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Abstract: Typ-unselektive Proteasominhibitoren werden in der
Krebstherapie eingesetzt. Selektive Hemmung des Immun-
proteasoms kçnnte dagegen der Therapie von Autoimmun-
krankheiten dienen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden mini-
male Strukturelemente identifiziert, welche die Selektivit�t von
Inhibitoren fîr die proteasomalen Untereinheiten b5c und b5i
bestimmen. Ausgehend von dem Naturstoff Belactosin C
wurden zwei b-Lactone synthetisiert, die neben einer Dimeth-
oxybenzyl-Einheit entweder eine Methylpropyl- (Pseudo-Iso-
leucin) oder eine Isopropyl-P1-Seitenkette (Pseudo-Valin)
tragen. Das Isoleucin-Derivat ist gegenîber der b5i-Unterein-
heit (IC50 = 14 nm) sechsfach wirksamer als das Valin-Pendant.
Zellkulturexperimente best�tigen die Zellg�ngigkeit beider
Substanzen, und rçntgenkristallographische Daten visualisie-
ren die Besetzung der gestrichenen und nichtgestrichenen
Substratbindekan�le des Proteasoms. b-Lactone sind somit
bestens fîr die Entwicklung nichtpeptidischer Proteasominhi-
bitoren geeignet.

Das eukaryotische 20S-Proteasom („core particle“, CP) ist
eine multikatalytische Protease von 720 kDa, die fîr den
nichtlysosomalen Proteinabbau zust�ndig ist. Das CP bildet
eine Schlîsselkomponente fîr eine Vielzahl zellul�rer Pro-
zesse, unter anderem fîr den Zellzyklus und die Immunant-
wort.[1] W�hrend Hefe ein 20S-Proteasom (yCP) besitzt,
existieren in Vertebraten drei verschiedene CP-Typen, die
sich nur in der Zusammensetzung ihrer proteolytisch aktiven
Untereinheiten unterscheiden: das konstitutive Proteasom
(cCP), das Immunproteasom (iCP) und das Thymusprotea-
som (tCP).[2] Die Hydrolyse von Proteinen findet in der

zentralen Kammer der jeweiligen CPs statt, und die Spaltung
der Peptidbindungen erfolgt in allen katalytischen Zentren
nach einem allgemeinen Prinzip. Somit sind es die Spezifi-
t�tstaschen (S-Taschen) und deren einzigartige chemische
Umgebung, die die verschiedenen Substratpr�ferenzen be-
stimmen, indem sie mit den Ligandseitenketten (P-Reste)
wechselwirken.[3] Die Zuteilung der Schnittspezifit�ten der
drei katalytischen Zentren erfolgte basierend auf der bevor-
zugten P1-Aminos�ure chromophorer Testsubstrate. So
spaltet b1 nach sauren (Caspase-�hnlich, C-L), b2 nach basi-
schen (Trypsin-�hnlich, T-L) und b5 nach apolaren Resten
(Chymotrypsin-�hnlich, ChT-L).[4]

Kîrzlich wurde ein Zusammenhang zwischen erhçhter
Expression des iCPs, oder seiner aktiven Untereinheiten b1i,
b2i und b5i, und der Entwicklung sowie dem Fortschreiten
von neurodegenerativen Erkrankungen,[5] Autoimmun-
krankheiten[6] und verschiedenen Krebsarten festgestellt.[7]

Fîr den b5i-selektiven peptidischen a’b’-Epoxyketon-Inhibi-
tor ONX 0914 konnte im Mausmodell eine Unterdrîckung
autoreaktiver Immunantworten bei rheumatoider Arthritis,
Lupus und experimenteller Encephalomyelitis gezeigt
werden. Die Wirkung von ONX 0914 beruht dabei auf der
verminderten Herstellung von Interleukinen und der redu-
zierten Freisetzung von Interferon-g.[8] Kristallographische
Analysen des cCPs und iCPs aus der Maus visualisierten die
unterschiedlichen Grçßen der S1-Taschen in den b5c- und
b5i-Untereinheiten, die durch eine besondere Ausrichtung
von Met45 entstehen und die verst�rkte Affinit�t von
ONX 0914 fîr b5i bewirken. Aufgrund der Beobachtung, dass
die erste Bindung des Liganden an das aktive Zentrum îber
den P1-Rest erfolgt, wurde vermutet, dass Verbindungen mit
großen P1-Seitenketten von b5i bevorzugt werden, w�hrend
solche mit kleinen P1-Resten eher fîr die Untereinheit b5c
geeignet sind.[9]

Nachfolgende Studien zur Wirkstoffentwicklung konnten
bestehende b5i-Inhibitoren verbessern, indem das P1-Phe-
nylalanin durch einen Cyclohexylrest ersetzt wurde.[10] Al-
lerdings haben alle diese gegenw�rtig verfîgbaren Protea-
sominhibitoren ein peptidisches Grundgerîst, das aus-
schließlich die durch die Untereinheiten b5i und b6 gebildete
nichtgestrichene Seite des Substratbindekanals adressieren.
Berîcksichtigt man, dass die b6-Untereinheit zwischen cCP
und iCP nicht ausgetauscht wird, so hindern vermutlich aus-
gepr�gte Wechselwirkungen eines Liganden mit b6 seine b5i-
Selektivit�t. Unser Ziel war es deshalb, kleine nichtpeptidi-
sche Proteasominhibitoren zu entwickeln, die sowohl in der
gestrichenen als auch der nichtgestrichenen Seite alleinig mit
der b5-Untereinheit wechselwirken. Als Grundgerîst diente
das Bisbenzyl-geschîtzte Homobelactosin C (1; Abbil-
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dung 1A), ein Derivat des natîrlichen b-Lactons Belacto-
sin C aus Streptomyces sp. UCK14.[11]

Anders als b-Lacton-g-Lactam-Inhibitoren, den mikrobi-
ellen Metaboliten Omuralid (clasto-Lactacystin, 2 ; Abbil-
dung 1A) mit eingeschlossen,[4a,12] bindet 1 sogar in Konzen-
trationen von 20 mm nur an b5, wie durch kristallographische
Ergebnisse gezeigt.[13] Bemerkenswerterweise besetzen Be-
lactosin C und seine Derivate im Unterschied zu 2 sowohl die
S1-Spezifit�tstasche als auch den bislang wenig beachteten
gestrichenen Substratbindekanal einschließlich der benach-
barten Untereinheit b4.[13,14] Um ausschließlich die Unter-
einheit b5 zu adressieren und Strukturelemente zu finden, die
zwischen b5c und b5i unterscheiden, haben wir eine Serie von
verschiedenen Belactosin-C-Derivaten analysiert.[14, 15] Hier-
bei konnte ein minimales Grundgerîst identifiziert werden,

das mit hoher Affinit�t an die b5-Untereinheit bindet. Dieses
ist mit einer N-(3,5-Dimethoxybenzyl)aminocarbonyl-Sei-
tenkette an der C2-Position eines (3S)-((1S)-Methylpropyl)-
(Isoleucin-Analogon 3) oder eines (3S)-Isopropyl-4-oxooxe-
tan-(2R)-carboxamids ausgestattet (Valin-Analogon 4 ; Ab-
bildung 1 A).[15]

Die Kristallstrukturanalyse von 3 im Komplex mit dem
yCP wurde nach unseren Standardprotokollen durchge-
fîhrt[17] und hat Strukturdaten bis zu einer Auflçsung von
3.0 è mit einem Rfree von 22.9 % ergeben (siehe Tabelle S1 in
den Hintergrundinformationen). Aufgrund der hohen Li-
gandkonzentration, in die die Kristalle eingelegt wurden,
zeigt die Elektronendichtkarte den Inhibitor kovalent an das
N-terminale Thr1Og von allen aktiven Untereinheiten ge-
bunden (Abbildungen 1B und S1A). Eine �berlagerung der

Abbildung 1. A) Strukturformeln fír bisbenzyliertes Homobelactosin C (1), Omuralid (2) und die analysierten b-Lactone 3–5. B) Kristallstruktur
von yCP:3 am yb5-Katalysezentrum (PDB ID 4Z1L). Die 2FO¢FC-Elektronendichtekarte (blau, Konturierung bei 1s) ist fír 3 und das nukleophile
Thr1 gezeigt; gestrichelte Linien markieren die Wasserstoffbrícken zum „Oxyanionen-Loch“ Gly47NH und zu Thr1NH2. Met45 bildet den Boden
der S1-Tasche und bestimmt die Affinit�t und Spezifit�t des Inhibitors. C) Die �berlagerung der Strukturen von 1,[13] 3 und MG132[16] gebunden an
yb5 veranschaulicht, dass die peptidische Verbindung MG132 ausschließlich in die nichtgestrichenen S1- bis S3-Bereiche bindet, w�hrend Homo-
belactosin C (1) und seine Derivate (3) die S1-Tasche (der P1-Rest des Liganden ist mit einem gestrichelten Halbkreis hervorgehoben) und die
gestrichenen Taschen besetzen. D) Die �berlagerung der Strukturen von Hefe- und Maus-b5-Untereinheiten zeigen die unterschiedlichen Konfor-
mationen von Met45.[9] Der schwarze Pfeil markiert die Umlagerung von Met45 w�hrend der Bindung von 3 an yb5. Der Ile-�hnliche P1-Rest von 3
(angedeutet durch einen gestrichelten Halbkreis) geht hydrophobe Wechselwirkungen mit allen Met45-Konformationen ein und unterscheidet
somit nicht zwischen b5c und b5i. E) Oberfl�chendarstellungen der aktiven Zentren von b5c und b5i der Maus, in denen 3 mittels Strukturíberla-
gerung auf den yb5:3-Komplex modelliert wurde. Das positive und negative elektrostatische Oberfl�chenpotential ist von ¢30 kTe¢1 (rot) bis
30 kTe¢1 (blau) konturiert. Zur besseren �bersicht wurden die Aminos�uren 47 und 48 der b5-Untereinheit entfernt. Die S1-Taschen sind mit
einer weißen Linie markiert, um deren unterschiedliche Grçßen in b5c und b5i hervorzuheben (siehe auch Abbildung S1C). Es sei angemerkt,
dass das Binden der P1-Ile-Seitenkette an b5c die gleiche Konformations�nderung von Met45 erfordert wie fír yb5, um einen Zusammenstoß zu
verhindern.
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Strukturen von 3 gebunden an yb1, yb2 und yb5 veran-
schaulicht, dass die Verbindung in jedem der Substratbinde-
kan�le die gleiche Orientierung einnimmt (Abbildung S1B):
Die Isoleucin-P1-Seitenkette ragt in die S1-Spezifit�tstasche
und verursacht eine Verschiebung von Met45 um 1 è, wo-
hingegen die C2-OH-Gruppe des Liganden, erzeugt durch
den nukleophilen Angriff von Thr1Og auf den b-Lacton-Ring,
analog zu Homobelactosin C eine starke Wasserstoffbrîcke
mit dem Carbonylsauerstoffatom der Aminos�ure 19 (2.7 è)
bildet.[13, 18] Die 3,5-Dimethoxybenzyl-Gruppe zeigt in den
gestrichenen Substratbindekanal und wird nur îber hydro-
phobe Wechselwirkungen mit den Ca- und Cb-Atomen von
Ser129 stabilisiert, einem strikt konservierten und fîr die
Katalyse essenziellen Rest.[13] Die kristallographische Unter-
suchung von 3 gibt erstmals Einblicke in den gestrichenen
Substratbindekanal der C-L- und T-L-Aktivit�ten. Der iden-
tische Bindemodus von 3 fîr alle drei katalytischen Zentren
offenbart, dass die Untereinheitenselektivit�t von Verbin-
dungen vornehmlich auf deren Wechselwirkungen mit den
individuell ausgepr�gten gestrichenen und nichtgestrichenen
Bindetaschen beruht. Das beschriebene minimale Grundge-
rîst, das nçtig ist, um Liganden in die gestrichene Seite aller
aktiven b-Untereinheiten zu orientieren, ist nun zug�nglich
fîr zukînftige Modifikationen mittels kombinatorischer
Chemie zur Herstellung von Untereinheiten-selektiven Ver-
bindungen.

Im Folgenden haben wir die Belactosin-Derivate 3 und 4,
die sich lediglich in einer einzelnen P1-Methylgruppe unter-
scheiden, bezîglich ihrer Hemmst�rke fîr das humane cCP
und iCP untersucht. Die Verbindungen 3 und 4 inhibieren
aufgrund ihres unpolaren Charakters dosisabh�ngig die ChT-
L-Aktivit�t von b5c und b5i (Abbildung 2 A). Obwohl beide
Substanzen keine P2-, P3- und P4-Reste tragen, sind sie �u-

ßerst effektiv. Die IC50-Werte von 3 fîr b5c (21.35 nm) und b5i
(14.37 nm) sind einander �hnlich, wohingegen 4 selektiver fîr
b5c (26.87 nm) als fîr b5i (83.62 nm) ist. Somit ist eine ein-
zelne P1-Methylgruppe, die 3 von 4 unterscheidet, fîr die
Untereinheitenselektivit�t ausschlaggebend. Des Weiteren
haben wir Inhibitionsstudien mit Lysaten von HUVEC
(humane Nabelschnur-Endothelzellen, die îberwiegend cCP
enthalten) und THP-1-Zellen (eine humane monozyt�re
Leuk�mie-Zelllinie, die vorwiegend iCP enth�lt) durchge-
fîhrt. Diese best�tigten, dass ansteigende Dosen von 3 die
ChT-L-Aktivit�t in beiden Zelltypen gleichermaßen inhibie-
ren, w�hrend 4 eine erhçhte Wirksamkeit im HUVEC-Lysat
zeigt (Abbildung 2B). Obwohl die beiden untersuchten P1-
Reste sowohl in b5c als auch in b5i binden, belegen die Er-
gebnisse, dass die ChT-L-Aktivit�t von b5i verglichen mit b5c
ger�umigere Aminos�uren den kleineren, wie Val, vorzieht.[9]

Die besondere Konformation von Met45 in der Untereinheit
b5i vergrçßert deren S1-Tasche und kann die kleinere P1-Val-
Seitenkette von 4 îber Van-der-Waals-Kontakte weniger gut
stabilisieren (Abbildung 1D und E).

Als n�chstes haben wir den Einfluss von 3 und 4 auf die
Proteasomaktivit�t in lebenden S�ugerzellen untersucht.
HeLa-Zellen wurden 4 Stunden mit verschiedenen Konzen-
trationen von 3, 4 und dem Standardproteasominhibitor Z-
Leu-Leu-Leu-al (MG132) behandelt; DMSO wurde als
Kontrolle fîr den Einfluss des Lçsungsmittels verwendet
(siehe die Hintergrundinformationen). In-vitro-Aktivit�ts-
tests in den Zell-Lysaten ergaben, dass 3 und 4 dosisabh�ngig
den proteasomalen Proteinabbau hemmen und dabei haupt-
s�chlich die ChT-L-Aktivit�t beeinflussen (Abbildung 3A).
Wie erwartet fîhrt die Inhibition des CP zur Blockade der
gesamten Proteasomfunktion, was in der Anh�ufung ubiqui-
tinierter Proteine (Abbildung 3B, unten) sowie eines desta-

Abbildung 2. A) Dosis-Wirkungs-Beziehung der von 3 und 4 vermittelten Hemmung der ChT-L-Aktivit�ten des humanen cCPs und iCPs. Die expe-
rimentellen Werte wurden dreifach bestimmt und auf eine DMSO behandelte Kontrolle normalisiert. B) Inhibitionsprofil von 3 und 4 in den
Lysaten von HUVEC (cCP) und monozyt�ren THP-1 Zellen (íberwiegend iCP). In den Abbildungen A und B ist die Restaktivit�t als Mittelwert in
Prozent �Standardfehler (SF) angegeben.
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bilisierten GFP-Reporterproteins in Ohrenfibroblasten einer
UbiquitinG76V-GFP1-Maus resultiert (Abbildung 3 B, oben).
Deshalb haben wir die Zytotoxizit�t der Verbindungen
quantifiziert, indem wir HeLa-Zellen mit jeweils 500 nm und
1 mm von 3 und 4 in einem MTT-Zellproliferations-Assay fîr
24 Stunden inkubierten (MTT= 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid). �berraschenderweise
war die Lebensf�higkeit der Zellen nach der Verabreichung
von 3 und 4 doppelt so hoch wie mit dem Standardprotea-
sominhibitor MG132 (Abbildung 3C), eine signifikante und
wichtige Eigenschaft fîr die zukînftige Entwicklung von CP-
Typ-selektiven Medikamenten fîr nichtonkologische An-
wendungsbereiche wie chronische Entzîndungen und Auto-
immunerkrankungen.

Des Weiteren haben wir eine durchflusszytometrische
Analyse von HeLa-Zellen durchgefîhrt, die zuvor fîr
24 Stunden mit 500 nm der entsprechen Verbindungen inku-
biert worden sind (siehe die Hintergrundinformationen).
Ausgepr�gte Sub-G1-Werte (apoptotischen Zellen entspre-
chend) wurden nach einer Behandlung mit 3 (8.91� 0.44%
aller Zellen), 4 (10.03� 1.08%) und MG132 (19.68� 2.04%)
beobachtet. Die erhçhte Zahl an Zellen in der G2/M-Phase
zeigt, dass beide Verbindungen einen Zellzyklusarrest in
HeLa-Zellen verursachen (Kontrollwert: 12.31� 0.84%, 3 :
23.78� 0.49 % und 4 : 23.36� 2.62 % von allen nichtapopto-
tischen Zellen), obgleich viel weniger ausgepr�gt als bei
MG132 (40.36� 2.87 %). Zus�tzlich zu 3 und 4 haben wir die
b-Lactone (2R,3S)-5 und (2S,3R)-5[14, 15] in unseren biologi-
schen Testverfahren untersucht. Beide Substanzen tragen

eine weitere Methylgruppe an der C2-Position von Verbin-
dung 3, die sich von dem Naturstoff Salinosporamid A (Ma-
rizomib) ableitet.[19] Salinosporamid A ist ein Proteasom-
inhibitor der zweiten Generation, der sich gegenw�rtig in
klinischer Phase befindet. Erstaunlicherweise zeigten die
Diastereomere (2R,3S)-5 und (2S,3R)-5 keine Hemmung des
Proteasoms in HeLa-Zellen und waren in den MTT-Unter-
suchungen inaktiv (Abbildung S2). Diese Ergebnisse belegen
die Zuverl�ssigkeit der vorgestellten Messwerte und ver-
deutlichen, dass eine einzelne Methylgruppe nicht nur ent-
scheidend fîr die Untereinheitenselektivit�t sondern auch fîr
die gesamte biologische Aktivit�t einer Verbindung sein
kann.

Zusammenfassend konnten in dieser Studie kleinstmçg-
liche Strukturelemente identifiziert werden, die eine Unter-
scheidung zwischen b5c und b5i zulassen. Aufbauend auf dem
b-Lacton-Grundgerîst, einem rationalen Motiv fîr die Inhi-
bition des Proteasoms, synthetisierten wir Belactosin-Deri-
vate mit Valin- und Isoleucin-�hnlichen P1-Seitenketten, die
eine ausgezeichnete Wirksamkeit im niederen nanomolaren
Bereich aufweisen. Wir konnten zeigen, dass eine einzelne
P1-Methylgruppe einen sechsfachen Unterschied in der
Hemmst�rke fîr b5i bewirkt. Somit kann die selektive Inhi-
bition alleinig îber Modifizierung des P1-Rests erreicht
werden, ein Ergebnis von zentralem Interesse fîr die Ent-
wicklung von zukînftigen Proteasomhemmstoffen. Des
Weiteren eignen sich die hier untersuchten b-Lactone als
vielversprechendes Leitstrukturmotiv fîr Anwendungen bei
chronischen Entzîndungskrankheiten, da sie eine geringere

Abbildung 3. A) Hemmung der ChT-L-, T-L- und C-L-Aktivit�ten durch 3 und 4 im Vergleich zu MG132 in HeLa-Zellen. Die relativen Aktivit�ten
sind in Prozentzahlen ausgedríckt und auf eine mit DMSO behandelte Kontrolle normiert. B) Ubiquitin76V-GFP1 in Ohrenfibroblasten transgener
M�use und Proteine mit Ubiquitinketten h�ufen sich in Gegenwart von steigenden Konzentrationen von 3, 4 und MG132 im Vergleich zu DMSO
(C) deutlich an. Der Western-Blot wurde mit Anti-GFP- und Anti-Ubiquitin(anti-Ubi)-Antikçrpern angef�rbt. Die gleiche Proteinbeladung (LC) in
allen Spuren wurde mittels Amidoschwarz-F�rbung der Western-Blot-Membranen íberpríft. C) Die Lebensf�higkeit von HeLa-Zellen in Gegenwart
von 3, 4 und MG132 wurde mit einem MTT-Testverfahren bestimmt. ÷nderungen im Zellzyklus (Zahl der Zellen in den G1-, S- und G2/M-Phasen)
sowie apoptotische Zellen (Zahl der Zellen in Sub-G1) wurden durch eine durchflusszytometrische Analyse des DNS-Gehalts ermittelt und auf
eine mit DMSO behandelte Kontrolle normiert. Die in Abbildungen (A) und (C) angegebenen Mittelwerte �SF wurden aus drei unabh�ngigen
Experimenten erhalten.
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Zytotoxizit�t aufweisen als gegenw�rtig verabreichte pepti-
dische Proteasominhibitoren. Insbesondere die Derivatisie-
rung der Dimethoxybenzyl-Seitenkette erçffnet eine ausge-
zeichnete Mçglichkeit, das Grundgerîst im Hinblick auf die
bislang wenig beachteten gestrichenen Bindekan�le der Un-
tereinheiten b5c und b5i, sowie der anderen proteasomalen
Aktivit�tszentren zu erweitern.

Stichwçrter: Immunproteasom · Inhibitoren · Leitstruktur ·
Zytotoxizit�t · b-Lactone
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