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Abstract: Das Konzept der Proteasom-Inhibition z�hlt zu den
j�ngsten Errungenschaften der Blutkrebstherapie und stellt
eine vielversprechende Strategie zur Regulierung von Auto-
immunerkrankungen dar. Diese Arbeit beschreibt die selektive
Hemmung der katalytischen b5-Untereinheit des Immuno-
proteasoms durch peptidische Sulfonylfluoride, die nur gerin-
gen zytotoxischen Effekt haben. Strukturelle und massen-
spektrometrische Analysen offenbarten einen neuartigen In-
hibitionsmechanismus, der zu einer Umpolung und irreversi-
blen Vernetzung des proteasomalen aktiven Zentrums f�hrt.
Hierdurch identifizierten wir die Sulfonylfluorid-Kopfgruppe
f�r die Weiterentwicklung von Immunoproteasom-spezifi-
schen Verbindungen und ihren mçglichen Einsatz zur Be-
handlung von Autoimmunerkrankungen.

Das 20S-Proteasom-Kernpartikel („core particle“, CP) ist
das Angriffsziel der klinisch angewendeten Wirkstoffe Bor-
tezomib (Velcade) und Carfilzomib (CFZ, Kyprolis; Abbil-
dung 1). Seine Hemmung in malignen Zellen hat sich zu
einem effektiven Therapieansatz f�r die Behandlung von
Blutkrebsarten wie des multiplen Myeloms und des Mantel-
zelllymphoms entwickelt.[1,2] Dar�ber hinaus macht die ge-
genw�rtige Evaluation des antiinflammatorisch wirkenden
Immunoproteasom(iCP)-Inhibitors ONX 0914 (fr�her PR-
957; Abbildung 1) in pr�klinischen Studien Hoffnung auf
neuartige therapeutische Ans�tze f�r die Modulation von
Autoimmunkrankheiten, darunter rheumatoide Arthritis und
multiple Sklerose.[3, 4] Eine besondere Eigenschaft von ONX

0914 ist die Unterdr�ckung von krankheitsassoziierten Im-
munreaktionen durch selektive Hemmung der b5-Unterein-
heit des iCP (b5i oder LMP7).[3] Allerdings h�ngt das thera-
peutische Fenster von iCP-Inhibitoren wie ONX 0914 ent-
scheidend von ihrer Selektivit�t f�r b5i gegen�ber b5c ab, um
zytotoxische Effekte durch unerw�nschte Coinaktivierung
des konstitutiven Proteasoms (cCP) zu vermeiden.[5, 6] Daher
ist die F�higkeit, zwischen den Chymotrypsin-�hnlichen
(ChTL) Aktivit�ten von b5i und b5c zu unterscheiden, eine
Grundvoraussetzung f�r das iCP-Inhibitor-Design.[7] Sowohl
CFZ als auch ONX 0914 weisen ein elektrophiles a’,b’-Ep-
oxyketon-Motiv auf, das irreversibel mit den beiden Nu-
kleophilen Thr1Og und Thr1N des katalytisch aktiven
Threonins (Thr1) der b5-Untereinheit ein kovalentes Addukt
bildet (siehe Schema S1 in den Hintergrundinformatio-
nen).[8–10] Da CFZ und ONX 0914 dieselbe Kopfgruppe
tragen, ist die bevorzugte Bindung von ONX 0914 an b5i al-
leinig auf die Wechselwirkung seines R�ckgrats mit den
charakteristischen Proteintaschen zur�ckzuf�hren, das die
individuellen Bindungsvoraussetzungen von b5i im Gegen-
satz zu b5c erf�llt.[11] J�ngste Bestrebungen, diese Besonder-

Abbildung 1. a’,b’-Epoxyketone Carfilzomib (CFZ) und ONX 0914
sowie ihre peptidischen Sulfonylfluorid(PSF)-�quivalente 1, 2 und Ver-
bindung 3.
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heit durch den Einsatz von nichtnat�rlichen Aminos�uren zu
optimieren, haben eine Vielzahl an b5i- und b5c-spezifischen
Epoxyketonen hervorgebracht.[5, 12,13] Allerdings legen Studi-
en �ber verschiedene Kopfgruppen sowie peptidische Sul-
fonylfluorid-Proteasom-Inhibitoren (PSF) nahe, dass auch
funktionelle Gruppen einen direkten Einfluss auf die Selek-
tivit�t f�r aktive b-Untereinheiten nehmen.[14–16] Bemer-
kenswerterweise hemmen PSF-Verbindungen die CP-Akti-
vit�t im nanomolaren Bereich.[16] Dabei stellen sie bisher die
einzigen peptidischen CP-Inhibitoren dar, deren elektrophile
Kopfgruppe um eine Methylen-Einheit versetzt ist, was einen
außergewçhnlichen Reaktionsmechanismus erfordert. Um
den molekularen Bindemodus der PSF zu erforschen, wurden
die PSF-�quivalente 1 und 2 der Wirkstoffe CFZ und ONX
0914 synthetisiert (Abbildung 1). Des Weiteren wurden Hefe-
CP(yCP):1-Strukturen von zeitabh�ngigen Kristallexperi-
menten mit Ligand-Inkubationszeiten zwischen 1–6 h vor der
Datenaufnahme mit Auflçsungen bis zu 2.1 � bestimmt
(Tabelle ST1).

Aufgrund identischer Kopfgruppen der PSF und des ge-
l�ufigen Serinproteasen-Inhibitors Phenylmethylsulfonyl-
fluorid (PMSF) wurde ein analoger Inhibitionsmechanismus
durch kovalente Adduktbildung an Thr1 nach nukleophilem
Angriff von Thr1Og auf das Schwefelatom erwartet. Unver-
hofft offenbarte jedoch die yCP:1-Struktur nach Inkubation
des Kristalls f�r 2 h leere Substratbindekan�le (2.1 � Auflç-
sung, Rfree = 19.7%, PDB-ID 4R17). Stattdessen zeigte die
Fo�Fc-Karte negative Elektronendichte an der Thr1-Seiten-
kette der Untereinheit b5, was eine chemische Modifikation
des Katalysezentrums nahe legt (Abbildung S1a). Im Ver-
gleich dazu waren b1 und b2 unver�ndert. Um ein kurzlebiges
Intermediat von 1 an b5 zu identifizieren, wurden verschie-
dene CP-Typen mit 1 oder 2 inkubiert und durch zeitabh�n-
gige Intakt-Protein-Massenspektrometrie mittels LC-ESI-
LTQ-FT-MS analysiert (Abbildung 2). Die Spektren von
s�mtlichen CP-Typen mit Inkubationszeiten bis 2 h best�tig-
ten die Bildung eines kovalenten Addukts an der b5-Unter-
einheit durch eine Massezunahme entsprechend des Ligan-
den nach Fluoridabspaltung (siehe Abbildung 2 und Abbil-
dung S2). Des Weiteren war eine formale Dehydratisierung
(�18 Da) an der b5-Untereinheit nachzuweisen was durch

mehrfache Masseanalysen mit verschiedenen Dekonvolu-
tionsalgorithmen best�tigt wurde (siehe Abbildungen S3,S4
und Tabellen ST2-ST3).

Diese Befunde deuten entweder auf eine Additions-Eli-
minierungs-Reaktion hin, wie sie beispielsweise f�r PMSF
anhand der Umwandlung des aktiven Ser195 von Thrombin
in Dehydroalanin beschrieben wurde,[17] oder auf einen Ad-
ditions-Substitutions-Mechanismus, bei dem nach Sulfony-
lierung von Thr1Og und intramolekularer Substitution des
Thr1N ein Aziridin gebildet wird. Die PMSF-induzierte Eli-
minierung bençtigt jedoch stark basische Bedingungen,
w�hrend unsere Experimente bei pH 6.8–7.5 durchgef�hrt
wurden, sodass die Dehydroxylierung von Thr1 vielmehr ein
integraler Bestandteil des Inhibitionsmechanismus ist als ein
baseninduziertes Ereignis. Damit �bereinstimmend zeigt die
Fo�Fc-Elektronendichte deutlich das intramolekulare Sub-
stitutionsprodukt (S,S)-Aziridin-T1’ (Abbildung 3b), was
(E)-Dehydrobutyrin (Dhb) als mçgliches Eliminierungspro-

Abbildung 2. Dekonvolutierte Masseanalyse der b5c- und b5i-Unterein-
heiten nach 12-st�ndiger Inkubation von cCP mit 1 (links) sowie iCP
mit 2 (rechts) (25 mm). Die mit „�H2O“ gekennzeichnete Spezies re-
pr�sentiert das Aziridin oder den vernetzten Zustand (zu erwartende
Massedifferenz: 18.0 Da). Der linke Bereich zeigt Vergrçßerungen der
Hauptspezies. Die mit „+ 2�HF“ gekennzeichnete Spezies repr�sen-
tiert das kovalent modifizierte Intermediat der b5-Untereinheit vor der
Dehydroxylierung (zu erwartende Massedifferenz: 572.7 Da). Siehe Ab-
bildung S5 f�r Spektren der b5-Untereinheit von unbehandeltem cCP
und iCP.

Abbildung 3. Vergleich von Rçntgenstrukturanalysen des aktiven Zen-
trums der Untereinheit b5 nach zeitabh�ngigen Inkubationsexperimen-
ten von yCP-Kristallen mit 1. Die 2Fo�Fc-Elektronendichte (blaues
Netz, konturiert bei 1s) zeigt Abst�nde in � als schwarze gestrichelte
Linien. Die Triade des aktiven Zentrums – Thr1 (T1), Asp17 (D17) und
Lys33 (K33) – wurde von der Phasierung ausgeschlossen. Zus�tzliche
Stereoabbildungen von (a)–(d) sind in Abbildung S6 zu finden. a) Un-
tereinheit b5 der Apostruktur mit nichtmodifiziertem T1 (gelb).[18]

b) Aziridin-T1’(gelb)-Bildung an b5 nach 2 h Inkubationszeit mit 1. Die
Trajektorie des nukleophilen Angriffs von K33 (gr�n) ist als pinker ge-
strichelter Pfeil dargestellt (PDB ID 4R17). c) K33-T1’-Vernetzung
(gelb) an Untereinheit b5 nach 6 h Kristallinkubation (PDB ID 4R18).
d) �berlagerung von Apostruktur mit nichtmodifiziertem T1 (hellgrau),
Aziridin-T1’-Intermediat (I, gelb) und der K33-T1’-Vernetzung (II, gelb).
Die Strukturumlagerung von T1 nach seiner Umsetzung zu Intermedi-
at I und Vernetzung II ist durch einen pinken gestrichelten Pfeil darge-
stellt.
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dukt ausschließt (siehe Abbildung S1b). Zus�tzlich best�tigt
die invertierte Stereokonfiguration der Methylgruppe von
(S,S)-Aziridin-Thr1’ eine von Thr1N ausgelçste Cyclisierung,
die eine SN2-artige Substitution begr�ndet. Um die Stabilit�t
des Aziridinrings zu untersuchen, f�hrten wir weitere Kris-
tallexperimente mit verl�ngerter Inkubationszeit bis zu 6 h
bei pH 6.8 durch. Die 2Fo�Fc-Elektrondichte der yCP:1-
Struktur offenbarte eine Ringçffnung von Aziridin-Thr1’
durch SN2-Substitution der Aminogruppe des Lys33
(Lys33Ne), wodurch eine intramolekulare Vernetzung in b5
stattgefunden hat (Abbildung 3c; 2.4 � Auflçsung, Rfree =

19.5%, PDB-ID 4R18). Diese Lys33-Thr1’-Bindung beweist
das Vorhandensein eines elektrophilen Thr1-Intermediates
und ist �berraschend, da Lys33Ne generell den pKa-Wert von
Thr1Og mit geringer intrinsischer Nukleophilie aufrechter-
h�lt.[19] Aus organisch-chemischer Sicht ist die Aziridinring-
çffnung ebenfalls �berraschend, da f�r den Reaktionsverlauf
in der Regel eine elektronenziehende Gruppe am Aziridin-
Stickstoffatom erforderlich ist.[20]

Interessanterweise zeigt die �berlagerung der Apo- mit
der yCP:1-Struktur, dass alleinig die Flexibilit�t der Aziridin-
Thr1’ beinhaltenden b5-Kette f�r die �berbr�ckung der 3.3 �
langen Distanz zwischen den Reaktionspartnern Lys33Ne und
dem Elektrophil verantwortlich ist. Bemerkenswerterweise
bleibt die Position s�mtlicher anderen Aminos�urereste un-
ver�ndert (Abbildung 3d). Folglich ist der Verlust der struk-
turellen Integrit�t durch Dehydroxylierung von Thr1 eine
Grundvoraussetzung f�r die Vernetzung. Gest�tzt auf diese
individuellen Momentaufnahmen der Reaktionsintermediate
schlagen wir einen dreistufigen Mechanismus der PSF-Ver-
bindungen vor, der letztlich zu einer irreversiblen Hemmung
des proteasomalen aktiven Zentrums f�hrt (Schema 1).

Unser n�chstes Ziel war die Analyse, ob dieser komplexe
Mechanismus zu einer verbesserten b5i-Selektivit�t und
somit zu einer verringerten Zytotoxizit�t beitragen kann.
Deshalb verglichen wir sowohl die Bindeaffinit�t als auch die
b5-Untereinheiten-Selektivit�t von 1 und 2 mit denen ihrer
a’,b’-Epoxyketon-Vorbilder in In-vitro-IC50-Bestimmungen
mit humanem iCP, cCP und yCP (Tabelle 1, Abbildung 4).

Bemerkenswerterweise erwies sich 2 (IC50 b5c/b5i: 25) als
ungef�hr dreimal selektiver f�r b5i als ONX 0914 (IC50 b5c/
b5i: 9), trotz identischen Peptidr�ckgrats. Allerdings war die
verbesserte b5i-Selektivit�t von 2 mit einer 20-fach vermin-
derten Bindeaffinit�t verbunden (IC50 (b5i): 1,134 nm) ge-
gen�ber ONX 0914 (IC50 (b5i): 57 nm). Dies weist darauf hin,
dass PSF-Liganden mindestens als gesch�tzte Tetrapeptide
zur ausreichenden Stabilisierung w�hrend der proteasomalen
Bindung vorliegen m�ssen. Aus diesem Grund erweiterten
wir 2 mit Homophenylalanin in P4, um die Verbindung 3 zu
erhalten (Abbildung 1).

Da die S4-Spezifit�tstaschen von iCP und cCP einen
identischen Aufbau durch die b6-Untereinheit haben, zeigt 3
sowohl f�r b5i (IC50 (b5i): 139 nm) als auch f�r b5c (IC50 (b5c):
3.927 nm) eine um das Achtfache gesteigerte Bindeaffinit�t.
Verglichen mit 2 wurde ebenfalls die b5i-Selektivit�t (IC50

b5c/b5i: 28) erhçht. Dagegen inhibierten 1 und CFZ die b5-
Untereinheit aller analysierten CP-Typen im ein- bis zwei-
stelligen nanomolaren Bereich ohne Pr�ferenz f�r b5i. Dies
legt nahe, dass f�r die PSF-Kopfgruppe das peptische R�ck-
grat bei der Bindung in hçherem Maße Einfluss nimmt als bei
der a’,b’-Epoxyketon-Kopfgruppe.

Des Weiteren wurden die In-vitro-Befunde mittels In-
vivo-IC50-Bestimmung von 1, 2 sowie ihrer a’,b’-Epoxyketon-
Gegenst�cke und von 3 in Zellkulturuntersuchungen best�-
tigt (Tabelle 2, Abbildung 5a). Hierf�r verwendeten wir ei-
nerseits die THP-1-Zelllinie, abstammend von einer akuten
myeloischen Leuk�mie die sich durch hohe Expressionsraten

Tabelle 1: In-vitro-IC50-Werte [nm] f�r die ChTL-Aktivit�t von verschiede-
nen gereinigten CP-Typen.

Verbindung IC50 yb5 IC50 b5c IC50 b5i IC50 b5c/b5i[a]

CFZ 3�1 5�1 21�3 0.2
1 21�2 28�2 54�10 0.5
ONX 0914 145�15 513�30 57�10 9
2 15420�635 28460�1305 1134�146 25
3 1775�476 3927�550 139�34 28

[a] Ein hohes IC50-b5c/b5i-Verh�ltnis deutet eine Selektivit�t f�r b5i an.

Schema 1. Vorgeschlagener dreistufiger Inhibitionsmechanismus der PSF Verbindungen am proteasomalen, aktiven Zentrum von Untereinheit b5.
Die Sulfonylierung von Thr1Og ist mittels zweier verschiedener Mechanismen denkbar: durch direkten nukleophilen Angriff von Thr1Og auf das
elektrophile Schwefelzentrum (obere linke Ecke) oder durch Eliminierung und Sulfenbildung (untere linke Ecke). Der Substituent R steht f�r das
restliche peptidische R�ckgrat, und P1 bezeichnet die Aminos�ureseitenkette des Inhibitors, die in der S1-Spezifit�tstasche stabilisiert wird.
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von iCP auszeichnet, andererseits HeLa-Zellen, welche
prim�r cCP enthalten.[21] ONX 0914, 2 und 3 erwiesen sich als
drei- bis vierfach selektiver f�r THP-1-Zellen gegen�ber
HeLa-Zellen, w�hrend 1 und CFZ nahezu gleiche Bindeaf-
finit�t gegen beide Zelllinien aufwiesen, was den Ergebnissen
der In-vitro-IC50-Untersuchungen entspricht.

Um das Zytotoxizit�tsprofil der Verbindungen zu unter-
suchen, bestimmten wir die LC50 f�r THP-1- und HeLa-
Zellen in Viabilit�tsexperimenten (Tabelle 2, Abbildung 5b).
Bemerkenswerterweise hatten 2 und 3 kaum Einfluss auf die
�berlebensrate beider Zelllinien, was auf die hohe b5i-Se-
lektivit�t und geringe unspezifische Proteinbindung zur�ck-
f�hrbar sein kçnnte. Ebenfalls schließen die In-vivo-IC50-
Werte von 1 aus (IC50 (THP-1): 35 nm, IC50 (HeLa): 29 nm),
dass die geringe Zytotoxizit�t von einer raschen Hydrolyse
der PSF-Kopfgruppe verursacht wird.

Abschließend kann festgestellt werden, dass der Vergleich
von iCP-selektiven a’,b’-Epoxyketonen mit ihren PSF-Ver-
tretern die Sulfonylfluorid-Kopfgruppe als vielversprechen-
des Motiv f�r die adressierte b5i-Inhibition darstellt. Im
Unterschied zu allen bisher analysierten CP-Inhibitoren ma-
nipulieren die PSFs die proteasomale Aktivit�t mittels eines
bisher unbekannten Inhibitionsmechanismus, der eine Um-
polung und intramolekulare Vernetzung des aktiven Zen-
trums umfasst. Wesentlich in diesem Zusammenhang, und im
Unterschied zu dem unspezifischen Serinprotease-Inhibitor
PMSF, ist der zus�tzliche peptidische Rest an den PSF-Li-
ganden, �ber den die zielgerichtete Proteasom-Inaktivierung
stattfindet. Folglich kçnnte die spezifische iCP-Hemmung im

Abbildung 4. In-vitro-IC50-Bestimmung der ChTL-Aktivit�t von verschie-
denen gereinigten CP-Typen nach einst�ndiger Inkubation mit variie-
render Konzentration von CFZ und 1 (linker Bereich) sowie ONX 0914,
2 und 3 (rechter Bereich) mittels fluorogenem Substratassay. Daten
von drei Wiederholungen wurden auf eine mit DMSO behandelte Kon-
trolle normalisiert und sind als relative Aktivit�t mit Standardabwei-
chung dargestellt (Tabelle 1).

Abbildung 5. a) In-vivo-IC50-Bestimmung der ChTL-Aktivit�t von HeLa- und THP-1-Zellen nach 105 min Inkubation bei verschiedenen Konzentra-
tionen von CFZ und 1 (linker Bereich) sowie ONX 0914, 2 und 3 (rechter Bereich) mittels luminogenen Substratassay. b) LC50 f�r HeLa- (linker
Bereich) und THP-1-Zellen (rechter Bereich) nach 48 h Inkubation bei Konzentrationen von CFZ, 1, ONX 0914, 2 und 3 zwischen 1 nm und
100 mm mittels AlamarBlue-basiertem Viabilit�tsexperiment. Daten von drei Wiederholungen wurden auf eine mit DMSO behandelte Kontrolle
normalisiert und sind als relative Aktivit�t mit Standardabweichung dargestellt (Tabelle 2).
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nanomolaren Bereich in Verbindung mit geringer Zytotoxi-
zit�t das therapeutische Fenster von zuk�nftigen antiin-
flammatorischen Wirkstoffen erweitern.

Eingegangen am 7. Juli 2014
Online verçffentlicht am 22. September 2014
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Tabelle 2: In-vivo-IC50-Werte [nm] f�r die ChTL-Aktivit�t und LC50-Werte [nm] f�r HeLa- und THP-1-
Zellen.

Verbindung IC50

HeLa
IC50

THP-1
LC50

HeLa
LC50

THP-1
LC50/IC50

[a]

HeLa
LC50/IC50

[a]

THP-1

CFZ 6�1 7�1 28�6 12�1 5 2
1 29�3 35�4 353�63 156�16 12 4
ONX 0914 78�10 22�2 333�48 110�14 4 5
2 5032�577 1789�378 >100000 >100000 >19 >56
3 550�59 146�40 >100000 5746�1436 >182 39

[a] Ein hohes LC50/IC50-Verh�ltnis deutet auf geringe Zytotoxizit�t in Relation zum entsprechenden IC50-
Wert hin.
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