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Abstract: Das Proteasom ist ein etabliertes Angriffsziel zur
Behandlung von Krebs, jedoch erfordert das Aufkommen re-
sistenter Tumore die Entdeckung neuartiger Inhibitoren. Die
hiufig genutzten fluoreszenzbasierten Screeningmethoden
besitzen jedoch eine geringe Empfindlichkeit und sind auf den
Nachweis von Liganden mit koventionellen Bindungsprofilen
begrenzt. Aufgrund dieser Nachteile haben wir ein kristallo-
graphisches Screeningverfahren angewendet, um Proteasom-
inhibitoren mit einem neuartigen Wirkmechanismus zu iden-
tifizieren. Die optimierte Prozedur wurde anhand eines
Screenings einer fokussierten Gruppe von Verbindungen ge-
testet und fiihrte zur Entdeckung eines [1/p2-spezifischen
Sulfonamid-Derivats, das nicht-kovalent zwischen den Pro-
teasomuntereinheiten 51 und 52 bindet. Die Bindetasche zeigt
signifikante Grofien- und Polarititsunterschiede zwischen
konstitutivem und Immunproteasom auf, wodurch der identi-
fizierte Ligand wertvolle Erkenntnisse fiir die strukturbasierte
Entwicklung von Subtyp-spezifischen Proteasominhibitoren
bietet.

Der Kampf gegen onkologische Erkrankungen erfordert
die permanente Suche nach chemischen Verbindungen, die
unverzichtbare zelluldre Signalwege in Krebszellen unter-
binden. Das 20S-Proteasom ist das Kernstiick (core particle;
CP) eines solchen Signalweges und von zentraler Bedeutung
fiir die Proteinqualitidtskontrolle, Regulation des Zellzyklus,
Zelldifferenzierung, den Proteinumsatz und Apoptose. Die
Marktzulassung der CP-Inhibitoren Bortezomib (BTZ, Vel-
cade) und Carfilzomib (CFZ, Kyprolis) hat gezeigt, dass die
Blockierung der proteasomalen Aktivitdt einen hohen the-
rapeutischen Nutzen bei der Behandlung des Multiplen
Myeloms und Mantelzelllymphoms mit sich bringt (Abbil-
dung S1 in den Hintergrundinformationen).?! Beide Inhibi-
toren besitzen ein peptidisches Grundgeriist mit einer elekt-
rophilen Kopfgruppe zur kovalenten Bindung an das kataly-
tisch aktive Thrl der Protease. Die zunehmende Resistenz-
entwicklung gegen beide Therapeutika unterstreicht jedoch
die dringende Notwendigkeit fiir die Entwicklung nicht-
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peptidischer CP-Inhibitoren.’*! Dariiber hinaus steht die
ndchste Generation von Proteasom-Blockern im Fokus der
selektiven Adressierung des konstitutiven CP (cCP) und den
gewebespezifischen Isoformen, welche eine entscheidene
Rolle bei Autoimmun- und Entziindungskrankheiten (Im-
munproteasom, iCP) sowie T-Zellentwicklung im Thymus
spielen (Thymoproteasom, tCP).’-!!l

Erst kiirzlich hat die Entdeckung von Hydroxyharnstof-
fen und Indolo-Phakellinen als Proteasominhibitoren das
Spektrum moglicher Grundgeriiste wesentlich erweitert.!%!
Einige innovative Strukturen wurden auch in Patenten pu-
bliziert,"*'¥ aber abgesehen von diesen Weiterentwicklungen
ist die allgemeine Struktur von validierten CP-Blockern auf
peptidische Pharmakophore beschrinkt.'”*!  Gleichzeitig
wird die Entdeckung neuartig bindender Liganden durch
zwei fundamentale Einschrinkungen bei den derzeitigen
fluoreszenzbasierten Screeningverfahren begrenzt. Erstens
sind die Assays empfindlich gegeniiber Artefakten durch
Fluoreszenzausloschung, was zu einer hohen Anzahl an
falsch-positiven oder falsch-negativen Screening-Treffern
fiihrt. Zweitens werden schwach oder allosterisch bindende
Liganden nicht detektiert, da ausschlieBlich hochaffine,
peptidische Substrate zur Messung der Proteasomaktivitit
herangezogen werden. Dariiber hinaus konnen sonstige bio-
physikalische Screeningmethoden wie isotherme Kalorime-
trie, Oberflichenplasmonenresonanz oder NMR-Spektro-
skopie, durch die Architektur und GroéBe des CP nicht an-
gewendet werden.

Um diese Nachteile zu adressieren, haben wir ein kris-
tallographisches Screeningverfahren fiir die schnelle Evalua-
tion von fokussierten Substanzbibliotheken angewendet
(Schema 1). Die Aufreinigung und Kristallisation von Hefe-
proteasom (yCP) ist etabliert und macht eine Fiille von
qualitativ hochwertigen Kristallen fiir Soaking-Experimente
zuginglich.?"! Jiingste Fortschritte bei der Synchrotron-Au-
tomatisierung und Auswertungssoftware ermoglichen einen
beschleunigten Arbeitsablauf, der einschlieBlich Kristall-
montage, Datensatzaufnahme, -reduktion, -verfeinerung und
anschliefender automatischer Absuche der Elektronendich-
tekarte weniger als 10 Minuten pro Datensatz in Anspruch
nimmt (Schema 1, Protokolle in den Hintergrundinforma-
tionen).””!

Als Test fiir das beschleunigte Protokoll wurde ein fo-
kussiertes Set an Substanzen zusammengestellt, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit einen neuartigen Bindemodus aufweisen
und dariiber hinaus folgende Kriterien erfiillen (Schema S2
und Tabelle S1 in den Hintergrundinformationen):

a) Breites Spektrum von Chemotypen mit iiberwiegend
nicht-peptidischen Grundgeriisten.
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Schema 1. Optimierter Arbeitsablauf fiir einen kristallographischen Screening-Ansatz zur Identifizierung neuartiger Proteasomliganden.

b) Vorliegen von Daten hinsichtlich Proteasominhibition aus
In-vitro- oder Zellkulturstudien.

¢) Fehlende Strukturinformationen der jeweiligen Liganden
im Komplex mit dem CP.

d) Einfache chemische Synthese bzw. Verfiigbarkeit aus
kommerziellen Quellen oder durch Kooperationsprojek-
te.

Entsprechend unseres optimierten Versuchsablaufs
wurden Hefe-20S-Proteasomkristalle mit den Screeningver-
bindungen behandelt und Beugungsdaten mit einer Auflo-
sung von bis zu 2.6 A innerhalb von 3 Minuten aufgezeichnet.
Rigid-Body-Verfeinerung mit yCP-Startkoordinaten (PDB
ID 1RYP)?! ergaben freie R-Faktoren <25% in weniger als
3 Minuten. Im Anschluss visualisiert eine automatisierte
Absuche der F,—F_Elektronendichtekarte innerhalb von
einer Minute die Gegenwart von ligandenbezogener Positiv-
dichte. Die Methode wurde durch die Identifikation einer
Kokristallstruktur des Proteasoms mit dem nicht-peptidi-
schen Sulfonamid-Derivat (1) verifiziert, welches bereits als
moglicher CP-Inhibitor in einem In-silico-Screening fiir
neuartige B5-spezifische Liganden proklamiert wurde.” Al-
lerdings zeigten In-vitro-Experimente eine Priferenz fiir die
Inhibition der 1- und p2-Aktivitdt, wiahrend die Spaltakti-
vitdt der p5-Untereinheit nicht beeintrdchtigt wird. Dieses
ungewohnliche Inhibitionsprofil fithrte zur Einbindung von
1 in die Screeningbibliothek und zur Identifizierung der
yCP:1-Kokristallstruktur (Rp.. =21.4%, PDB ID 5BOU).

Uberraschenderweise zeigte die Untersuchung der kris-
tallographischen Daten, dass die nicht-gestrichene Seite der
Substratbindekandéle aller katalytisch aktiven Untereinheiten
frei von ligandbezogener Positivdichte sind. Stattdessen
wurde 1 in der gestrichenen Seite des Substratbindekanals
von Untereinheit 32 lokalisiert, was eine bisher unentdeckte
Bindetasche darstellt. Der Ligand iiberbriickt die gesamte
Liange der gestrichenen Seite von 2 und bildet eine Reihe
hydrophiler und hydrophober Wechselwirkungen mit dem
Protein aus. Insbesondere werden die Sulfonylsauerstoffato-
me von 1 stark durch p2-Thr1O'H, 2-ThriNH;* und (2-
Gly47NH koordiniert und storen somit wichtige Proteinreste,
die fiir die Stabilisierung des tetraedrischen Ubergangszu-
stands wihrend der katalytischen Peptidbindungsspaltung
verantwortlich sind (Abbildung 1). Dariiber hinaus besetzt
das 2,4-substituierte Chinolin-Ringsystem einen ausgeprig-
ten Hohlraum, der durch Aminosdureseitenketten der p1-
und B2-Untereinheit gebildet wird. Die Bindung von 1 wird
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Abbildung 1. Kristallstruktur des yCP im Komplex mit 1. a) 2F,—F
Elektronendichte (blaues Netz, 10, PDB ID 5BOU) von 1 (gelb) in der
gestrichenen Seite des Substratbindekanals der 32-Aktivitat (grau). Die
Sulfonylgruppe von 1 bildet ein enges Netzwerk aus Wasserstoffbrii-
cken (schwarze gestrichelte Linien) mit $2-Thr1O'H, $2-ThrINH;" und
2-Gly47NH und stort somit den Substratabbau. b) Darstellung von
(a) mit chemischen Strukturformeln. Aminosiuren der 31-Untereinheit
sind tiirkis und die Untereinheit B2 grau dargestellt, Abstinde sind in
A angegeben.

hierbei durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen sowohl mit
L127, Y97, H114 (alle p2) als auch $1-Y25 begiinstigt, wobei
eine weitere polare Interaktion zwischen $1-T220YH und
dem Chinolin-Stickstoffatom zusétzliche Stabilisierung
bringt.

Interessanterweise zeigt die strukturelle Uberlagerung
von yCP:1 und yCP im Komplex mit dem tetrapeptidischen
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Die Entwicklung von iCP-spezifischen Liganden ist trotz
jingster Fortschritte begrenzt durch den Mangel an struktu-
reller Diversitdt der Inhibitor-Bindestaschen zwischen den
Proteasom-Isoformen.”?! Allerdings zeigt der Vergleich der
gestrichenen Substratbindekanile von 2c und [(32i auBerge-
wohnliche strukturelle Variationen zwischen den beiden
Proteasom-Subtypen.?! Die Uberlagerung der Bindestelle
von 1 mit den murinen (32¢c- und P2i-Untereinheiten ver-
deutlicht, dass die P2-S’-Tasche signifikante Unterschiede
beziiglich GroBe und Polaritét besitzt (Schema 2). Insbeson-
dere die charakteristischen cCP/iCP-Austausche $2-S131Q
und 1-A27V resultieren in einer kleineren, polareren S'-
Tasche im Immunproteasom und ermoglichen kiinftig das
strukturbasierte Design von spezifischen Liganden.

Der Bindemechanismus und die Moglichkeiten zur Op-
timierung des Sulfonamid-Liganden 1 kann unter den fol-
genden Aspekten zusammengefasst werden (Schema 2):

Abbildung 2. Bivalente Inhibition der Untereinheiten 31 und (32. Die
strukturelle Uberlagerung von 1 (gelb) und CFZ (grau),?" gebunden an
die Untereinheiten 31 und $2 des yCP, verdeutlicht die kombinierte,
kompetitive Wirkungsweise auf beide proteasomale Spaltaktivititen.
Der Sulfonyl-Rest von 1 ist in engem Kontakt mit 32-Thr1 (blauer
Pfeil), wihrend die 4'-Ethoxyphenyl-Gruppe die S4-Spezifititstasche
von Untereinheit $1 belegt (roter Pfeil).

B2'-

Inhibitor Carfilzomib, dass die 4'-Ethoxyphenyl-
Substratbindekanal

Gruppe von 1 in engem Kontakt mit (32-H116
steht, welches zu der S4-Spezifitdtstasche von ,
Untereinheit 1 beitrigt (Abbildung 1 und 2).% B2Thet  B2-A2TV B2:5 vondl
Folglich ist der Ligand in der Lage, den Sub- B2-s1 N cCP HZN..‘_/
stratabbau in den Untereinheiten 31 und (2 N\ \Oj}\ / 6 NI

gleichzeitig zu beeintrachtigen (ICs,2 100 bzw. :

B2-Substratbindekanal B1-Substratbindekanal

B1-s131Q

50 um), wihrend die Chymotrypsin-dhnliche K
Aktivitdt unberiihrt bleibt.””! Hierzu bildet der
Sulfonyl-Rest zundchst Wasserstoffbriicken mit
2-Thrl und verhindert so die Hydrolyse von
Peptidbindungen an der 32-Untereinheit. Zudem
erstreckt sich das Biaryl-System von 1 bis in den
Substratbindekanal von Untereinheit 31 und
beeintrichtigt die Bindung von Substraten. Die
relativ hohen mikromolaren ICs,-Werte von
1 lassen jedoch nur eine grobe Einschétzung der

iCP
c) cCP/iCP-Selektivitat

B1-Thr1
I &

(o)
a) Stérung der Protonen- o—\ OH

Ubertragung an Thr1
b) Beeintrachtigung der
Substratbindung in 1

(o}
0=8

\n/ll\lH

B1-S4

Schema 2. Ubersicht der strukturellen Grundvoraussetzungen, welche den Bindungs-
modus und die Bindungsaffinitdt von 1 beeinflussen. Die 32-S'-Taschen von cCP und

Bindungsstirke zu, da die standardmiBig im In-  iCP sind durch durchgehend schwarze oder gestrichelte griine Linien dargestellt.

vitro-Assay angewandten peptidischen Substrate
nicht mit der Bindung des Liganden in der ge-
strichenen Seite des Substratbindekanals konkurrieren.
Demnach ist auch die Leitstrukturoptimierung anhand von
Struktur-Aktivitdts-Daten nur unzureichend moglich, da die
entsprechenden In-vitro-CP-Aktivititsassays auf artifiziellen
Substratmimetika beruhen. b)
Im néchsten Schritt wurde ein kristallographischer Ansatz
verfolgt, um die Mindestanforderungen fiir die yCP:1-Kom-
plexbildung festzustellen. Das Sulfonamid 1 besteht aus
einem starren, durchkonjugierten Grundgeriist mit einer be-  ¢)
grenzten Anzahl von drehbaren Bindungen, was den entro-
pischen Aufwand des Bindungsprozesses minimiert. Folglich
resultieren die iiberwiegenden Bindungsbeitridge aus enthal-
pisch begiinstigten Vorgidngen. Tatsdchlich konnte fiir das
bekannte Sulfonamid-Antibiotikum Sulfacetamid 2 und die
synthetisierten Ligandfragmente 3 und 4 (Abbildung S3 in
den Hintergrundinformationen) keine definierte Elektro-
nendichte erhalten werden. Es ist somit die Kombination des
biarylischen Chinonsystems zusammen mit dem Sulfonamid-
Motiv fiir ausreichende enthalpische Energiebeitrdge zur
Komplexbildung notwendig.

a) Die Sulfonyl-Gruppe bildet ein dichtes Netzwerk von
Wasserstoffbriicken mit Proteinresten, die fiir die kataly-
tische Substratspaltung in der Untereinheit 2 unent-
behrlich sind.

Eine Erweiterung des Liganden ist in Richtung des p1-
Substratbindekanals durch die Verldngerung des 4'-Eth-
oxyphenyl-Rests méglich, da dieser bereits die S4-Binde-
tasche von Untereinheit $1 besetzt.

Anpassung des Chinolinringmotivs (blau) erméglicht die
selektive Adressierung von f2¢ oder (2i.

Im Ergebnis fithrte das vorgestellte kristallographische
Screeningverfahren zur Identifikation des Sulfonamids 1 als
vielversprechenden, nicht-kovalenten Proteasomliganden.
Die neu entdeckte Bindetasche in der gestrichenen Seite der
(2-Untereinheit zeigt signifikate GroBen- und Polaritdtsun-
terschiede zwischen der konstitutiven und Immun-Isoform
des Proteasoms auf und ermoglicht das strukturbasierte
Design Subtyp-selektiver Wirkstoffe. Zusétzlich resultiert das
starre Molekiilgeriist des Liganden in einem vorwiegend

11430 www.angewandte.de © 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2015, 127, 11428 -11431


http://www.angewandte.de

enthalpisch kontrollierten Bindungsprozess, was als eine
treibende Kraft fiir Zielprotein-Selektivitit gilt.”™ Des Wei-
teren verfiigt 1 tiber eine nicht-peptidische Grundstruktur
und enthélt keine pharmakokinetisch bedenkliche elektro-
phile Kopfgruppe, was bisher als Grundmerkmal von Pro-
teasominhibitoren galt. Somit bildet 1 eine interessante
Ausgangsubstanz fiir weitere Optimierungen in Richtung
eines selektiven, nicht-peptidischen Protaesominhibitors.
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