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Abstract: Klinisch genutzte Proteasominhibitoren induzieren
Zelltod durch die gleichzeitige Blockade des konstitutiven
Proteasoms und des Immunproteasoms. Dagegen ist die se-
lektive Hemmung des Immunproteasoms kaum zytotoxisch,
und sie kçnnte Anwendung in der Modulation von chroni-
schen Entzîndungen und Autoimmunkrankheiten finden. Es
wurden decarboxylierte Peptide entwickelt, die mittels eines a-
Chloracetamides in einer Seitengruppe gezielt ein nichtkata-
lytisches Cystein in der b5i-Untereinheit des Immunprotea-
soms angreifen. Die so gesteigerte Isoformspezifit�t resultierte
in verminderten zytotoxischen Nebenwirkungen und redu-
zierte die Produktion von inflammatorischen Zytokinen.
Strukturbasierte Optimierung fîhrte zu einer îber 150-fachen
Selektivit�t fîr die Untereinheit b5i gegenîber b5c. Diese neue
Verbindungsklasse bietet einen vielversprechenden Ansatz fîr
die Entwicklung von potenziell antiinflammatorischen Inhi-
bitoren, die selektiv das Immunproteasom hemmen.

Das katalytisch aktive Kernpartikel des Proteasoms („core
particle“, CP) baut einen Großteil der intrazellul�ren Pro-
teine ab und ist essenziell fîr Zellfunktion und -îberleben.[1]

Das konstitutive Proteasom (cCP) wird als der zentrale pro-
teolytisch aktive Komplex ubiquit�r exprimiert, w�hrend die
immunmodulatorische Isoform, das Immunproteasom (iCP),
vor allem in Zellen des Immunsystems gefunden wird.[2] Bei
Entzîndungszust�nden beeinflussen iCPs die Produktion von
Zytokinen, ver�ndern die Antigen-Prozessierung und fçrdern
dadurch die Immunantwort.[2] Die von der FDA zugelassenen
CP-Inhibitoren Bortezomib und Carfilzomib (CFZ) hemmen
gleichermaßen die katalytisch aktive b5-Untereinheit des
cCPs (b5c) und des iCPs (b5i/LMP7).[3] Diese simultane In-
hibition von b5c und b5i oder die zus�tzliche Hemmung von
anderen Untereinheiten (b1i/LMP2, b1c, b2i/MECL1, b2c) ist
stark zytotoxisch, was die klinische Nutzung der beiden Me-
dikamente auf Blutkrebs beschr�nkt.[4] Dagegen blockiert der
Wirkstoff ONX 0914 (PR-957) bevorzugt b5i und induziert
keinen Zelltod. Interessanterweise ist die Inhibition von b5i
alleine ausreichend, um die Progression von multipler Skle-
rose und rheumatoider Arthritis im Mausmodell zu verlang-

samen.[5, 6] Entsprechend stellt die Untereinheit b5i des Im-
munproteasoms ein vielversprechendes therapeutisches Ziel
fîr Autoimmunerkrankungen und chronische Entzîndungs-
krankheiten dar.[7]

ONX 0914 weist durch sein optimiertes Peptidrîckgrat
eine etwa zehnfache Pr�ferenz fîr b5i gegenîber b5c auf.[5]

Dabei wird durch das Epoxyketon-Elektrophil, das irrever-
sibel mit dem nukleophilen Thr1 im aktiven Zentrum des
Proteasoms reagiert, Bindeaffinit�t gewonnen (Schema S1).[8]

Allerdings kçnnen reaktive C-terminale Kopfgruppen po-
tenziell auch b5c inhibieren, da der Mechanismus der Pro-
teolyse fîr alle aktiven Zentren identisch ist. Mit dem Ziel,
neue Angriffspunkte abseits des aktiven Zentrums zu finden,
nutzten wir bekannte Kristallstrukturen fîr die Entwicklung
von b5i-spezifischen Inhibitoren ohne C-terminale Kopf-
gruppe. Um dennoch eine kovalente Bindung und Veranke-
rung der Verbindung im Proteasom zu erreichen, diente ein
nichtkatalytisches Cystein als Angriffspunkt. Das gleiche
Konzept wurde bereits erfolgreich fîr das Design von Inhi-
bitoren gegen verschiedene Kinasen,[9] G-Proteine[10] und die
yb2-Untereinheit des Hefeproteasoms (yCP)[11] genutzt. Wir
identifizierten durch �berlagerung der Untereinheiten mb5c
und mb5i sowie durch Sequenzabgleiche Cys 48 als streng
konserviertes Nukleophil, das ausschließlich in b5i gefunden
wird (Abbildung 1).[8]

Cys48 tr�gt zur Bildung der S2- und S4-Substratbindeta-
schen in b5i bei und ist am positiv geladenen Ende eines a-
Helix-Dipols lokalisiert, was vermutlich den pKa-Wert der
Thiolgruppe senkt und ihre Nukleophilie erhçht. Eine
�berlagerung der vorhandenen Kristallstrukturen deutet an,
dass dieses Cystein îber die P4-Seitenkette eines Tetrapep-
tides zug�nglich ist (Abbildung 1). Deswegen begannen wir
unser Inhibitordesign mit dem Austausch des P4-Restes von
CFZ gegen l-2,3-Diaminopropans�ure (Dap), das den steri-
schen Anforderungen von S4 genîgt (Abbildung 2). Auf-
grund seiner Aminofunktion kçnnen Elektrophile im letzten
Syntheseschritt an das decarboxylierte Peptid angebracht
werden. Das von CFZ-abgeleitete Peptidrîckgrat wurde
durch Fmoc-basierte Festphasensynthese hergestellt und ist
C-terminal durch das bereits beschriebene 4-Methylbenzyl-
amin geschîtzt.[13, 14]

Geeignete Elektrophile wurden kovalent îber die jewei-
ligen S�urechloride, N-Hydroxysuccinimidester oder Car-
bons�uren mittels Amidkupplungen in der Seitenkette ver-
ankert. Die hier verwendeten Elektrophile eignen sich be-
sonders gut, um das relativ weiche Thiolnukleophil anzu-
greifen (1-CA, 1-FA, 1-AA, 1-VS, 1-EO, 1-AZ ; Abbil-
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dung 2).[9] Als Kontrolle wurden die jeweiligen nichtreaktiven
Kongenere 1-PA, 1-EA und 1-CP genutzt (Abbildung 2).

Erste inhibitorische Studien mit humanem iCP und cCP
zeigten, dass Sulfonamide (1-VS, 1-EA) leicht selektiv fîr b5c
waren, w�hrend îber Amidfunktionen verknîpfte Elektro-
phile b5i pr�ferierten (1-CA, 1-FA, 1-AA, 1-EO, 1-AZ, Ta-
belle ST1, Abbildung S1). Das wirksamste hier getestete
Elektrophil war 1-CA, das eine starke Aktivit�t gegenîber
b5i aufwies (IC50 = 1.24 mm, Abbildung 2). Dieses Ergebnis
stimmt mit Studien îberein, die a-Chloracetamide fîr Inhi-
bitoren mit nichtkatalytischen Cysteinen als Angriffspunkt
vorschlagen.[10, 15] Trotz des unselektiven Peptidrîckgrates von
1-CA fanden wir bereits eine neunfache Pr�ferenz fîr b5i
(b5c/b5i = 9), was mit ONX 0914 (b5c/b5i� 10) vergleichbar
ist.[5] Hervorzuheben ist weiterhin, dass 1-CA inaktiv gegen
die Untereinheiten b1c, b1i, b2c und b2i war (IC50> 100 mm,
Tabelle ST2). Das stabilere 1-FA sowie das nichtreaktive
Kongener 1-PA waren deutlich schlechter als 1-CA und blo-
ckierten die Aktivit�ten von b5i (IC50 = 36.25 mm bzw.
24.23 mm) und b5c (IC50 = 43.84 mm bzw. 29.05 mm) gleicher-
maßen (b5c/b5i = 1.2, Abbildung 2, Tabelle ST1). Die Bin-
deaffinit�t gegenîber b5i scheint also auf der Bildung eines
kovalenten Thioethers zwischen dem a-Chloracetamid-
Elektrophil und Cys 48 zu basieren (Schema S2).

Als n�chstes versuchten wir, den kovalenten Bindemodus
von 1-CA mittels Rçntgenstrukturanalyse zu best�tigen. Da
iCPs aus S�ugern nur schwierig kristallisierbar sind, stellten
wir die S4-Bindetasche der b5i-Untereinheit durch den Aus-
tausch von Gly48 zu Cys48 in der Untereinheit yb5 des He-
feproteasoms nach. Hierfîr nutzten wir die Methode des
„Plasmid shuffling“ (Abbildung S3 a). Nach anschließender

Kristallisation und Strukturaufkl�rung (2.8 è Auflçsung,
Rfree = 20.1%, PDB-ID: 5CGF; Tabelle ST4) stellte sich
heraus, dass Cys 48 in der yb5G48C-Mutante die gleiche
Orientierung einnimmt wie in murinem iCP. Zus�tzlich be-
st�tigte eine yb5G48C:ONX 0914-Komplexstruktur (2.8 è
Auflçsung, Rfree = 20.6 %, PDB-ID: 5CGI) die Eignung un-
seres Modells, da die Konformation des Liganden analog zu
der in mb5i war (Abbildung S4, S5). Schließlich konnten wir
durch Inkubation („soaking“) der yb5G48C-yCP-Kristalle
mit 1-CA gefolgt von Rçntgenstrukturanalyse (2.9 è Auflç-
sung, Rfree = 23.1%, PDB-ID: 5CGG) zeigen, dass die Bin-
dung von 1-CA ausschließlich an die modifizierte yb5-Un-
tereinheit erfolgte. 1-CA bildet ein antiparalleles b-Faltblatt
im Substratbindekanal, analog zu bereits beschriebenen de-
carboxylierten Peptiden.[13, 14] Bemerkenswerterweise war
anhand der Elektronendichte erkennbar, dass die P4-Seiten-
kette von 1-CA durchg�ngig mit der Thiolgruppe des einge-
brachten Cys48 îber die Acetamid-Funktion verbunden ist
(Abbildung 3a). Diese Verbrîckung best�tigt den kovalenten
Bindemodus und erkl�rt die neunfache Selektivit�t von 1-CA
fîr b5i. Dagegen hatten Wildtyp-yCP-Kristalle, deren yb5-

Abbildung 1. �berlagerung der Strukturen der murinen Untereinheiten
mb5i und mb6 (PDB ID: 3UNH)[8] mit der Untereinheit b5 von yCP
(PDB ID: 4QW4).[12] CFZ (gelb) ist an Thr1 (schwarz) gebunden. Das
Homophenylalanin von CFZ in P4 besetzt die Bindetasche S4 und ist
nahe Cys48 (magenta, 3.3 ç) von mb5i positioniert. Das positiv gela-
dene N-terminale Ende des a-Helix-Dipols H1 zeigt auf Cys48. Der
Sequenzabgleich von b5i und b5c hebt Cys48 hervor (h =human,
m =murin; obere linke Ecke).

Abbildung 2. Schema des Substratbindekanals von b5i mit den Spezifi-
t�tstaschen S1–S4 und Cys48 (unterstrichen). Das von CFZ-abgeleitete
decarboxylierte Peptid 1 enth�lt jeweils ein anderes Elektrophil an der
P4-Seitenkette (R, grau hinterlegt): a-Chloracetamid (1-CA), a-Fluor-
acetamid (1-FA), Acrylamid (1-AA), Vinylsulfonamid (1-VS), Epoxid (1-
EO) oder Aziridin (1-AZ). Die entsprechenden nichtreaktiven Kontrol-
len sind: Propionamid (1-PA), Ethansulfonamid (1-EA) oder Cyclopro-
panamid (1-CP). Eine vollst�ndige Liste aller Verbindungen einschließ-
lich der IC50-Werte ist in den Hintergrundinformationen zu finden (Ta-
bellen ST1–3). Der untere Abschnitt zeigt die a-Chloracetamide 1-CA
bis 4-CA mit den entsprechenden P2- und P3-Resten und die Kontrolle
1-PA. In-vitro-IC50-Werte wurden mit humanem iCP oder cCP ermittelt.
[a] Ein hohes IC50 b5c/b5i-Verh�ltnis weist auf eine hohe Selektivit�t
gegeníber b5i hin.
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Untereinheit humanem b5c �hneln, nach Inkubation mit 1-
CA leere Substratbindekan�le. Das Ergebnis betont somit die
Bedeutung von Cys48 fîr den Wirkmechanismus.

Aufbauend auf diesen Beobachtungen optimierten wir
das Peptidrîckgrat, um die Selektivit�t gegenîber b5i weiter
zu verbessern. Zuerst nutzten wir das Peptidgerîst von
ONX 0914 als Vorlage und synthetisierten 2-CA (Abbil-
dung 2, Tabelle ST2). Unerwarteterweise war 2-CA weniger
aktiv gegenîber humanem b5i (IC50 = 6.65 mm) und nicht in
der Lage, in „Soaking“-Versuchen an yb5G48C-Kristalle zu
binden. Um den Verlust an Wirksamkeit zu verstehen, ver-
glichen wir die Bindemodi von ONX 0914 und 1-CA und
fanden deutliche Unterschiede: Wenn ONX 0914 an

yb5G48C gebunden vorliegt, ermçglicht der P2-TyrOMe-
Rest stabilisierende Schwefel-Aren-Wechselwirkungen mit
Cys48.[16, 17] Dagegen fîhrt die kovalente Bindung der P4-
Seitenkette von 1-CA an Cys 48 zu einer Verschiebung des
P2-Phe-Restes und zu einer Verkleinerung der S2-Tasche.
Um den Beitrag des P2-TyrOMe-Restes von 2-CA isoliert zu
betrachten, stellten wir 3-CA her (Abbildung 2, Tabelle ST2).
3-CA hat eine schlechtere b5i-Bindeaffinit�t (IC50 = 2.53 mm)
als 1-CA (IC50 = 1.24 mm), was einen nur geringen Beitrag der
S2-Tasche andeutet. Insgesamt hat die P3-Position also einen
grçßeren Einfluss auf die Wirksamkeit. Interessanterweise
besetzt das P3-Leucin von 1-CA die S3-Tasche nur teilweise
und richtet dadurch das îbrige Peptidrîckgrat in Richtung
der b5-Untereinheit aus (Abbildung 3b). Insgesamt ist die
Bindung von 1-CA nur von der Wechselwirkung mit b5 ab-
h�ngig, w�hrend das Peptidrîckgrat von ONX 0914 zus�tz-
lich durch Asp114 von b6 stabilisiert wird (Abbildung 3 b, S6).
Aufgrund der fehlenden Wechselwirkung mit der b6-Unter-
einheit, die in cCP und iCP identisch ist, gewinnt 1-CA an
Spezifit�t. Um zu îberprîfen, ob die Ausrichtung hin zu b5
auf das kurze Dap-Zwischenstîck zurîckzufîhren ist, haben
wir in der P4-Seitenkette Dap durch ein flexibleres l-2,4-
Diaminobutans�ure-Zwischenstîck (Dab) ausgetauscht (1-
Dab-CA, Tabelle ST3). Diese Modifikation fîhrte zu einer
zehnfach reduzierten Aktivit�t gegenîber b5i (IC50 =

13.07 mm)und zeigt, dass Dap sowohl die optimale Zwi-
schenstîckl�nge besitzt als auch seine steifere Konformation
von Vorteil ist. Unsere Ergebnisse implizieren, dass die S3-
Tasche entscheidend fîr die korrekte Positionierung des an-
grenzenden P4-a-Chloracetamids ist. In �hnlicher Weise
entsteht die Selektivit�t von ONX 0914 haupts�chlich durch
die Wechselwirkung des P1-Phe-Restes mit der S1-Tasche,
welche die C-terminale Kopfgruppe fîr den nukleophilen
Angriff auf Thr1 positioniert.[8]

Ausgehend von unseren Ergebnissen konzentrierten wir
uns auf die auff�lligsten Unterschiede in der S3-Tasche der
humanen b5i- und b5c-Untereinheiten, die mittels Homolo-
giemodellierungen und Sequenzvergleichen identifiziert
wurden (Abbildung S3 b). Der streng konservierte Austausch
von Ala27 (b5c) zu Ser 27 (b5i) ver�ndert die Polarit�t und die
Grçße der S3-Tasche (Abbildung 3b).[8] Daher synthetisier-
ten wir 4-CA (Abbildung 2), dessen Asparagin in der P3-
Position eine verst�rkte Wasserstoffbrîcke mit Ser 27 erwar-
ten l�sst. Tats�chlich war 4-CA îber 150-fach selektiver fîr
b5i (IC50 = 0.64 mm) als fîr b5c, w�hrend das unreaktive
Kongener 4-PA nur siebenfache Spezifit�t fîr b5i aufwies und
insgesamt deutlich schlechter inhibierte (IC50 = 29.29 mm,
Tabelle ST2). Die Art des P3-Restes und seine Stabilisierung
scheinen demzufolge entscheidend fîr die St�rke der Bin-
dung zu sein. Die Modifikation der P3-Position war alleine
ausreichend, um eine hohe Selektivit�t fîr b5i zu erreichen.
Dagegen sind Inhibitoren, die Thr-1 angreifen, stark auf eine
Stabilisierung durch den P1-Rest angewiesen.

Als n�chstes untersuchten wir den Effekt von 1-CA und 4-
CA in Zellkultur, vor allem um die inhibitorischen und zy-
totoxischen Eigenschaften der Inhibitoren sowie deren Ein-
fluss auf die Produktion von inflammatorischen Zytokinen zu
testen. Mithilfe eines luminogenen Substratassays wurden
zun�chst In-vivo-IC50-Werte ermittelt. Dafîr verwendeten

Abbildung 3. Rçntgenstrukturbasierte Analyse der Bindung von 1-CA
an die yb5G48C Mutante (PDB ID: 5CGG. a) Die 2Fo¢Fc-Elektronen-
dichte (graues Gitter, konturiert bei 1s, 2.9 ç Auflçsung) zeigt 1-CA
(grín) gebunden an Cys48 (magenta) in der Untereinheit yb5G48C
(beige) mit Thr1 im aktiven Zentrum (schwarz). Außerdem hervorge-
hoben sind das Amid von Gly47 (schwarz) im Oxyanion-Loch und
Asp114 von yb6 (grau). b) �berlagerung der Strukturen von 1-CA
(grín) und ONX 0914 (grau) gebunden an yb5G48C beziehungsweise
mb5i (PDB ID: 3UNF). Die P1- bis P3-Positionen des Liganden und
die Reste der Untereinheiten yb5 und mb5i (beige) sowie yb6 und
mb6 (grau) sind zusammen mit Abst�nden in ç dargestellt (schwarze,
gestrichelte Linien). Die Verschiebung von 1-CA im Vergleich zu
ONX 0914 wird durch einen schwarzen Pfeil angezeigt.
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wir das Lysat von THP-1-Zellen, die îberwiegend iCP ex-
primieren.[18] Sowohl 1-CA (IC50 = 2.83 mm) als auch 4-CA
(IC50 = 3.55 mm) hemmten deutlich die b5-Aktivit�t, w�hrend
die unreaktive Kontrolle 1-PA (IC50 = 36.69 mm) kaum inhi-
bitorisch aktiv war, was mit den in vitro gemessenen Werten
îbereinstimmt (Abbildung S7a). Dazu komplement�r be-
trachteten wir den Einfluss der Hemmstoffe auf das Zell-
îberleben. Konzentrationen bis zu 10 mm von 1-CA und 4-CA
hatten keinen Einfluss auf THP-1-Zellen (Abbildung S7 b).

Schließlich îberprîften wir die mçgliche Anwendung als
antiinflammatorischer Wirkstoff. Hier beschr�nkten wir uns
auf 1-CA, dessen Peptidrîckgrat dem pharmakokinetisch
optimierten CFZ �hnelt. Wir untersuchten mithilfe von
ELISAs („enzyme-linked immunosorbent assays“) den Ein-
fluss von 1-CA auf die inflammatorischen Marker Tumorne-
krosefaktor-a (TNF-a) und Interleukin 6 (IL-6). Tats�chlich
reduzierte 1-CA konzentrationsabh�ngig die Produktion von
TNF-a und IL-6. 10 mm von 1-CA reduzierten bereits deutlich
die IL-6-Ausschîttung ohne hierbei Zelltod auszulçsen,
w�hrend 25 mm zu einer verminderten TNF-a-Produktion
fîhrten (Abbildung 4, S8). Diese Reduktion der Zytokin-
produktion wurde �hnlich fîr ONX 0914 beschrieben.[5]

Zusammengefasst beschreibt unsere Arbeit die ersten
Immunproteasominhibitoren, die unabh�ngig von Thr1 im
aktiven Zentrum wirken. Initiiert durch strukturbasierte
Bioinformatik konnten wir Cys48 in b5i als ein Isoform-spe-
zifisches Nukleophil identifizieren, das durch Tetrapeptide
zug�nglich ist. Mit diesem Ziel synthetisierten wir decarb-
oxylierte Peptide und testeten verschiedene Elektrophile,

wobei sich die a-Chloracetamid-Kopfgruppe von 1-CA als die
Beste erwies. Weiterhin konnten wir basierend auf Struktur-
daten die P3-Position optimieren und ihren starken Einfluss
auf die b5i-Selektivit�t dieser Art von Inhibitoren best�tigen.
1-CA blockierte in zellbasierten Versuchen die Aktivit�t von
b5 bereits in subletalen Konzentrationen und verminderte die
Produktion von Zytokinen wie TNF-a und IL-6. Die hier
beschriebene neue Verbindungsklasse bietet somit einen
mçglichen Ansatz fîr die Entwicklung von antiinflammato-
rischen selektiven Immunproteasominhibitoren.
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