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Proteasominhibitoren

I m Bereich der chemischen Biologie werden biologische Sonden- und

Angewandte

Aus dem Inhalt

Wirkstoffmolekiile klassischerweise genutzt, um die Aktivitit von

Proteinen (wie Enzymen und Rezeptoren) zu modulieren, die sich
verhdltnismdfig leicht durch niedermolekulare Verbindungen beein-
flussen lassen. Der verbleibende Rest, der die Mehrheit des Proteoms
stellt, galt lange Zeit als fiir Wirkstoffe unzugdnglich (,,undruggable®).
Mithilfe niedermolekularer Modulatoren des Ubiquitin-Proteasom-
systems (UPS) ist es moglich, statt der Proteinaktivitiit die Protein-

menge zu modulieren, was die Anzahl der zugdnglichen Zielmolekiile

erhoht. Wihrend ein Angriff auf das Proteasom selbst zu einer glo-
balen Erhohung der Proteinmenge fiihren kann, lisst sich durch das
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Ansteuern anderer Komponenten des UPS (z. B. der E3-Ubiquitinli-
gasen) in gezielter Weise eine Erhohung von Proteinmengen erreichen.
Als Alternative dazu beginnen sich verschiedene Strategien zur In-
duktion des Proteinabbaus mittels niedermolekularer ,,Sonden“ ab-
zuzeichnen. Durch die Fihigkeit, den Abbau bestimmter Proteine zu
induzieren und/oder zu inhibieren, besitzen niedermolekulare Mo-
dulatoren des UPS das Potenzial, den fiir Wirkstoffe zuginglichen
Anteil des Proteoms iiber klassische Zielstrukturen wie Enzyme und
Rezeptoren hinaus in signifikanter Weise zu erweitern.

1. Einfiihrung

Mit den heute verfiigbaren Methoden der Molekularbio-
logie und Genetik ist es moglich, praktisch jedes beliebige
Gen in Zellkulturen oder Versuchstieren auszuschalten oder
tiberzuexprimieren. Andererseits wiirde eine pharmakologi-
sche Steuerung von Genen eine zeitliche Kontrolle ermogli-
chen und wire reversibel, was fiir die Entwicklung thera-
peutischer Substanzen und fiir biologische Studien wiin-
schenswert wire.!! Ungliicklicherweise sind die gegenwirtig
verfiigbaren niedermolekularen Sonden und Wirkstoffe be-
ziiglich ihrer moglichen Zielstrukturen deutlich limitiert im
Vergleich zu den aktuellen genetischen Methoden.”” Bisher
waren pharmakologische Molekiile darauf beschrinkt, auf
Enzyme und Rezeptoren zu wirken, die wohldefinierte Bin-
dungstaschen besitzen, in die sich kleine Molekiile fest ein-
fiigen konnen. Zahlreiche Proteine, einschlieBlich solcher, die
durch Protein-Protein-Wechselwirkungen als Geriistbaustei-
ne wirken, wurden daher als ,,unzuginglich® fiir Wirkstoffe
angesehen.”! SchlieBlich sei erwihnt, dass niedermolekulare
Verbindungen mit aktivierender Wirkung auf Proteine zwar
bekannt sind (z.B. Rezeptoragonisten), diese aber auf einen
noch kleineren Ausschnitt des Proteoms einwirken als Inhi-
bitoren.

FEine Alternative zur Inhibierung und Aktivierung von
Proteinen durch niedermolekulare Substanzen, die den Ef-
fekten molekularbiologischer Techniken ndherkdme, wire
die gezielte Beeinflussung der Proteinmenge. Auf der post-
translationalen Ebene ldsst sich ein solches Vorgehen durch
Modulation des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) reali-
sieren. Eine Steuerung der Proteinmenge durch niedermole-
kulare Substanzen auf der Ebene der Transkription stellt
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ebenfalls ein aufregendes Forschungsgebiet dar, das aber
nicht Gegenstand dieses Aufsatzes sein soll. Niedermoleku-
lare Inhibitoren der Ubiquitinylierungskaskade oder des
Proteasoms bieten die Moglichkeit, Proteine, auf die das UPS
abzielt, in spezifischer Weise zu stabilisieren. Inhibitoren von
Desubiquitinasen und Chaperonen (Faltungshelferprotei-
nen), die Proteine vor dem proteasomalen Abbau bewahren,
bieten die Moglichkeit, die Mengen bestimmter Proteine
abzusenken. Dariiber hinaus befinden sich mehrere Strate-
gien in der Entwicklung, die auf eine ,,Kaperung“ des UPS
abzielen, um den Abbau von Proteinen zu induzieren, die
nicht bereits Ziele des UPS sind.

1.1. Ubersicht iiber das Ubiquitin-Proteasom-System

Das Ubiquitin-Proteasom-System arbeitet nach einem
komplexen, koordinierten Prozess, der die kovalente An-
kniipfung des aus 76 Aminosduren bestehenden Proteins
Ubiquitin an abzubauende Zielproteine (Substrate) beinhal-
tet. Diese Markierung mit Ubiquitin fiithrt anschlieend zur
»Erkennung® und zum Abbau durch das 26S-Proteasom.!
Der Prozess beginnnt mit dem E1-Ubiquitin-Aktivierungs-
enzym (UAE oder Ubal), das zunichst (unter ATP-Ver-
brauch) den C-Terminus des Ubiquitins adenyliert und dabei
eine reaktive Thioesterbindung mit einem an der Protein-
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Abbildung 1. Zusammenfassung des Ubiquitin-Proteasom-System. Ubiquitin wird durch das Ubiquitinaktivierungsenzym E1 aktiviert und dann auf
ein E2-Ubiquitinkonjugationsenzym tbertragen. Das E2 iibertrigt das Ubiquitin auf das Zielprotein, unterstiitzt durch eine E3-Ubiquitinligase, die
das Zielprotein erkennt. Der Vorgang kann sich wiederholen und so zu Polyubiquitinketten fiihren, die das Regulatorpartikel des 26S-Proteasoms
binden. Das Zielprotein wird daraufhin abgebaut, und die Ubiquitineinheiten werden wieder freigesetzt.l*>”!

oberflidche befindlichen Cystein bildet. E1 transferiert dann
das so aktivierte Ubiquitin auf ein E2-Ubiquitinkonjugati-
onsenzym, wobei sich ein neuer Thioester bildet. Eine von
tiber 600 bekannten E3-Ligasen fungiert dann als Adapter
(eine Ausnahme stellt die HECT-Familie von E3-Ligasen dar,
bei denen intermedidr noch ein dritter Thioester gebildet
wird), der den E2-Ubiquitinkomplex in die Nédhe des zum
Abbau bestimmten Zielproteins bringt und dadurch die
Ubertragung des Ubiquitins auf ein an der Oberfliche gele-
genes Lysin unter Bildung einer Isopeptidbindung erleichtert
(Abbildung 1). Die Anlagerung des Ubiquitins ist durch die
Wirkung  verschiedener Desubiquitinylierungsenzyme
(DUBSs) reversibel.[*+6!

Der Vorgang kann sich wiederholen, indem zusitzliche
Einheiten Ubiquitin an den N-Terminus oder einen der
sieben Lysinreste des Ubiquitins gekniipft werden. Die Bil-
dung einer Kette aus wenigstens vier Ubiquitineinheiten, die
iiber Lys* verbunden sind, wird aus hinreichend erachtet, um
das abzubauende Zielprotein dem proteolytischen Abbau
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versity von New York in Geneseo (Abschluss
2008) und promovierte bei Craig Crews an
der Yale University im Fach Chemie. Seine
Forschungen gelten der Entwicklung von Li-
ganden fiir die E3-Ligase VHL sowie deren
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durch das 26S-Proteasoms zuzufiihren.”) Der proteolytische
Abbau umfasst die Entfernung der Ubiquitineinheiten (die
wiederverwertet werden) und die Zerlegung des Zielproteins
in kurze Fragmentpeptide (Abbildung 1).1! Allerdings sind
auch andere Verkniipfungsarten der Ubiquitinketten mog-
lich, die verschiedene biologische Auswirkungen jenseits des
proteasomvermittelten Proteinabbaus haben koénnen. Dazu
gehort die Bildung von Lys®-Ketten, die, wie gezeigt werden
konnte, an der Regulation von Endocytosevorgédngen betei-
ligt sind. Die Monoubiquitinylierung von Proteinen kann zu
diversen biologischen Effekten fithren, z. B. einer induzierten
Konformationsinderung im Zielprotein. Ferner wurden
zahlreiche ubiquitindhnliche Proteine (UBLs, ubiquitin-like
proteins) wie SUMO und NEDDS identifiziert, die mittels
eines analogen Systems, das sich jedoch eigener, abweichen-
der Enzyme bedient, mit anderen Proteinen ligieren konnen.
Diese UBLs konnen ebenfalls eine Vielzahl von Wirkungen
haben, die oftmals auf einer induzierten Konformationsin-
derung der Zielproteine beruhen.®

Craig Crews studierte Chemie an der Univer-
sity of Virginia und promovierte in Harvard
bei R. L. Erikson. Nach einem Postdoktorat
bei S. L. Schreiber erhielt er 1995 einen Ruf
nach Yale. Seine Forschungen gelten der
Kontrolle intrazelluléirer Proteinmengen
durch niedermolekulare Substanzen und
fiihrten unter anderem zu dem Proteasom-
inhibitor Carfilzomib /Kyprolis basierend auf
der Leitverbindung YU101.
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2. Stabilisierung von Proteinen durch niedermoleku-
lare Verbindungen: Inhibitoren des Proteinab-
baus

Infolge der vielfiltigen Wirkungen der Ubiquitinylierung
auf diverse biologische Prozesse (einschlieBlich Zellzyklus,
Apoptose, Onkogenese, Qualitidtskontrolle von Proteine und
Angiogenese),”! bietet der proteasomabhiingige Abbau
zahlreiche attraktive Angriffspunkte fiir die Entwicklung
therapeutischer Eingriffe bei zahlreichen Krankheitsbildern.
Jede Enzymbklasse, von El iiber die ungeféhr 40 E2-Enzyme
bis hin zu den iiber 600 E3-Ligasen und den verschiedenen
Untereinheiten des konstitutiven wie des immunologischen
Proteasoms, hat als Angriffspunkt von Wirkstoffen nach
MafBgabe ihrer biologischen Funktion, ihrer Spezifitdt und
ihrer pharmakologischen Zuginglichkeit sowohl Vor- wie
Nachteile.”) Andere zellulire Prozesse, z.B. die Autophagie,
haben ebenfalls einen regulatorischen Einfluss auf den Pro-
teinabbau, diese sollen jedoch nicht Gegenstand dieses Auf-
satzes sein und wurden an anderer Stelle zusammengefasst
und diskutiert.”

2.1. Proteasom-Inhibitoren

Gegenwirtig gibt es nur zwei FDA-zugelassene Wirk-
stoffe, die auf das UPS einwirken: Bortezomib/Velcade und
Carfilzomib/Kyprolis, die beide das Proteasom direkt hem-
men.[®?! Zahlreiche Klassen von Proteasominhibitoren sind
beschrieben worden:>'% darunter finden sich Peptidalde-
hyde, Peptidylboronate, Epoxyketone, Vinylsulfone,!! j-
Lactone,"? Hydroxyharnstoffe,™® o-Ketoaldehyde!™ und
andere mehr. Viele enthalten ein Elektrophil, das den ent-
scheidenden nukleophilen Rest Thr' der katalytischen Un-
tereinheiten B1, 3 und BS des Proteasoms angreift."” Oft
sind diese Elektrophile an eine lineare oder zyklische Pep-
tidkette, die ein Substratmolekiil imitiert, angefiigt. Auch
nichtkovalente Inhibitoren wie TMC-95A!"! und die nicht-
kompetitive Imidazolinklasse wurden vorgestellt.ll”!

Die erste Klasse von Proteasominhibitoren, die identifi-
ziert werden konnte, waren Peptidaldehyde,[18J unter denen
MG132 (oder Z-LLL; von der Firma Myogenics entwickelt)
das bestuntersuchte ist (Abbildung 2).!") Diese Verbindungen
sind potente (K;=4nm)!” kovalente Inhibitoren der chy-
motrypsinartigen Aktivitit der B5-Untereinheit. Probleme
wie der Mangel an Selektivitit gegeniiber anderen Proteasen
(wie Calpainen und Cathepsinen), eine rasche Oxidation und
das hohe MaB an Reversibilitit des mit dem Thr' gebildeten
Halbketals verhinderten allerdings den therapeutischen Ein-
satz dieser Verbindungen. Dennoch hat die Kombination aus
Wirkstarke und leichter Verfiigbarkeit (bei vergleichsweise
geringen Kosten) dazu gefiihrt, dass MG132 zu einem der
meistverwendeten Proteasominhibitoren fiir biologische
Studien geworden ist.”! Neben synthetischen Peptidaldehy-
den haben sich auch Naturstoffe wie das Fellutamid B als
Hemmstoffe des Proteasoms erwiesen.”)

Die Arbeiten iiber Peptidaldehyde haben unmittelbar zur
Entdeckung der Peptidylboronate gefiihrt; man fand, dass die
Umwandlung der Aldehydfunktion von MG132 in ein Bor-
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Abbildung 2. Eine Zusammenstellung von Proteasominhibitoren, ein-
schlielich des verbreitet eingesetzten MG132 sowie Bortezomib/Vel-
cade und Carfilzomib/Kyprolis, zwei von der US-amerikanischen FDA
fir die Behandlung des multiplen Myeloms zugelassenen Wirkstoffen.

sdurederivat (MG262 oder Z-LLL-Boronat) die Wirkstidrke
massiv ansteigen lieB (K; =18 pm).”! Diese verbesserte Wir-
kung ermoglichte die Entwicklung kleinerer Dipeptidylbor-
sdauren wie dem Bortezomib der Firmen Myogenics/Pro-
Script. Diese Wirkstoffklasse hatte den zusédtzlichen Nutzef-
fekt einer im Vergleich zu den Peptidaldehyden erhohten
Spezifitit, da der Borsdureanteil eine weitaus geringere Re-
aktivitdt gegeniiber Cysteinproteasen wie den Cathepsinen
und den Calpainen aufweist.’!! Bortezomib bildet mit Thr'
reversibel ein tetraedrisches Borat, wie rontgenkristallogra-
phisch gezeigt werden konnte.’”! Nachdem die Firma Mill-
ennium Pharmaceuticals (heute im Besitz von Takeda) die
Rechte erworben hatte, wurde 1997 die klinische Erprobung
von Bortezomib begonnen. 2003 erteilte die FDA eine Zu-
lassung fiir die Behandlung des multiplen Myeloms. Unter
dem Handelsnamen Velcade wird es intravends oder subku-
tan verabreicht und befindet sich gegenwirtig in der Erpro-
bung zur Behandlung anderer Krebsformen wie dem Non-
Hodgkin-Lymphom. 212

FEine weitere Klasse von Proteasominhibitoren sind die
Epoxyketone. Die ersten beschriebenen Epoxyketone waren
die Naturstoffe Eponemycin®! und Epoxomicin (Abbil-
dung 2),”! die in Anbetracht ihrer Aktivitit gegen Mela-
nomezelllinien in den frithen 90er Jahren bei Bristol-Myers
Squibb isoliert wurden. Der Wirkmechanismus dieser Ver-
bindungen blieb lange ungeklirt, bis unserer Arbeitsgruppe
die Totalsynthese von Eponemycin®®! und Epoxomicin®”!
sowie ihrer biotinylierten Affinitdtsreagentien gelang, mit
denen gezeigt wurde, dass beide Verbindungen potente
Inhibitoren des Proteasoms sind.® Wir wiesen auBerdem
nach, dass die Epoxyketone mit dem Thr' des Proteasoms
reagieren und zunichst ein Halbketal bilden, gefolgt von
einem Angriff der terminalen Aminofunktion des Epoxids
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unter Bildung eines stabilen Morpholinrings.” Dieser zwei-
stufige nukleophile Angriff auf das Epoxyketon fiihrt nicht
nur zu einer irreversiblen (im Gegensatz zu den langsam re-
versiblen Peptidylboronaten wie Bortezomib) Hemmung des
Proteasoms, sondern bewirkt auch eine hohe Spezifitit auf-
grund des unter Proteasen einmaligen katalytisch aktiven N-
terminalen Threonylrestes (Schema 1).

Thr!

stabiles Morpholin-Addukt

Schema 1. Vorgeschlagener Mechanismus der Inaktivierung des Pro-
teasoms durch Epoxomicin. Auf die anfingliche Halbketalbildung folgt
eine Expoxidéffnung durch die terminale Aminofunktion unter Bildung
eines stabilen Morpholinaddukts, das mittels Réntgenkristallographie
nachgewiesen werden konnte !

Nachdem das Proteasom als Angriffsziel fiir das Epoxo-
micin identifiziert werden konnte, versuchten wir als nichstes,
die Selektivitdt der Epoxyketone fiir die chymotrypsinartige
Aktivitdt des Proteasoms zu optimieren (gegeniiber der
beiden anderen primdren Wirkungen, der trypsinartigen und
der caspaseartigen Aktivitit). Ein verbesserter selektiver
Inhibitor war wiinschenswert, um die inhibitorischen Effekte
der einzelnen katalytischen Untereinheiten spezifischer zu
ermitteln. Dariiber hinaus besa3en die meisten Proteasom-
inhibitoren (darunter auch Bortezomib und Epoxomicin)
bereits eine signifikante Selektivitit fiir die chymotrypsinar-
tige Aktivitdt der B5-Untereinheit, was darauf hindeutete,
dass die therapeutischen Effekte dieser Hemmstoffe primir
auf die Inhibition dieser Aktivitédt zuriickzufiihren sind. Das
Ergebnis dieser Optimierungen war die Verbindung
YU101,P% die eine verbesserte Selektivitit fiir die chymo-
trypsinartige gegeniiber der trypsinartigen Aktivitit sowie
eine fast 8000fach hohere Selektivitdt gegeniiber der caspa-
seartigen Aktivitit aufwies (Abbildung 2). Wir waren dann in
der Lage, den Quotienten K,/[I] fiir die chymotrypsinartige
Aktivitdt mit der Hemmung der Zellvermehrung zu korre-
lieren.

Eine Lizenz zur Verwertung dieser Resultate ging an die
Firma Proteolix Inc., die die Verbindung durch Anfiigung
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eines Morpholinrestes modifizierte, um die Loslichkeit zu
verbessern. Die daraus resultierende Verbindung, das Car-
filzomib,*? wurde dann an Patienten mit multiplem Myelom,
die resistent gegen Bortezomib sowie gegen Thalidomid oder
Lenalidomid waren, klinisch erprobt. Bei Patienten mit rek-
raktdrem multiplem Myelom hatte (intravends verabreichtes)
Carfilzomib eine Gesamtwirkungsrate von 23.7% bei einer
mittleren Dauer der Wirkung von 7.8 Monaten.”! Auf der
Grundlage dieser Phase-II-Studie sowie anderer Daten, die
ein allgemein vergleichbares Sicherheitsprofil (wie Bortez-
omib) und signifikant verbesserte Werte fiir periphere Neu-
ropathien als Nebenwirkung nachwiesen, wurde Carfilzomib
2012 von der FDA zugelassen. Die Substanz wird gegenwértig
von der Firma Onyx Pharmaceuticals (die 2009 Proteolix
iibernommen hat) unter dem Namen Kyprolis vertrieben.?*

Uber die beiden von der FDA zugelassenen Wirkstoffe
hinaus gibt es ein starkes Interesse an der Entwicklung ver-
besserter Proteasominhibitoren fiir den klinischen Einsatz.
Ein Wege, den die aktuelle Forschung beschreitet, zielt auf
die Verbesserung der Bioverfiigbarkeit von Proteasominhi-
bitoren. Aktuell befinden sich mehrere oral verabreichbare
Proteasominhibitoren in der klinischen Erprobung, darunter
Ixazomibcitrat (MLN9708) von der Firma Millenium sowie
Oprozomib (ONX 912) von der Firma Onyx.” Ein weiteres
aktives Forschungsgebiet ist die Entwicklung von Inhibitoren,
die selektiv fiir das Immunoproteasom sind, das in Lympho-
cyten exprimiert wird. Von der Inhibierung des Immunopro-
teasoms erhofft man sich Behandlungsansitze fiir Autoim-
mun- und neurodegenerative Erkrankungen. Inhibitoren wie
ONX 914 besitzen eine Selektivitét fiir das Immunoprotea-
som gegeniiber dem konstitutiven Proteasom. Kristallogra-
phische Untersuchungen deuten darauf hin, dass die ge-
wiinschte Selektivitdt auf eine groBere P1-Bindungstasche
des Immunoproteasoms zuriickzufiihren sein konnte.®

Ein moglicher Nachteil bei der Verwendung von Protea-
sominhibitoren ist, dass es durch die Hemmung des Protein-
abbaus zur Bildung und zum Anstau von Proteinaggregaten
in den Zellen kommen konnte. Eine Aggregation und Abla-
gerung von Proteinen wird ursdchlich mit neurodegenerati-
ven Krankheiten wie Morbus Alzheimer in Verbindung ge-
bracht. Allerdings iiberwinden Bortezomib und Carfilzomib
nicht ohne weiteres die Blut-Hirn-Schranke, daher sollte ihre
Wirkung auf das zentrale Nervensystem begrenzt sein,**"]
obwohl periphere Neuropathie, wie bereits weiter oben dar-
gelegt wurde, eine ernste Nebenwirkung einer Behandlung
mit Bortezomib ist.

2.2. Inhibitoren des E1-Ubiquitin-Aktivierungsenzyms und
verwandter E1-Proteine

Das E1-Ubiquitin-Aktivierungsenzym (UAE) vollfiihrt
seine Aufgabe in zwei separaten Schritten. Zuerst adenyliert
es den C-Terminus des Ubiquitins, danach bildet es eine ko-
valente Thioesterbindung mit dem Cysteinylrest des aktiven
Zentrums. Eine Inhibition auf der Ebene des E1 wiirde die
Ubiquitinylierung verhindern und so zu einer globalen Sto-
rung des UPS fithren, was wohl dhnliche Effekte wie die In-
hibition des Proteasoms hitte (im Gegensatz zur Inhibition

Angew. Chem. 2014, 126, 2344 — 2363
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von E2, E3 oder der DUB-Enzyme, die spezifischere Aus-
wirkungen haben konnen). Es bestand ein erhebliches Inter-
esse an der Entwicklung von El-Inhibitoren; das Thema
wurde in jiingerer Zeit zusammenfassend behandelt.”!

Der erste zellgéngige Inhibitor war das Pyrazon PYR41
(Abbildung 3), der in der Zelle das UAE durch kovalente
Bindung hemmt. Dies verhindert die Ubiquitinylierung und

0 o
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/©/ 0 o__ Q 0 o__
EtO,C o T o
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o-
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Qe OO0
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Abbildung 3. Niedermolekulare Inhibitoren des E1-Ubiquitin-Aktivie-
rungsenzyms.

den proteasomalen Abbau von Proteinen wie p53.”") Ein
dhnlicher Inhibitor, das PYZD4409, bewirkt ebenfalls den
Tod maligner Zelle und hatte bei leukédmischen Méusen
Aktivitit."? Neben diesen Pyrazon-UAE-Inhibitoren wurden
noch andere Hemmstoffe vorgestellt: der Stickstoffmonoxid-
Prowirkstoff JS-KM* und das Disulfid NSC624206,* die
beide durch Modifizierung des katalytischen Cysteins wirken.
Der Naturstoff Largazol, der wegen seiner Wirkung auf
Histondesacetylasen bekannt ist, hemmt auch das UAE,
indem er die Adenylierung des Ubiquitins (nicht jedoch die
Thioesterbildung) inhibiert.*® Obwohl bereits zahlreiche
UAE-Inhibitoren entwickelt worden sind, miissen wahr-
scheinlich neue Inhibitorklassen mit verbesserter Spezifitét
und wirkstoffartigen Eigenschaften gefunden und entwickelt
werden, bevor ein therapeutischer Einsatz denkbar ist.”*
Neben dem Ubiquitin-Aktivierungsenzym (UAE) gibt es
noch sieben weitere E1-Proteine, die ubiquitindhnliche Pro-
teine (UBLs) aktivieren. Die Firma Millennium Pharmaceu-
ticals hat einen niedermolekularen Inhibitor fiir das NEDD8-
Aktivierungsenzym (NAE) namens MLLN4924 entwickelt, der
seine Wirkung iiber einen interessanten Mechanismus ent-
faltet, der als ,substratunterstiitzte Inhibition“ bezeichnet
wird. MLN4924 ist ein Adenin-Mimetikum, das in Gegenwart
des NAE mit dem NEDDS durch nucleophilen Angriff der
Sulfamatgruppe des intermediédren Thioesters eine kovalente
Bindung bildet (Schema 2). Das Addukt NEDD8-MLN4924
ist dann in der Lage, in Form eines nichthydrolysierbaren
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Schema 2. MLN4924 kann mit dem aktivierten Intermediat NEDDS8-
NAE reagieren, wobei eine nichthydrolysierbare kovalente Bindung mit
NEDDS8 gebildet wird. Das MLN4924-NEDD8-Addukt wirkt dann als
Mimetikum des adenylierten NEDD8-Substrats, das NAE kompetitiv
inhibiert."

Mimetikums des adenylierten NEDDS8-Intermediats als po-
tenter Inhibitor des NAE aufzutreten.*! Da die NEDDylie-
rung wichtig fiir die Aktivitdt der Cullin-RING-Ligasen
(CRLs), einer Familie von E3-Ligasen, ist, hat die Inhibition
des NAE therapeutisches Potential.***! Vor diesem Hin-
tergrund ist MLN4924 als mogliches Medikament fiir die
Behandlung himatologischer wie nichthdmatologischer Ma-
lignien in Phase-I- und Phase-I/II-Erprobungen gegangen.™!

2.3. Inhibitoren des E2-Ubiquitin-Konjugationsenzyms

Die etwa 40 E2-Proteine sind dafiir zusténdig, Ubiquitin
oder ein UBL-Protein vom E1 zu iibernehmen und es in
Verbindung mit der zustdndigen E3-Ligase auf das Zielpro-
tein zu iibertragen. Ungeachtet der Existenz eines katalytisch
wirksamen Cysteinrestes liegt die Entwicklung von E2-Inhi-
bitoren hinter den E1-Inhibitoren zurtick, sodass bislang von
nur zwei E2-Inhibitoren berichtet wurde. Ceccarelli et al.
haben den ersten Inhibitor fiir ein E2-Enzym beschrieben.
Dieser wurde im Rahmen eines Hochdurchsatz-Screenings
auf Inhibitoren der Ubiquitinylierung von p27%"' gefunden.
p27%P! ist von Bedeutung fiir das Fortschreiten des Zellzyklus
und stellt ein mogliches Angriffsziel bei der Krebsbekamp-
fung dar. In einem zellfreien System wurde mit sdmtlichen
Komponenten die Ubiquitinylierungsmaschinerie der Zelle
rekonstituiert: biotinyliertes Ubiquitin, das E1-Enzym Ubal,
das E2-Protein hCdc34, der E3-Komplex SCF** (sowie
Cksl) und schlieBlich das phosphorylierte Substrat p27¥P!,
CC0651 (Abbildung 4) erwies sich als Inhibitor der p27%Pl-
Ubiquitinylierung. Es wurde gefunden, dass die Aktivitédt von
CC0651 auf eine allosterische Hemmung von hCdc34 zu-
riickzufiihren ist, was durch Rontgenkristallographie bestétigt
wurde. CC0651 hemmt die Zellproliferation und fiihrt zur
Akkumulation von p27Xir! 1]

Jiingst wurde iiber die Inhibition eines bestimmten E2-
Proteins namens Rad6 (das essentiell fiir die postreplikative
DNA-Reparatur ist) berichtet. Die Verbindung TZ9 wurde
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Abbildung 4. Niedermolekulare E2-Ligase-Inhibitoren. CC0651 inhibiert

hCdc34,¢2 TZ9 inhibiert Rad6,”! 2-D08 inhibiert das SUMO-E2 UBc-
9.[48]

mithilfe von virtuellem Screening entwickelt und so entwor-
fen, dass sie an das katalytische Zentrum von Rad6 binden
soll. TZ9 vermochte in vitro die Ubiquitinylierung von His-
tonen zu verhindern und inhibierte die Zellproliferation. Im
Unterschied zu CC0651, das als allosterischer Effektor wirkt,
wird fiir TZ9 vorausgesagt, dass es die Thioesterbildung
blockiert, was es zum ersten kompetitiven E2-Ligase-Inhibi-
tor machen wiirde.'’ Das SUMO-E2 Ubc-9 war ebenfalls
Gegenstand von Inhibitionsstudien. Schneekloth und Mitar-
beiter haben jiingst das Flavonoid 2-D08 identifiziert, das die
Ubertragung von SUMO von einem Modellsubstrat auf Ubc-
9 sowie die SUMOylierung der Topoisomerase-1 in einem
Zelltestsystem inhibiert.[*!

2.4. Niedermolekulare Inhibitoren der E3-Ligasen

E3-Ligasen katalysieren die Addition von Ubiquitin oder
eines UBL-Proteins an Zielproteine. Man kennt iiber 600 E3-
Ligasen,”® die in vier Familien unterteilt werden: E3 mit
HECT-Dominen, U-box-E3, monomere RING-E3 und
multimere RING-E3). Der iiberwiegende Anteil der Sub-
stratspezifitdt des UPS entstammt der Selektivitdt der E3-
Ligasen, was sie zu attraktiven Zielen fiir die Entwicklung
von Therapeutika macht. Ungliicklicherweise fehlt den
meisten E3-Proteinen jedwede enzymatische Aktivitit. Sie
entfalten ihre Wirkung vielmehr, indem sie die mit Ubiquitin
beladenen E2-Proteine in rdumliche Nihe der Zielproteine
bringen (eine Ausnahme sind die HECT-E3-Proteine, die mit
dem Ubiquitin vor der Ubertragung auf das Substrat eine
Thioesterbindung bilden). Die Hemmung von E3-Ligasen
zielt daher im Allgemeinen auf Protein-Protein-Wechselwir-
kungen, deren Modulation durch niedermolekulare Verbin-
dungen als schwierig gilt."!

Die erste E3-Ligase, die erfolgreich inhibiert werden
konnte, war MDM?2, die das Tumorsuppressorprotein p53
ubiquitinyliert. Die Firma Roche gab die Entdeckung der
Nutline bekannt, einer Gruppe von cis-Imidazolin-Inhibito-
ren, die die Interaktion von MDM?2 mit p53 storen und so das
p53 in den Zellen stabilisieren. Tumorxenotransplantate auf
Nacktmiuse wurden dadurch in ihrem Wachstum ge-
hemmt.™! Inzwischen befindet sich ein oral verabreichbares
Nutlin-Derivat namens RG7112 (Abbildung 5)" in der
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Abbildung 5. Nutlin, der erste MDM2-Inhibitor, sowie weitere ausge-
wihlte MDM2-Inhibitoren.

Phase I der klinischen Erprobung zur Behandlung solider wie
hiamatologischer Tumoren.”!! Ein weiterer MDM2-Inhibitor,
das Tryptamin JNJ-26854165, das ebenfalls peroral appliziert
wird, befindet sich gleichfalls in Phase I der klinischen Er-
probung, scheint seine Wirkung aber durch eine Blockade der
Wechselwirkung des p53-MDM2-Komplexes mit dem Pro-
teasom zu entfalten.®*? Eine ganze Anzahl weiterer Klassen
von MDM2-Inhibitoren wurde entwickelt,” darunter die
Spiro-Oxindole, die sich im Rahmen eines strukturgestiitzten
Wirkstoffdesigns anboten. Zu dieser Gruppe gehoren MI-
2195 und MI-888.7%1 Obwohl p53 ein bedeutender Tumor-
suppressor ist, werden Ansétze zur Stabilisierung des Proteins
in der Zelle aufgrund des groen Prozentsatzes von Krebs-
fillen mit mutiertem p53 wenig Wirkung haben.’”)

Der Inhibitor der IAP-Familie von E3-Ligasen (IAP:
inhibitor of apoptosis protein) wurde ebenfalls ausfiihrlich
untersucht, iiblicherweise mit weitgehend peptidischen oder
peptidomimetischen Inhibitoren nach dem Vorbild des na-
tiirlichen inhibitorischen Proteins der IAPs, SMAC/
DIABLO. Die IAPs regulieren die Apoptose (den induzier-
ten Zelltod) auf verschiedenen Wegen, zu denen die Regu-
lation der Caspasen 3, 7 und 9 gehoren. Eine umfangreiche
Ubersicht iiber IAP-Inhibitoren wurde kiirzlich verdffent-
licht.® Zahlreiche solche Verbindungen befinden sich in der
klinischen Erprobung (Abbildung 6)."! SMAC-Mimetika
binden die BIR3-Doméinen von IAPs, die sich von der RING-
Domine deutlich unterscheiden. Die bahnbrechenden Ar-
beiten von Abbott fithrten zu dem optimierten Peptidligan-
den Substanz 11 (Abbildung 6)."! Die Gruppe um Shaomeng
Wang an der University of Michigan optimierte diesen
Strukturkern durch Ersatz des Cyclohexylglycin-Prolin-
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Abbildung 6. Zusammenfassung der IAP-Inhibitoren einschlieflich AT-
406 (von der Firma Ascenta Therapeutics und der University of Michi-
gan entwickelt),® das in der klinischen Phase-I-Erprobung fiir die
orale Verabreichung bei soliden Tumoren und Lymphomen ist; GDC-
0152 der Firmen Genentech und Roche, das intravends verabreicht
wird und sich in der Phase-I-Erprobung bei metastasierenden Maligni-
en befindet;®* ) sowie das bivalente TL32711 (intravenss verabreicht),
entwickelt von der Firma Tetralogics Pharma.®*®¥ LCL161 (Novartis),
AEG35156 und AEG40826 (Aegera) sowie YM155 (Astellas Pharma)
befinden sich ebenfalls in der klinischen Erprobung, sind aber hier
nicht dargestellt.®®*®¥ Ausgewihlte SMAC-Mimetika wie SM-122 und
MV1 sind ebenfalls dargestellt, befinden sich aber noch nicht in der
klinischen Erprobung.

Motivs durch eine bicyclische Struktur, wie sie sich in SM-122
findet.® Ein weiterer peptidischer IAP-Antagonist ist das
MV1, das von der Firma Genentech entwickelt wurde.[!]
Die E3-Ligasen der SCF-Gruppe (SKP1, CULI1, F-box-
Protein) bilden die Unterfamilie der oligomeren Cullin-
RING-Ligasen (CRLs). Sie enthalten jeweils verschiedene F-
box-Proteine, die die Substratspezifitdt vermitteln, und rea-
gieren in vielen Fillen auf posttranslationale Modifikationen,
wie z.B. Phosphorylierungen, an den Zielproteinen (Abbil-
dung 7). Zahlreiche Mitglieder der SCF-Gruppe wurden
mit niedermolekularen Inhibitoren untersucht. SCFSP? ubi-
quitinyliert zahlreiche Proteine der Zellzykluskontrolle, wie
das p27%P'. SCF**.Inhibitoren wurden mittels virtuellem
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Abbildung 7. A) Darstellung des SCF-E3-Ligasekomplexes. Der Kom-
plex enthilt ein Cullin (das im aktiven Zustand NEDDyliert ist), wel-
ches eine RING-Domine sowie den Adapter Skp1 bindet. Skp1 bindet
auflerdem verschiedene F-box-Proteine (wie BTrCP, Cdc4 und Skp2),
die als Substratinteraktionsmotive fungieren, also die zu ubiquitinylie-
renden Zielproteine binden. B) Inhibitoren von SCF-E3-Ligasen. Die je-
weils inhibierten E3-Proteine sind in Klammern angegeben.

Screening der Grenzfliche des SCF**?-p27-Molekiilpaares
gesucht. Sowohl das Rhodanin C1 als auch das Pyrrolinon C2
inhibieren in vitro die Ubiquitinylierung von p27. Dies fiihrt
zur Akkumulation von p27 in den Zellen, was eine Arretie-
rung der Zellen am G1/S-Kontrollpunkt induziert.® Kiirzlich
wurde berichtet, dass eine Klasse von Chromonen SCFS<?
inhibiert, indem sie die Bindung von Skp2 an den restlichen
SCF-Komplex verhindern. Die Stammverbindung, Substanz
25, hatte in Versuchstieren Antitumorwirkung.®l SMER3
wurde im Rahmen eines chemisch-genetischen Screenings
nach Wirkverstiarkern des Rapamycins entdeckt. Es inhibiert
die Ubiquitinylierung von Met4 durch SCFM**" mittels einer
Blockade der Wechselwirkung von Met30 mit dem Kern des
SCF-Komplexes.”” Racemisches SCFI2 inhibiert Berichten
zufolge die Interaktion von SCF®* mit seinem Zielprotein,
phosphoryliertem Sicl. Kristallographische Untersuchungen
haben jedoch erwiesen, dass SCFI2 an die WD40-Propeller-
domine bindet, die 25 A vom Substratbindungsort entfernt
liegt, und das SCF™* also allosterisch hemmt.">%! GS143
(Abbildung 7) wurde als mutmaBlicher SCFF™PLInhibitor
vorgestellt. GS143 stabilisiert in Zellen das Protein IkBa.
Nachdem andere fiir die Stabilisierung denkbare Mechanis-
men ausgeschlossen werden konnten, stellten die Autoren die
Hypothese auf, dass GS143 die SCFFT*L.IxBa-Wechselwir-
kung unterbricht. Es liegen jedoch bislang keine Belege fiir
eine direkte Bindung von GS143 an SCFF™*! oder IxBa
vor.*
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Wir haben kiirzlich tiber den gezielten Entwurf nieder-
molekularer Verbindungen berichtet, die kompetitiv in die
primidre HIF-Bindungstelle von VHLs, den substratbinden-
den Untereinheiten von CRLs, binden. Mit Blick auf den
entscheidenden Hydroxyprolinrest des HIF entwickelten wir
die Verbindung VLI111."! Mithilfe rontgenographischer
Kristallstrukturen von VL111 und weiteren VHL-gebunde-
nen Derivaten!”! gelang die Optimierung des VHL-Liganden,
und VL116 und VL229 wurden erhalten (Abbildung 8).7

f@ o

VL1111

?ﬁ» Youl

VL116

OH
A SN
HN - e N
N H
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0 o

VL229

Abbildung 8. Strukturen von Hydroxyprolin-Derivaten, die befihigt
sind, die Wechselwirkung von VHL mit einem von HIF abgeleiteten
Peptid in vitro zu inhibieren.

Obwohl diese Verbindungen in vitro in der Lage waren, die
Wechselwirkung von VHL mit fluoreszierenden, von HIF
abgeleiteten Peptiden zu inhibieren, gelang es uns nicht, in
lebenden Zellen eine ligandeninduzierte Stabilisierung von
HIF nachzuweisen.

Thalidomid war urspriinglich als Sedativum entwickelt
worden, bevor es als starkes Teratogen, das bei Embryonen
Missbildungen wie Phocomelie (GliedmaBenmissbildungen)
und Amelie (Fehlen von GliedmaBen) verursacht, traurige
Beriithmtheit erlangte. Obschon es als Sedativum nicht mehr
im Einsatz ist, wird die Substanz auch heute noch zur Be-
handlung schwerwiegender Krankheiten wie der Lepra und
multiplem Myelom verwendet, auch wenn starke Nebenwir-
kungen zu verzeichnen sind. Kiirzlich wurde berichtet, dass
Thalidomid die E3-Ligase Cereblon (CRBN; ein Bestandteil
einer fiir die GliedmaBenbildung wichtigen CRL) bindet und
inaktiviert. Diese Befunde bieten ein Erkldrung fiir die em-
bryologischen Nebenwirkungen des Thalidomis und er6ffnen
moglicherweise einen Ansatz fiir die Entwicklung von Tha-
lidomid-Derivaten, die nicht gegen CRBN gerichtet sind.7!

2.5. Direkte Stabilisierung destabilisierter Proteine durch
niedermolekulare Verbindungen und Shield-1

Die direkte Bindung von Liganden vermag iiber eine
Reihe von Mechanismen die Stabilitit eines Proteins zu er-
hohen. Bindung eines Liganden fiihrt gemeinhin zur Erho-
hung der thermischen Stabilitét eines Proteins, sodass man die
differentielle Rasterfluorimetrie fiir ein Hochdurchsatz-
Screening heranziehen kann.”! Eine Ligandenbindung kann
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auflerdem das betreffende Protein fiir den Angriff durch
Proteasen vorbereiten; dies ist die Grundlage fiir DARTS,
einer Methode zur Auffindung zelluldrer Angriffsziele nie-
dermolekularer Verbindungen.”®! Die markanteste Stabili-
sierung innerhalb von Zellen resultiert jedoch aus dem Ein-
satz ligandenreaktiver Degrons.””)

Aufbauend auf fritheren Arbeiten mit Rapamycinderiva-
ten zur Stabilisierung von mutiertem Frb* ™ mutierten
Wandless und Mitarbeiter ein FKBP12-YFP-Fusionsprotein
mittels fehleranfilliger Polymerasekettenreaktion (PCR) und
analysierten anschlieend die Fluoreszenz in Gegenwart und
in Abwesenheit des FKBP12-Liganden, um nach destabili-
sierten FKBP12-Mutantenformen zu suchen, die sich durch
Hinzufiigung des Liganden ,retten“ lieBen. Die L106P-Mu-
tation wurde dann mithilfe des verwandten Liganden Shld1
weiter untersucht (Abbildung 9). Dabei ergab sich, dass

. Sh|d1 }k}‘\;\
%

5‘@

N/\/O ! ! OMe
OMe

Shid1 (Shield-1)

Abbildung 9. Shld1 wird eingesetzt, um mutierte FKBP-Proteine (und
FKBP-Fusionsproteine) zu stabilisieren.’

L106P in Zellkulturen” und in Miusen™ zahlreiche Fusi-
onsproteine vor dem Abbau bewahrt. Diese Methode wurde
dann so modifiziert, dass die Spaltung des Degrons moglich
wurde, um in Gegenwart des stabilisierenden Liganden das
native Protein zu erhalten.® Ein alternativer Einsatz von
Shldl hat den gegenteiligen Effekt und stabilisiert Proteine,
die mit mutiertem FKBP und einem kryptischen Degron fu-
sioniert sind. Dazu verkniipft man das FKBP mit einer Deg-
ronsequenz sowie einer prolinreichen Sequenz, die so aus-
gelegt ist, dass sie in das aktive Zentrum von FKBP bindet.
Ohne Shld1 ist das Degron maskiert, durch Zusatz von Shld1
wird es exponiert und bedingt so den Abbau des Fusions-
proteins.®! Diese Systeme kamen verbreitet zum Einsatz und
ermoglichen die Steuerung von dendritischen Proteinen™
und Transkriptionsfaktoren®! mit hoher zeitlicher Auflosung.

3. Induktoren des Proteinabbaus

Die Induktion des Proteinabbaus ist ebenfalls ein mogli-
cher Weg bei der Entwicklung neuer Therapeutika. Wiahrend
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sich Enzyminhibitoren und -antagonisten gegen begrenzte
Gruppen von Proteinen richten (eben auf Enzyme bzw. Re-
zeptoren), ldsst sich theoretisch jedes Protein dem Abbau
zufithren. Proteine wie Transkriptionsfaktoren oder Gertiist-
proteine, die iiber Protein-Protein-Interaktionen (PPIs) bzw.
Protein-Nucleinsdure-Interaktionen ihre Wirkungen entfal-
ten, sind lange Zeit als fiir pharmazeutische Wirkstoffe un-
zuginglich (,,undruggable®) erachtet worden.”! Substanzen
wie PROTAG S, die den Proteinabbau induzieren, erfordern
lediglich einen Liganden, der befihigt ist, diese Zielmolekiile
zu binden, und keinen, der die iiber grofe Bereiche der
Molekiiloberfldchen erfolgenden Wechselwirkungen unter-
bindet. Daneben gilt, dass der Abbau des Proteins gleichzeitig
auch den Verlust anderer biologischer Funktionen (z.B. als
ein Geriistbaustein) bewirkt, wihrend Inhibitoren und Ant-
agonisten lediglich eine bestimmte Funktion ihres Zielmole-
kiils storen.? Jenseits des therapeutischen Einsatzgebietes ist
die Verwendung niedermolekularer Sonden, die einen Pro-
teinabbau induzieren, in vielen Fillen molekulargenetischen
Ansitzen wie der RNA-Interferenz (RNAI) infolge besserer
zeitlicher Steuerungsmoglichkeit und Reversibilitdt vorzu-
ziehen.!"

Der induzierte Abbau kann auch in solchen Fillen niitz-
lich sein, in denen sich eine Resistenz gegen ein Therapeuti-
kum entwickelt. Ein Resistenzmechanismus wie die erhohte
Expression eines Proteins lieBe sich durch Induktion des
Proteinabbaus iiberwinden. Im Fall des Androgenrezeptors
(AR) kann eine Resistenz gegen Antagonisten wie Flutamid
eintreten, die nicht die Bindung des Antagonisten verhindert,
sondern durch mutative Anderung des Rezeptors den Ant-
agonisten in einen Agonisten verwandelt.® Niedermoleku-
lare ,,Abbauer® vermeiden dies, da das Zielprotein abgebaut
wird und Mutationen, die mittels Resistenzbildung die Akti-
vitdt des Wirkstoffs autheben, wirkungslos machen.

3.1. PROTACs: heterodifunktionelle Molekiile, die spezifische E3-
Ligasen zu ihren Zielproteinen beordern

PROTAC s (proteolysis targeting chimeras) sind hetero-
difunktionelle Molekiile,® die einen Liganden fiir eine E3-
Ligase und einen weiteren fiir das abzubauende Protein ent-
halten. Das betreffende Molekiil vermag dann sowohl die E3-
Ligase als auch das Ziel des Abbaus zu binden; es wird mithin
die Bildung eines terndren Komplexes induziert. Diese ,,Ka-
perung“ der E3-Ligase kann dann zur Polyubiquitinylierung
des Zielproteins fithren, der der Abbau durch das Proteasom
folgt (Abbildung 10)."

Die erste beschriebene PROTAC (PROTAC-1) enthielt
ein von IxBa abgeleitetes Phosphopeptid, das die E3-Ligase
SCFPTF sowie einen von Ovalicin abgeleiteten Molekiilteil,
der eine kovalente Bindung mit MetAP-2 eingeht, bindet
(Abbildung 11). PROTAC-1 kann MetAP-2 spezifisch kova-
lent binden und es zu SCF*T beordern, was in vitro zu
dessen Ubiquitinylierung fiihrt. Leider ist PROTAC-1 nicht
membrangiingig.® Ahnliche PROTACs, die sich gegen den
AR und den ER richten, wurden unter Verwendung des
gleichen IxBa-Phosphopeptids synthetisiert. Auch fiir diese
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Verbindungen erwies sich die Plasmamembran der Zellen als
nicht permeabel.”!

Die ersten zellgingigen PROTACs (PROTAC-4 und
PROTAC-5) wurden durch Einbeziehung eines von HIF ab-
geleiteten Peptids mit der Sequenze ALAPYIP hergestellt.
Sie binden VHL (nach In-situ-Hydroxylierung durch PHD-
Enzyme), den substraterkennenden Anteil einer CRL-E3-
Ligase. Zusitzlich wurde eine Poly-D-Arginylkette angefiigt,
um Zellgéngigkeit zu erreichen (Abbildung 11). Dieses
Konstrukt wurde mit einem Liganden fiir FKBP12 (F36V)®
verknlipft; es resultierte PROTAC-4, das in der Lage war, in
Zellen in effizienter Weise (bei 25 um) den Abbau von GFP-
FKBP12 (F36V) herbeizufiihren. PROTAC-5 enthilt eine
DHT-Anteil und wurde eingesetzt, um in Zellen den Abbau
eines Androgenrezeptor/GFP-Fusionproteins (bei 25 um) zu
bewirken.®! Dasselbe HIF-Peptid oder verwandte Sequen-
zen sind bei zahlreichen PROTACs zum Einsatz gekommen,
um den Ostrogenrezeptor®™ und den Arylkohlenwasser-
stoffrezeptor (AhR, Ah-Rezeptor)”!! zu erreichen. Dabei
kam es in den Zellen oftmals zum Abbau, ohne dass eine
Poly-p-Arginylkette vonnoten war.

In der jiingeren Vergangenheit haben wir zwei peptidische
PROTAGC: vorgestellt, deren Aktivitit von der Reaktion der
Zelle auf einen externen Stimulus abhéngt. Als Reaktion auf
die Stimulierung des Wachstumsfaktorrezeptors (GFR;
growth factors receptor) dimerisieren in der Zelle GFR-ab-
hingige Rezeptor-Tyrosinkinasen und phosphorylieren
wechselseitig bestimmte Tyr-Reste (Transautophosphorylie-
rung). Diese Phosphorylierung beordert Effektoren/Substra-
te mit PTP- und SH2-Dominen. Wir entwarfen "™APPprqy,
durch Kombination der peptidischen Phosphorylierungs-
sequenz des NGF-Rezeptors TrkA (NGF: nerve growth
factor) mit dem VHL-bindenden Fragment fritherer PROT-
ACs und der Octa-p-Arg-Sequenz, um Zellgidngigkeit zu er-
reichen. Die Behandlung NGF-stimulierter PC12-Zellen mit
60 puM ™APPy,, fiihrte zu einer ca. 90 %igen Abbnahme der
Menge des Effektors/Substrats FRS2a. In Zellen, die nicht
mit NGF oder mit der Negativkontrolle ™ANPps,, behandelt
worden waren, wurde kein Abbau beobachtet.l”!

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde ein zweites
PhosphoPROTAGC, EB2PP,,,. . entworfen. Einbezogen wurde
eine Peptidsequenz des Proteins ErbB3, die auf die Einwir-
kung von Neuregulin hin durch ErbB2 phosphoryliert wird.
Dies fiihrt zur Bindung des Enzyms PI3K. F*B2PP,, .. bewirkt
einen neuregulinabhéngigen Abbau von PI3K und eine ver-
minderte Aktivierung des stromabwirts von dieser Kinase
gelegenen Effektors Akt. Dies hat eine dosisabhidngige To-
xizitit von EPB?PP, . auf MCF-7-Zellen zur Folge, wihrend
gleichzeitig der Kontrollansatz mit dem Konstrukt B NPp
eine vernachldssigbare Toxizitdt hatte. Bei Maiusen mit
Xenotransplantaten fiihrte eine tédglich erfolgende Behand-
lung mit 10 mgkg™" (i.p.) E*B?PPp5¢ zu einer 40 %igen Re-
duktion der TumorgroBe im Vergleich zum F*®*NPp;-Kon-
trollansatz. Dies war die erste Demonstration der Wirksam-
keit eines PROTACs in Versuchsmiusen.”

Obwohl peptidische PROTACs ihre Wirksamkeit in der
Maus unter Beweis gestellt haben, besteht der starke Wunsch,
auch nichtpeptidische PROTACs fiir E3-Ligasen wie
MDM2" und cIAP1 unter Verwendung niedermolekularer
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Liganden zu entwickeln (Abbildung 11).’* Derartige
PROTACs wiren theoretisch ,,wirkstoffihnlicher haben
Potenzial fiir therapeutische Anwendungen. Wir hatten be-
reits frither herausgefunden, dass die Verwendung eines
nutlinartigen Molekiilteils die Kaperung der E3-Ligase
MDM?2 ermdéglicht, wodurch der Abbau des Androgen-
rezeptors (AR)® moglich wird, allerdings in viel weniger
effektiver Weise als bei unseren vorausgegangenen Arbeiten
iiber peptidische VHL-Liganden.[®

Hashimoto und Mitarbeiter setzten Bestatinester ein, die
den zelluldren Inhibitor des Apoptoseproteins 1 (cIAP1)
anweisen, den Abbau zelluldrer Retinsdurebindungsproteine
(CRABPs; cellular retinoic acid-binding proteins)™! sowie
von Zellkernrezeptoren wie dem AR, dem Ostrogenrezeptor
und dem Retinsdurerezeptor zu bewirken.”” Diese als SNI-
PERs bezeichnete Subklasse der PROTACs erwies sich als
recht erfolgreich, zeigte aber zahlreiche Nebeneffekte, die auf
die mangelnde Spezifitit des Bestatins (das als Aminopep-
tidaseinhibitor entwickelt worden war, bevor seine Bindung
an cIAP1 entdeckt wurde) zuriickzufithren sind.” Diese
Verbindungen fiihren, wie das Bestatin selbst (sowie weitere
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Abbildung 10. Zu den Strategien fiir den induzierten Proteinabbau gehéren die direkte Rekrutierung einer E3-Ligase mit A) PROTACs, B) die indu-
zierte Proteinfehlfaltung (oder die Nachahmung der Fehlfaltung) mit hydrophoben Tags (oder der ligandenvermittelte Abbau) sowie C) die Hem-
mung von Faltungshelferproteinen (Chaperonen) wie Hsp90.

-

IAP-Inhibitoren)®” ebenfalls zur Destabilisierung und zum
Abbau von cIAP1. Dariiber hinaus stellen sich, da man sich
hier auf hydrolytisch instabile Ester- und Oximbindungen!®”
stiitzt, Fragen der Stabilitdt der Verbindungen. Auflerdem
leiden PROTACs (peptidische wie niedermolekulare) und
SNIPERs unter geringer Wirkstirke, was vielfach Konzen-
trationen von bis zu 25 pm notwendig macht, um einen aus-
reichenden Proteinabbau zu erreichen. Es besteht somit ein
Bedarf an verbesserten Molekiilteilen zur Wechselwirkung
mit E3-Ligasen, die zur Entwicklung wirkungsstiarkerer und
»wirkstoffahnlicherer PROTAC:S fiihren konnten.

3.2. Hydrophobes Tagging und ligandenvermittelter Abbau

Neben den PROTAC S, die den Abbau eines Zielproteins
durch einen unmittelbaren E3-Ligase-Liganden bewirken,
existiert eine Reihe von Beispielen fiir den ligandenvermit-
telten Abbau mittels Verbindungen, die nicht die Féahigkeit
besitzen, E3-Ligasen direkt zu binden. Ein derartiges Beispiel
wurde in unserem Labor entdeckt, nachdem wir beobachtet
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Abbildung 11. PROTACs sind heterodifunktionelle Molekiile, die einen E3-Ligaseliganden (rechts im Bild) mit einem POI-Liganden (POl = protein
of interest; links im Bild) kombinieren. Das PROTAC-Molekiil beordert die E3-Ligase zum POI, was Ubiquitinylierung und Abbau nach sich zieht.
Peptidliganden wurden eingesetzt, um die E3-Ligasen SCFF™ und VHL anzusteuern; niedermolekulare Liganden wurden eingesetzt, um die Pro-
teine MDM2 und clAP1 anzusteuern.
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hatten, dass der Einsatz von mit Hexylchlorid versehenen
Liganden fiir HaloTag2-Fusionsproteine!® zu deren Abbau
fithrt. Wir optimierten daraufhin die Chloralkanliganden
hinsichtlich ihrer Fahigkeit, den Abbau des HaloTag2-Fusi-
onsproteins auszuldsen, wobei sich ergab, dass die Erh6hung
der Hydrophobie den Abbau verstirkte, was zu der Be-
zeichnung ,,hydrophobes Tagging* fiihrte. Dabei erwies sich
Adamantaneacetamid HyT13 als fiir die Induktion dieses
Abbaus erfolgreichster Ligand, der bei verschiedenen mit
HaloTag?2 fusionierten Proteinen (GFP, Luciferase, Hras1¢'?",
Ror2 usw.) bis zu 75% Abbau bewirkte (Abbildung 12).”!

]
CI\/\/\/\O/\/O\/\NJ\/@
H

HyT13
HaloTag2: 76% Abbau
HaloTag7: 19% Abbau

]
CI\/\/\/\O/\/O\/\H/“\‘/\/@

HyT36
HaloTag2: 88% Abbau
HaloTag7: 65% Abbau

Abbildung 12. Die Strukturen von HyT13 und HyT36 sowie deren Fi-
higkeit, HaloTag-GFP-Fusionsproteine bei einer Konzentration von
10 um abzubauen.!”!

Dariiber hinaus erwies sich das HyT13 auch in vivo als ef-
fektiv bei der Auslosung des Abbaus von HaloTag2-Fusi-
onsproteinen. Damit wurde im Zebrabarbling (Danio rerio)
das HaloTag-Smad5 ausgeschaltet, ebenso das HaloTag-
Hras16"?Y von Miusen, was eine Verminderung der Tumor-
grofe experimenteller Xenotransplantate nach sich zog.” Im
Verlauf eines Screenings niedermolekularer Verbindung fand
sich ein Stoff namens HALTS, der HaloTag2-Fusionsproteine
(in Abwesenheit von HyT13) stabilisiert, indem er in das
aktive Zentrum bindet (kristallographisch bestimmt). Diese
Stabilisierung, die an das oben beschriebene Shild-System
erinnert, ermoglicht den durch niedermolekulare Verbin-
dungen induzierten Abbau bei gleichzeitiger Stabilisierung
des Systems.!'"”!

Die Firma Promega hat das HaloTag-System weiter op-
timiert, um die Stabilitdt der Fusionsprotein zu steigern und
dessen Aggregationsneigung zu vermindern. Das Ergebnis ist
das HaloTag7-Protein,'™ dessen Gen sich durch 22 Punkt-
mutationen vom HaloTag2-Gen unterscheidet. Wir fanden,
dass HyT13 den Abbau von HaloTag7-Fusionsproteinen viel
weniger wirksam induziert, was bei HaloTag7-GFP in einem
um 20% verminderten Abbau resultierte. Nach umfangrei-
cher Optimierung gelang es uns, mithilfe der verwandten
Verbindung HyT36 (Abbildung 12) eine Abbaurate des Ha-
loTag7-GFP von mehr als 50% zu erzielen.!'"!

Ein dhnliches System, das kiirzlich von Hestrom und
Mitarbeitern vorgestellt wurde, basiert auf kovalenten Inhi-
bitoren der Glutathion-S-transferase (GST), die iiber
Boc;Arg-Gruppen binden, sowie einem nichtkovalenten
Inhibitor von eDHFR (Abbildung 13). Die Behandlung mit
EA-Boc;Arg fiihrte zum effizienten Abbau von ca. 80 % des
GST in Lysaten sowie in intakten Zellen. Das nichtkovalente
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Abbildung 13. Strukturen von Boc;Arg-haltigen ,Abbauern“ der Protei-
ne GST und eDHFR.

TMP-Boc;Arg war weniger effektiv; es fithrte zu 60 % Abbau
von eDHFR in Lysaten, aber zu nur 30 % Abbau in intakten
Zellen.'"

Zusitzlich zu diesen Methoden, die dafiir ausgelegt sind,
sorgsam konstruierte Systeme und Fusionsproteine abzu-
bauen, wurde ein dhnlicher ligandenvermittelter Abbau im
Rahmen eines klassischen pharmazeutisch-chemischen Pro-
gramms durch gliicklichen Zufall gefunden. Erwdhnenswert
ist hier das Molekiil Fulvestrant (Abbildung 14), ein durch die

8 _~_CF,CFy

Fulvestrant (Faslodex)

HN SN
o)
CI-1033

Abbildung 14. Fulvestrant und CI-1033, die als klassische Antagonisten
oder Inhibitoren geplant waren, kénnen den Abbau des Ostrogen-
rezeptors (ER) bzw. von ErbB2 induzieren.

FDA zugelassener Ostrogenrezeptor-Antagonist, der seine
hemmende Wirkung durch Verhinderung der Dimerisierung
des Rezeptors und seinen Ubertritt in den Zellkern entfal-
tet.' Die Fulvestrantbindung fiihrt zu einer Konforma-
tionsinderung des Ostrogenrezeptors, der daraufhin einen
weniger stabilen Komplex bildet, was zu seiner Abregulie-
rung fithrt.'%! Ein weiteres Beispiel ist CI-1033, ein kova-
lenter Inhibitor des Proteins ErbB2, der dessen Abbau durch
das Proteasom induziert.""™® Es wurde vorgeschlagen, dass die
kovalente Modifizierung der ATP-Bindungsstelle diese
derart verdndert, dass es zur Ubiquitinylierung durch ein
Chaperon-vermitteltes Zerstorungssystem (und nachfolgend
zum Abbau) kommt.['%]

Obschon diesen Beispielen fiir ligandenvermittelten
Abbau das klare Abbausignal der PROTACs fehlt (z.B. Li-
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ganden zur direkten Rekrutierung von E3-Ligasen), weisen
sie dhnliche Merkmale wie diese auf und konnten durch einen
verwandten, aber doch verschiedenen Mechanismus wirken.
Ein wiederkehrendes Motiv vieler dieser ,,Abbauer® ist ein
hydrophober Bereich, der iiber ein Verbindungsglied an den
Liganden angefiigt ist. Der Ligand ist oftmals kovalent mit
dem Zielmolekiil verkniipft. Diese Liganden vermégen dann
eine Konformationsénderung zu induzieren oder die Bindung
anderer Mitglieder eines Multiproteinkomplexes zu storen.
Diese nichtnativen Zustidnde des Zielproteins sind dann unter
Umsténden von der Maschinerie der Zelle, die fehlgefaltete
Protein erkennt, detektierbar, was schlielich zur Ubiqui-
tinylierung und zum Abbauu fiihrt. Da sich dieser Mecha-
nismus jedoch stark auf der Fahigkeit des Zielmolekiils stiitzt,
einen nichtnativen Zustand einzunehmen, konnten Versuche,
diesen Ansatz auf andere Zielmolekiile auszudehnen, er-
folglos sein.

3.3. Verwandte Systeme, die eine genetische Manipulation
erfordern

Obwohl die obigen Systeme in vielen Fallen auf genetisch
modifizierte Proteine abzielen, wurde fiir alle nachgewiesen,
dass sie auch mit endogenen Proteinen funktionieren. Ver-
schiedene Methoden erwiesen sich als erfolgreich beim ge-
zielten Abbau von Proteinen, erfordern jedoch gezielte ge-
netische Manipulationen, um zu funktionieren. Ein Beispiel
ist die Fusion der Proteasomenuntereinheit RpnlOp mit
Fprlp in Hefezellen.'"”) Die Zugabe von Rapamycin fiihrte
zur chemisch induzierten Dimerisierung mit Torlp-Fusion-
proteinen, wodurch deren Abbau bedingt wurde. Der Erfolg
dieser Arbeiten belegt, dass die unmittelbare Lokalisation am
Proteasom ausreicht, um manche Proteine auch ohne Poly-
ubiquitinylierung dem Abbau zuzufithren. Eine dazu ver-
wandte Methode, die ohne niedermolekulare Verbindungen
auskommt, aber trotzdem ein hohes Maf} an Analogie zum
Konzept der PROTACs erkennen lésst, ist die Entwicklung
chimirer E3-Ligasen.'” Zhou et al. waren in der Lage, ein
chiméres F-box-Protein auf der Grundlage von Cdc4p und
BTrCP zu erzeugen, das die N-terminale Doméne eines Vi-
rusproteins namens E7, welches das Retinoblastomprotein
(pRB) bindet, enthielt. Die Expression dieser Komplexe in
Hefe- und Siugetierzellen fiihrte zum Verschwinden von
pRB.I"! Dieses System wurde ebenfalls dazu genutzt, eine
BTrCP-E-Cadherinchimére zu generieren, die ein mutiertes
B-Catenin, das dem normalen Abbau iiber den APC-Weg
gegeniiber resistent war, bindet und dem Abbau zufiihrt.!"""!

3.4. Geldanamycinderivate und weitere Hsp90-Inhibitoren

Geldanamycin (Abbildung 15), ein Ansamycin-Antibio-
tikum, ist ein Naturstoff, der anhand seiner wachstumshem-
menden Wirkung auf Zellen, die mit der Tyrosinkinase v-src
transformiert waren, identifiziert wurde. Obwohl man an-
fangs davon ausging, dass eine direkte Inhibtion von src er-
folgt, wurde 1994 nachgewiesen, dass die Wirkung des
Geldanamycins auf seine Inhibition von Hsp90 (Hitze-
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R=OMe Geldanamycin
R=NHAllyl 17-AAG
R=NHCH,CH,NMe, 17-DMAG

Geldanamycintestosteron

Geldanamycin-Dimer

Abbildung 15. Geldanamycin samt Analoga.

schockprotein, 90 kDa) zuriickgeht. Hsp90 ist ein Chaperon,
das bei der Riickfaltung beschédigter Proteine assistiert. Die
Hemmung von Hsp90 fiihrt zum Abbau von src.'?! Weitere
Untersuchungen ergaben, dass eine Behandlung mit Geld-
anamycin zum Abbau zahlreicher weiterer Hsp90-Substrate
wie dem Androgenrezeptor, dem Ostrogenrezeptor sowie
von Kinasen wie Rafl'® und HER fiihrt. Da viele dieser
Proteine onkogene Wirkung haben konnen, wurden Hsp90-
Inhibitoren als mogliche Chemotherapeutika erforscht. Die
Entwicklung entsprechender Hemmstoffe ist ausgiebig refe-
riert worden™! und soll deshalb an dieser Stelle nur kurz
angerissen werden.

Da das Geldanamycin selbst fiir eine klinische Untersu-
chung zu toxisch ist, wurde eine Reihe von Derivaten mit
variabler Substitution am Chinonteil wie 17-AAG und 17-
DMAG auf ihre Wirksamkeit bei Prostata- und Brustkrebs
durch induzierten Abbau des AR und von HER?2 hin unter-
sucht. 17-AAG ging durch die Erprobungsphasen I und II,
bevor die Versuche eingestellt wurden.'*! Da die Toxizitt
und die metabolische Instabilitdt des Geldanamycins zum
grof3en Teil auf den Chinonanteil des Molekiils zuriickgefiihrt
werden konnte, ging man daran, vollsynthetische Hsp90-
Inhibitoren zu entwickeln. Ein frithes Beispiel dafiir ist das
Purinderivat PU3,!" aus dem der klinische Kandidat PU-
H71 hervorging."® Weitere Beispiele synthetischer Hsp90-
Inhibitoren in der klinischen Erprobung sind das Isoxazol-
derivat NVP-AUY9220"" und der Wirkstoffvorldufer SNX-
5422 (PF-04929113) (Abbildung 16).1'*]

Da dem Geldanamycin und anderen Hsp90-Inhibitoren
die Fahigkeit fehlt, selektiv den Abbau bestimmter Proteine
herbeizufithren, wurden Anstrengungen unternommen, um
Geldanamycinhybride mit einer verbesserten Spezifitit bei
der Ausschaltung von Proteinen zu entwickeln. Die Erzeu-
gung eines Geldanamycin-Ostradiol-Hybridmolekiils fithrte
zu einer unverinderten Ausschaltung des Ostrogenrezeptors
bei gleichzeitiger Verminderung der Ausschaltung von Her2,
Raf-1 und IGFIR.'™ In vergleichbarer Weise fiihrte ein
Geldanamycin-Testosteron-Hybrid zu einer anhaltenden
Hemmung des Wachstums AR-abhingiger Zellen, aber zu
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Abbildung 16. Ausgewihlte synthetische Hsp90-Inhibitoren: PU3,I""!
PU-H71,"% NVP-AUY922M"7 und SNX-5422.M8

einer signifikant weniger ausgepragten Hemmung von AR-
unabhiingigen Zellsorten."”) Da HER-Kinasen besonders
empfindlich auf ein Hsp90-Inhibition reagieren und zu ihrer
Aktivierung dimerisieren miissen, wurde die Hypothese auf-
gestellt, dass ein Geldanamycin-Dimer eine gesteigerte Se-
lektivitdt fiir den HER2-Abbau besitzen sollte. Tatsdachlich
besitzt ein Dimer mit einem C4-Verbindungsstiick zwischen
den Monomeren eine erhohte Selektivitét fiir den Abbau von
HER?2 gegeniiber dem von Raf und IGFR.[?!]

3.5. Niedermolekulare Desubiquitinase-Inhibitoren

Ubiquitin und UBL-Proteine werden mit ihren Protein-
substraten (oder unter Kettenbildung mit ihresgleichen)
durch stabile Peptid- oder Isopeptidbindungen verkniipft.
Die Bildung dieser Bindungen ist jedoch durch jede der
ungefihr 80 bekannten Desubiquitinasen (DUBs) des
Menschen revertierbar (Abbildung 17). Die DUBs
werden in 5 Familien eingeteilt: JAMMs, die Zink-Me-
talloproteasen sind, sowie ubiquitinspezifische Proteasen
(USPs), UCHs, OTUs und Josephine, die samtlich Cy-
steinproteasen sind. Die Funktionen dieser Enzyme sind
verschieden: die Maturierung von Ubiquitin und UBLs,
die Entfernung von Ubiquitinketten, um einen Abbau zu
verhindern und um nicht dem Abbau dienende Signale
von UBLs zu revertieren, sowie die Riickgewinnung von
Ubiquitinmolekiilen wihrend des Proteinabbaus durch
das Proteasom. Die Spezifitidt der DUBs variiert und kann
die Erkennung bestimmter Zielproteine oder bestimmter
Typen der Verkniipfung mit dem Ubiquitin umfassen.
Infolge ihrer weitreichenden Wirkungen innerhalb des
UPS sowie aufgrund ihrer Wirkstoffen zugéinglichen en-
zymatischen Aktivitdt konnten viele DUBs attraktive
therapeutische Angriffsziele sein.!'!

USP7 (Ubiquitin-spezifische Protease 7) ist eine
Desubiquitinase mit Wirkung auf zahlreiche Substrate,
darunter die E3-Ligase MDM2. Da USP7 das Protein
MDM?2 stabilisiert und so das antionkogen wirkende p53
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abreguliert, stellt USP7 ein attraktives Ziel fiir die Entwick-
lung von Krebstherapeutika dar. Der erste niedermolekulare
Inhibitor, der fiir USP7 beschrieben wurde, war HBX
41,108;1" in der Folge stellte sich jedoch heraus, dass es sich
um einen unspezifischen DUB-Inhibitor handelt.'* HBX
19,818 erwies sich dagegen als spezifischer Inhibitor des
Proteins USP7 (ohne Wirkung auf eine Reihe anderer USPs
und DUBs), der kovalent das katalytisch aktive Cys**® mo-
difiziert.'?" Weiterhin haben die Verbindungen P005091 und
P0050429 duale Wirkung auf USP7 und USP47 im niedrigen
mikromolaren Konzentrationsbereich mit Hemmwirkung auf
Zellen.[']

Verschiedene weitere DUB-Inhibitoren wurden vorge-
stellt. LS1 wurde beim Screening einer Verbindungsbiblio-
thek als Inhibitor von UCH-L3 entdeckt, wobei ein FRET-
Assay auf Konjugate aus fluoreszenzmarkiertem Ubiquitin
und Modellsubstraten mit Fluoreszenzloschern angewendet
wurde."” PR-619 hemmt eine breite Auswahl an DUBs und
zeigt gute Selektivitit gegeniiber anderen Klassen von Cys-
teinproteasen.'””? LDN91946 soll UCH-L1 hemmen, das
moglicherweise an der Pathogenese der Parkinsonschen
Krankheit beteiligt ist.!*

Wihrend die Inhibition von DUB-Enzymen im Allge-
mein zu einem vermehrten Abbau ihrer Substrate fiihrt, ist
das nicht in jedem Fall so. Das 26S-Proteasom besitzt Des-
ubiquitinaseaktivitidt, die in der 19S-Regulatoruntereinheit
lokalisiert ist. Diese Desubiquitinasen entfernen die Poly-
ubiquitinketten von den abzubauenden Proteinen. Die Ent-
fernung der Ubiquitinmolekiile ist notwendig, damit das
Proteasom die Proteine zerlegen kann. Die Hemmung der
DUB-Aktivitdt des 19S-Regulatorpartikels sollte daher eine
dhnliche Wirkung haben wie die weiter oben beschriebenen
Proteasominhibitoren. Die niedermolekulare Verbindung b-
AP15 inhibiert die mit dem 19S-Partikel assoziierten DUBs
UCHLS5 (Ubiquitin-C-terminushydrolase 5) und USP14, was

Cl N\ CN [e] Cl
| I Ph" NN X
z H H
N“>CN P
0 N

HBX 41,108 HBX 19,818
(USP7, nicht-spezifischer DUB-Inhibitor) (USP7)

NH,
NCS ~~SCN  Ho,C ~ 0o
XX 0
HaN™ “N” "NH, 07N S Ph
H

LsS1 PR-619 LDN91946
(UCH-L3) (verschiedene DUBs) (UCH-L1)
O,N

P005091
(USP7, USP47)

P0050429
(USP7, USP47)

Abbildung 17. DUB-Inhibitoren. Das jeweils gchemmte DUB ist in Klam-
mern angegeben.
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zur Akkumulation von Polyubiquitin fithrt. An Méusen
konnte dann gezeigt werden, dass b-AP15 das Wachstum von
Tumoren in vivo hemmt, was die mit dem 19S-Partikel asso-
ziierten DUBs als Ziele einer Krebsbehandlung bestitigte
(Abbildung 18).'"”l Die selektive Hemmung der Addition

o

Oy 20

F x N

OyN N NO, N
o

b-AP15 U1

Abbildung 18. Inhibitoren von DUBs, die mit dem 19S-Regulatorparti-
kel assoziiert sind. U1 inhibiert USP14, b-AP15 inhibiert USP14 und
UCHLS.

von USP14 mit IU1 soll die entgegengesetzte Wirkung haben
und zu einer Steigerung der Aktivitdit der Proteasomen
fiihren.™ Diese Resultate deuten auf gegenliufige Wirkun-
gen von USP14 und UCHLS oder auf eine mogliche Re-
dundanz hin, bei der UCHL5 die Hemmung von USP14
auszugleichen vermag.

4. Zusammenfassung und Ausblick

In den 10 Jahren seit der Zulassung von Bortezomib/
Velcade, dem ersten gegen das Proteasom gerichteten Wirk-
stoff, sind auf dem Gebiet der niedermolekularen Inhibitoren
des UPS grofie Fortschritte erzielt worden. Diese Resultate
haben jedoch nur langsam Eingang in die klinische Verwen-
dung erlangt. Im Jahr 2012 wurde mit Carfilzomib/Kyprolis
der zweite Proteasominhibitor fiir die Behandlung von rezi-
diven und refraktorischen multiplen Myelomen zugelassen.!
Gegenwirtig befinden sich Proteasominhibitoren der néchs-
ten Generation in der Entwicklung. Eine der Anstregungen
richtet sich auf die Herstellung eines oral verabreichbaren
Wirkstoffs, eine andere auf Substanzen, die gezielt auf das
Immunproteasom wirken.*"!

Die Entwicklung von Inhibitoren, deren Angriffsziele im
UPS nicht das Proteasom sind, ist im letzten Jahrzehnt
ebenfalls gut vorangekommen, obgleich noch kein Produkt
auf den Markt gebracht wurde. Wirkstoffe gegen E3-Ligasen
konnen vermutlich die Spezifitit der Kontrolle iiber die Sta-
bilitdt von Proteinen gegeniiber Proteasominhibitoren erho-
hen, sind aber aufgrund des Fehlens definierter katalytischer
Aminosdurereste dieser Proteine schwieriger zu finden. Im
Jahr 2004 wurden die ersten E3-Ligaseinhibitoren gegen
MDM2*! und gegen XIAP®! bekannt. Seitdem ist die Ent-
wicklung von Inhibitoren fiir MDM?2 und verwandte IAPs bis
zur klinischen Erprobung fortgeschritten, sodass sie weiterhin
als Ziele bei verschiedenen Krebsformen gelten. In den
letzten 5 Jahren ist von Inhibitoren zahlreicher weiterer E3-
Ligasen berichtet worden, darunter verschiedene SCF-Kom-
plexe. Ungeachtet der Tatsache, dass aktuell keine Wirkstoffe
gegen E3-Ligasen fiir den klinischen Einsatz zugelassen sind,
sind die in der letzten Dekade erreichten Erfolge geeignet,

Angew. Chem. 2014, 126, 2344 —2363

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

die einst verbreitete Vorstellung,”” dass die E3-Ligasen sich
niedermolekularen Wirkstoffmolekiilen widersetzen, ad acta
zu legen.

Ein anderer verfolgter Ansatz, der spezifischer ist als die
direkte Hemmung des Proteasoms, ist die Inhibition des E1-
Proteins des Ubl-Proteins NEDDS8 (NAE). Da die NEDDy-
lierung der Culline wichtig fiir die Aktivitdt der CRL-Klasse
der E3-Ligasen ist, vermogen NAE-Inhibitoren wie
MLN4924 (der sich gegenwirtig in den Phasen I und II der
klinischen Erprobung befindet) eine ganze Klasse von E3-
Ligasen auf einmal zu regulieren.”*<

Induktoren des Proteinabbaus bleiben auf dem Gebiet
der Therapeutikaentwicklung eine attraktive Moglichkeit, da
sie auf alle Funktionen eines Proteins abzielen (z.B. einer
strukturgebenden als Geriistprotein) — im Gegensatz zu
Inhibitoren, die sich nur gegen eine enzymatische Aktivitat
richten.”) Hsp90-Inhibitoren sind in der Lage, den Abbau
eines breiten Spektrums von fiir das Krebsgeschehen rele-
vanten Proteinen zu induzieren. Aufgrund der grolen Zahl
von Hsp90-Inhibitoren, die sich in der klinischen Erprobung
befinden, stellen auch sie eine vielversprechende Klasse
moglicher Therapeutika dar.!4

Weitere Forschungen sind notwendig, um allgemeine
Methoden fiir den induzierten, gezielten Proteinabbau zu
entwickeln. Obwohl Fulvestrant in der Lage ist, den Abbau
des Ostrogenrezeptors zu induzieren, ist es gegenwirtig noch
unklar, ein wie groer Anteil seiner Wirkung auf eine Rolle
als Antagonist des Ostrogenrezeptors und ein wie groBer auf
die Rolle als Induktor des Proteinabbaus zuriickzufiihren
ist.1% Obschon weitere Berichte iiber ligandenvermittelten
Proteinabbau vorliegen,”™ ist es auch hier noch unklar,
welche Proteine gute Ziele fiir diese Methodik darstellen und
welche Funktionalititen erforderlich sind, um den Prozess
anzustofen. Systeme wie PROTACs helfen dabei, dieses
Problem durch den Einsatz difunktioneller Molekiile zu
16sen, die spezifische E3-Ligasen zu einem gegebenen Ziel-
protein beordern, doch leiden sie unter einem Mangel an
,Druglikeness* und sind beziiglich des Zielproteins noch von
einem potenten Liganden abhingig.®*%4

Abkiirzungen

AR Androgenrezeptor

Boc;Arg ein Arginylrest, der drei Boc-Schutzgruppen
tragt

CRABP cellular retinoic acid binding protein (zell-

eigenes Retinsdure-Bindeprotein)

CRL Cullin-RING-Ligasen; eine Klasse von E3-
Ligasen, die aus mehreren Untereinheiten
bestehen

DARTS drug affinity responsive target stability (auf
der Affinitdt zu einem Wirkstoff beruhende
Stabilitét eines Zielmolekiils)

DHT Dihydrotestosteron

DUB Desubiquitinase

eDHFR Dihydrofolatreduktase aus E. coli

ER Ostrogenrezeptor

FKBP FKS506-Bindeprotein
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Aufsiitze

Frb FKBP12-Rapamycin-Bindeprotein

GFP Griin-fluoreszierendes Protein

HECT homologous to the E6-AP carboxyl terminus;
eine Klasse von E3-Ligasen

HIF hypoxieinduzierbarer Faktor; ein Transkrip-
tionsfaktor, der durch VHL ubiquitinyliert
wird

IAP Inhibitor des Apoptoseproteins; eine Familie
von E3-Ligasen

MDM2 mouse double minute 2 homolog; eine E3-
Ligase

NAE NEDDS8-aktivierendes Enzym

NEDDS8 neural precursor cell expressed, developmen-

tally down-regulated 8 (in Nervenvorldufer-
zellen exprimiertes, entwicklungsbedingt ab-
reguliertes Protein Nr. 8); ein UBL-Protein
PPI Protein-Protein-Interaktion
PROTAC proteolysis targeting chimera (auf Proteolyse
abzielende Chimire); heterodifunktionelle
Molekiile, die E3-Ligasen kapern, um den
Abbau von Proteinen zu bewirken
really interesting new gene (richtig interes-
santes neues Gen); eine Domiine, die sich bei
vielen E3-Ligasen findet
Skp, Cullin, F-box-Proteine; eine Unterfami-
lie der CRL-E3-Ligasen, deren Mitglieder
sich mit verschiedenen F-box-Proteinen als
spezifischen Adaptoren fiir ihre jeweiligen
Substrate assoziieren
second mitochondria-derived activator of
caspases; ein Protein, das die IAP-E3-Liga-
seaktivitdt hemmt
specific and nongenetic IAPs-dependent pro-
tein eraser (spezifischer und nichtgenetischer,
IAP-abhingiger Proteinausloscher); eine
Untergruppe der PROTAC:, die IAP-E3-Li-
gasen kapern
small ubiquitin-like modifier (kleiner ubiqui-
tinartiger Modifikator); ein UBL
Trimethoprim; ein Antibiotikum, das DHFR
bindet
UAE Ubiquitin-aktivierendes Enzym
Ub Ubiquitin
UBL ubiquitindhnliche Proteine
UPS Ubiquitin-Proteasom-System
VHL Von Hippel-Lindau-Tumorsuppressor; die das
Substrat erkennende Untereinheit einer E3-
Ligase
Gelb-fluoreszierendes Protein

RING

SCF

SMAC

SNIPER

SUMO

T™MP

YFP

Wir danken Dr. John Hines fiir hilfeiche Beitrige zum Ma-
nuskript sowie Eric Buckley fiir den Entwurf des Frontispiz.
Das Frontispiz zeigt die Kristallstruktur des Proteasoms im
Komplex mit Fellutamid B (PDB 3D29).1%
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