, wobei ihr B-Lactonring
gedffnet wird und eine neue Esterbindung entsteht (Sche-
ma 1b).2% Durch die Spaltung des f-Lactonrings von 1 und
2 wird die Hydroxygruppe 5-OH gebildet, die das nukleophile
Wassermolekiil aus dem aktiven Zentrum verdréngt. Der y-
Lactamring von 1 und 2 verhindert die freie Rotation der C-
OH-Bindung um die C1/C5-Achse, was letztendlich die Li-
ganden vor sofortiger Hydrolyse und Abspaltung durch Ver-
letzung der Biirgi-Dunitz-Trajektorie schiitzt.'¥l Omuralid
blockiert die Proteasomaktivitit langfristig aber reversibel,['”]
was dadurch erklirt werden kann, dass ein Durchbrechen der
5-OH-Barriere energetisch aufwendig ist. Dagegen inhibiert
Marizomib das KP irreversibel, weil seine einzigartige 4-
Chlorethyl-Seitenkette unter Einbinden des 5-O einen Te-
trahydrofuranring bildet (Abbildung S5).'! Diese besondere
Eigenschaft des Naturstoffes verhindert jede Moglichkeit der
B-Lacton-Riickgewinnung, sobald 2 erst an das Proteasom
gebunden ist.

Vibralacton (3) (Schema 1a) ist ein natiirliches Lacton,
das von dem Pilz Boreostereum vibrans"" produziert wird.
Obwohl 3 eine dhnliche chemische Struktur wie 1 hat, zeigten
In-vitro-Aktivitdtstests, die ein fluorogenes Tetrapeptid als
Substrat nutzen, dass 3 keines der aktiven Zentren des Pro-
teasoms inhibiert, auch nicht bei Konzentrationen bis zu 1 mm
(Abbildung S2). Trotzdem wurden aufgrund der Ahnlichkeit
der chemischen Strukturen und des Vorhandenseins des [3-
Lactonrings in beiden Naturstoffen Kristallisationsexperi-
mente durchgefiihrt. Dabei wurden Kristalle des 20S-Hefe-
proteasoms 72 Stunden mit 50 mM Vibralacton versetzt und
anschlieSend die Struktur des Komplexes mit einer Auflosung
von 2.7 A gelost (Rp;=23.1%, Tabelle S1 in den Hinter-
grundinformationen). Die 2 F,—F-Elektronendichte stellt 3
lediglich im ChTL-aktiven Zentrum dar (Abbildung 1a), wo
es eine kovalente Bindung mit dem N-terminalen $5-Thrl
eingeht. Die Struktur des Komplexes KP:3 zeigt, dass der
gesamte Ligandenaufbau genauso wichtig fiir eine starke
Bindungsaffinitdt zum Enzym ist, wie die reaktive Lacton-
gruppe. Den $3-Lactonen fehlt das Peptidriickgrat, weswegen
die Stabilisierung der Liganden durch starke Bindungspra-
ferenzen zur S1-Tasche und durch zusétzliche spezifische
Wasserstoffbriicken mit dem aktiven Zentrum verstirkt
werden muss (Abbildung 1b). Der Vergleich der Kristall-
komplexstrukturen von KP:17* (Abbildung S3) und KP:3
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Abbildung 1. Bindungsweise und Wechselwirkungen von Omuralid
und Vibralacton am Proteasom. a) Kristallstruktur des proteasomalen
ChTL-aktiven Zentrums im Komplex mit 3. Das Riickgrat der proteas-
omalen B5-Untereinheit ist als Bandermodell in Altrosa dargestellt, der
Ligand in Griin. Die 2 Fo—F-Elektronendichte (graues Netz) ist mit
10 konturiert und fiir die Bindung zwischen dem aktiven Thr1OY und
3 gezeigt; Thr1 und 3 wurden bei der Phasenberechnung nicht mit ein-
bezogen, um jeglichen Modelleinfluss zu vermeiden. Die Proteinreste,
welche die S1-Spezifititstasche bilden, sind schwarz markiert und
nach Léwe et al. nummeriert.’! Alle Wasserstoffbriicken zwischen 3
und den Atomen Gly470, Thr1N und Ser1290 der (35-Hauptkette sind
als gestrichelte Linien eingezeichnet. Die Stereodarstellung dieser Ab-
bildung, sowie die 2 Fo—Fc-,Omit“-Dichte von KP:1%¥ befinden sich in
Abbildung S3. b) Schematischer Uberblick iiber das Proteasom im
Komplex mit 3 (griin, links) und 1 (gelb, rechts). Die S1-Spezifitits-
tasche des ChTL-Substratbindekanals und die entsprechenden Amino-
sduren sind schwarz abgebildet. Hydrophobe Wechselwirkungen zwi-
schen dem Liganden und der S1-Spezifititstasche sind in Lila darge-
stellt, Wasserstoffbriicken sind als gestrichelte Linien eingezeichnet.

c) Strukturiiberlagerung fiir die an das Proteasom gebundenen Ligan-
den 1 und 3. Die sterisch anspruchsvolle P1-Gruppe von 3 vergréRRert
die Spezifititstasche, was zur strukturellen Umlagerung von Met45
und somit zur Ligandendestabilisierung fiihrt. Die pinkfarbenen Pfeile
weisen auf die Hauptunterschiede in den Strukturen von 1 und 3 hin,
die furr die unterschiedlichen Inhibitionsprofile der beiden verantwort-
lich ist. Eine Stereodarstellung befindet sich in Abbildung S4.

zeigt zum ersten Mal, dass auch das y-Lactamring-System,
genauso wie die 8-OH-Gruppe in Omuralid eine wesentliche
Rolle fiir die starke Bindungspréferenz von 1 gegeniiber dem
KP spielt, da sie in 3 fehlen (Abbildung 1c¢): a) Das 2-NH von
1 bildet eine starke Wasserstoffbriicke zu Gly470 (3.0 A),
womit das antiparallele (-Faltblatt von Peptid-Ligand-Bin-
dungen nachgeahmt wird (Abbildung S4). Bei 3 ist das y-
Lactam durch ein Cyclopent-2-en ersetzt. Obwohl die Dop-
pelbindung in diesem Fiinfringsystem dessen Flexibilitét re-
duziert und zusammen mit der 3-Hydroxymethyl-Gruppe die
Amidgruppe in 1 imitiert, nimmt die Stabilitdt aufgrund der
fehlenden Wasserstoffbriicke von 3 zu Gly470 ab. b) Im
Unterschied zu 1 ist bei 3 der P1-Hydroxyisobutyl-Rest durch
Prenyl ersetzt. Dies fiihrt zu einer Verschiebung von Met45,
welches die S1-Spezifitédtstasche dominiert, aus seiner Origi-
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nalposition um 2.5 A in Richtung Ile35 (Abbildung1c).
Wihrend diese strukturelle Umlagerung bereits bei dem
Komplex KP:2!¥ beobachtet wurde, konnte dort der Ent-
halpieverlust iiber mehrere hydrophobe Wechselwirkungen
des Cyclohexenylrings mit Resten der S1-Tasche kompensiert
werden (Abbildung S4). Dagegen verhindert die geringe
Flexibilitdt der Doppelbindung in der P1-Seite von 3 alle Van-
der-Waals-Wechselwirkungen mit der vergroferten S1-Spe-
zifitatstasche. AuBBerdem fehlt in 3 das 8-OH, das in 1 und 2
eine Wasserstoffbriicke mit Thr21N (3.0 A) bildet, sodass der
Energieverlust, der durch die strukturelle Umlagerung wih-
rend der Vibralacton-Bindung entsteht, nicht kompensiert
werden kann (Abbildung 1¢). Aus diesen strukturellen Er-
gebnissen wird gefolgert, dass das elektrophile 3-Lacton noch
weitere intensive Unterstiitzung eines genau passenden P1-
Ankerrestes benotigt, um die minimalen Anforderungen
eines KP-Inhibitors zu erfiillen.

Unser Ziel war es, das zelluldre Zielenzym von 3 durch
aktivititsbasiertes Protein-Profiling zu identifizieren.!*"
Dafiir wurde Vibralacton mit einem Alkinylrest derivatisiert
(4; Schema 1) und mit HeLa-Zellen eine Stunde lang in-
kubiert. Anschlieend wurden die Zellen aufgeschlossen und
das Lysat mit Rhodaminazid behandelt, um eine Klick-Re-
aktion anwenden zu kénnen. Das Proteom wurde iiber SDS-
PAGE aufgetrennt und die markierten Proteine durch Fluo-
reszenz visualisiert. Die Behandlung der markierten Proteine
mit Rhodaminbiotinazid, gefolgt von Avidin-Anreicherung,
SDS-PAGE-Auftrennung und massenspektrometrischer
Analyse der isolierten, fluoreszierenden Gelbanden identifi-
zierte die entsprechenden Zielproteine (siche die Hinter-
grundinformationen fiir Details).’” Diese Methode offen-
barte vier Zielmolekiile, die kovalent an 4 binden: Carboxy-
peptidase SCPEP1, ABHD10 (ABhydrolase Domain Con-
taining Protein 10) und besonders die Acylprotein-Thioeste-
rasen 1 und 2 (APT1 und APT2; Abbildung 2a, Tabelle S2).
Die einstiindige Inkubation der Zellen mit 3, bevor die Sonde
4 hinzugefiigt wurde, ergab keine fluoreszierenden Banden,
was zeigt, dass der nichtmodifizierte und der modifizierte
Naturstoff dieselben Bindungspréferenzen teilen. Interes-
santerweise ergab das gleiche Kompensationsexperiment,
dass 1 auch an SCPEP1 bindet, wihrend der Standard-KP-
Inhibitor Epoximicin (5)*! (Abbildung S1) keine Kreuzre-
aktion mit 3 zeigt. Diese Ergebnisse bestétigen das einzigar-
tige Inhibitionsprofil und die unterschiedliche Funktionalitét
der strukturell dhnlichen B-Lactone 1 und 3 gegeniiber dem
KP. MTT-Assays mit HeLa-Zellen ergaben eine LDs, von
28 uM fiir 1,72 wohingegen 3 keinen Einfluss auf die meta-
bolische Aktivitdt der Zellen zeigte (Abbildung 2b). Diese
Ergebnisse stimmen mit den kinetischen Daten iiberein, die
bei der Inhibition der proteasomalen ChTL-Aktivitit eine
1Cy, von 47 nm fiir 1 und keine Inhibition fiir 3 aufwiesen
(Abbildung 2¢). Zusitzlich erbrachte der Enzymtest mit re-
kombinantem Acylprotein-Thioesterasen eine hohe Bin-
dungspriferenz von Vibralacton an APT1 und APT2 (ICy, =
4.3 um bzw. 1.7 pM). Omuralid hat hingegen keinen Einfluss
auf diese Enzyme (Abbildung 2e). Hitzedenaturierungsex-
perimente verhinderten die Markierung beider APTs und
zeigen somit, dass der Naturstoff nur an die nativen Enzyme
bindet (Abbildung 2d).
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Abbildung 2. In-vivo- und In-vitro-Charakterisierung von Omuralid und
Vibralacton. a) Aktivititsbasiertes Protein-Profiling mit 4 (50 um) in
Hela-Zellen. SCPEP1, ABHD10, APT1 und APT2 wurden iiber MS-Ana-
lyse identifiziert. Die Bestimmung der kompetitiven Zielmolekiile der
Naturstoffe erfolgte in Hela-Zellen durch Inkubation von 3, 1 und 5
(50 pm) fiir eine Stunde, bevor 4 (50 pum) zugegeben wurde. (b) Zyto-
toxische MTT-Assays in HelLa-Zellen mit Omuralid. Vibralacton hat
keinen Einfluss auf diese Zellen (Abbildung S6). c) ICsy-Bestimmung
von 1 gegen die ChTL-Aktivitdt des Hefeproteasoms mithilfe des chro-
mogenen Substrats Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC. Bei Verwendung von bis
zu 1 mm von 3 wird die KP-Aktivitat nicht verdndert (Abbildung S6).

d) Hitzedenaturierung von rekombinantem APT1 und APT2 beweist,
dass 3 nur an das native Enzym bindet. e) Inhibitionskurven von Vibra-
lacton gegen APTT und APT2. Bei Verwendung von bis zu 500 pm Om-
uralid wird die APT-Aktivitat nicht beeintrachtigt (Abbildung S6). Alle
Experimente wurden mindestens dreimal durchgefiihrt; Fehlerbalken
zeigen die mittlere Standardabweichung.

Bemerkenswert ist, dass 1 lediglich von Bakterien expri-
miert wird, wohingegen 3 ein Metabolit von Pilzen ist. Dies
kann aufgrund der Uberlebensstrategien der Organismen
entstanden sein. Streptomyceten besitzen kein Proteasom,
wihrenddessen die KP-Aktivitdt in allen Eukaryoten le-
benswichtig ist. Die Verdnderung der (-Lacton-y-Lactam-
Gruppe auf molekularer Ebene war moglicherweise der
Anfang fiir die unterschiedliche Zielmolekiilpriaferenz jeder
dieser Naturstoffe, die dann wiahrend der Evolution entspre-
chend des spezifischen Wirtorganismus perfektioniert
wurden.”®  B-Lacton-Proteasominhibitoren fanden ihren
Einsatz zu Beginn ausschliellich als wichtige biochemische
Werkzeuge, heutzutage befinden sie sich bereits in einer
Vielzahl von klinischen Studien zur Behandlung von ver-
schiedenen Krebsarten.[*"

Die meisten Naturstoffe, deren Zielmolekiil das Protea-
som ist, stellen das klassische Prinzip der KP-Bindung infra-
ge. Daher miissen mehrere Techniken kombiniert werden,
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um alle Leitstrukturmotive herauszufinden, die fiir Bindung,
Reaktivitit und reversible®/irreversible'”! KP-Inhibition
benotigt werden (Abbildung S5). Dagegen ist Vibralacton der
erste identifizierte Naturstoff, der die APTs inhibiert. Diese
Thioesterasen spielen eine bedeutende Rolle in der S-De-
palmitoylierung von N- und H-Ras-Proteinen, welche fiir die
Lokalisierung und Signalgebung in Zellen verantwortlich
sind.”! Es wurde bereits gezeigt, dass das synthetische f-
Lacton Palmostatin B die APT1-Thioesterase mit einer I1Cs,
von 0.67 uM inhibiert und den Acylierungszyklus der Depal-
mitoylierung unterbricht, wobei der epidermale Wachstums-
faktor, der die Ras-Aktivitit induziert, beeinflusst wird.[*”!
Zusammenfassend weist das 3-Lacton-Geriist in 1 und 3 eine
kompakte, funktionalisierte Matrix auf, die vielversprechen-
de Prinzipien und Konzepte fiir zukiinftige, spezifische Ziel-
molekiile fiir die Wirkstoffentwicklung beinhaltet. Trotz ihrer
strukturellen Ahnlichkeit haben beide Naturstoffe unter-
schiedliche biologische Zielmolekiilpriaferenzen innerhalb
der Zelle.
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