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Reversible Inhibitoren arretieren ClpP in einer definierten
Konformation, die durch Bindung von ClpX aufgehoben wird
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Abstract: Die caseinolytische Protease P ist ein wichtiger Re-
gulator der Pathogenitdit von Staphylococcus aureus. Mithilfe
eines Hochdurchsatz-Screenings beziiglich der Inhibition der
Clp P-Peptidaseaktivitiit identifizierten wir den ersten nichtko-
valenten Inhibitor dieser Enzymklasse. Die Cokristallisation
der niedermolekularen Verbindung mit ClpP von S. aureus
offenbarte einen neuen Bindungsmodus: Die Rotation des
konservierten Prolinrests 125 arretiert ClpP in einer Konfor-

mation, in der die korrekte Ausrichtung der katalytischen d e 0.4 "+ DVMSO (1081 £ 0.045)
Triade verhindert und damit die Peptidaseaktivitit inhibiert mwt+AV145(10.92:+0.055)
o 0.34:R171A + DMSO -

wird. In Optimierungsstudien wurden Derivate entwickelt, die
frithere ClpP-Inhibitoren in ihrer Potenz iibertreffen. Er-
staunlicherweise wird die durch die Inhibitoren verursachte
Blockade bei Bindung des Chaperons ClpX riickgingig ge-
macht. Die Verdringung des Inhibitors durch mit CIpP asso-
ziierte Chaperone stellt einen unvermuteten Regulationsme-
chanismus dar, der sich jedoch fiir die Entwicklung von ClpP-
Inhibitoren als entscheidend erweist.

Die caseinolytische Protease P (ClpP) gehort zur Familie
der Serin-Hydrolasen und ist ein bedeutender Regulator der
bakteriellen Zellhomoostase.!! Der Enzymkomplex besteht
aus zwei lbereinanderliegenden heptameren Ringen, die
durch die zentralen a-Helices E der einzelnen Untereinhei-
ten verbunden sind, und ClpP nimmt eine 14-gliedrige fass-
artige Struktur ein. Auf jede Helix E folgt ein Beta-Strang 39,
der an den Grenzflachen der Heptamere essentielle Wasser-
stoffbriicken bildet. In der Literatur wurden verschiedene
Konformationen von ClpP beschrieben: FEine gestreckte
Helix E (Abbildung 1a, PDB ID: 3V5E)P ist entscheidend
fiir die peptidolytische Aktivitdt und die Stabilitédt des tetra-
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Abbildung 1. SaClpP in seinem a) gestreckten (PDB ID: 3V5E),

b) kompakten (PDB ID: 4EMM) und c) komprimierten (PDB ID:
3QWD) Zustand. Die E-Helices sind blau dargestellt. d) Struktur von
AV145. e) Analytische Ultrazentrifugation von Wildtyp-ClpP und der
heptameren? ClpP-Mutante R171A. DMSO diente als Kontrolle. Die
Maxima der Sedimentationskoeffizienten sind als Mittelwert + Stan-
dardabweichung dargestellt.

dekameren Komplexes. Ein Knick in dieser Helix hingegen
fiilhrt zu einem kompakten (Abbildung1b, PDB ID:
4EMM)P! oder komprimierten Zustand (Abbildung 1¢c, PDB
ID: 3QWD),™ in denen die Reste der katalytische Triade
fehlgestellt sind. Dies verursacht eine Rotation des konser-
vierten Pro125 (im Strang [}9), was den Zusammenfall der
Helix E bewirkt. Zur Entfaltung und zum Verdau groBerer
Proteinsubstrate benotigt ClpP assoziierte Chaperone wie das
hexamere ClpX.[! Zusitzlich wird angenommen, dass durch
die Bindung von ClpX der gestreckte, aktive Zustand von
ClpP bevorzugt wird.

In Proteom-Analysen wurden bisher lediglich (3-Lactone
und Phenylester als spezifische ClpP-Inhibitoren beschrie-
ben.[! Beide Verbindungsklassen acylieren das aktive Ser98."
Solch eine kovalente, irreversible Modifikation erweist sich
im Fall von Markierungsexperimenten sowie mechanistischen
Studien als vorteilhaft und gewihrleistet eine verldngerte
Verweildauer des Inhibitors an seinem Angriffsziel. Die In-
vitro-5° und In-vivo-Anwendung!® irreversibler ClpP-Inhi-
bitoren ist jedoch aufgrund der geringen hydrolytischen Sta-
bilitit ihrer elektrophilen Gruppen stark eingeschrinkt.”
Alle bisherigen Bemiihungen, nichtkovalente Inhibitoren zu
entwickeln, scheiterten.” Trotz der Relevanz einer effekti-
ven Hemmung von ClpP und der daraus resultierenden
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Zuschriften

Notwendigkeit eines rationalen Wirkstoffdesigns ist bis heute
nur eine Komplex-Kristallstruktur der Protease mit einem
nichtspezifischen Chlormethylketon(CMK)-Peptidliganden
bekannt (PDB ID: 2FZS).'"! Hier prisentieren wir die erste
Cokristallstruktur eines spezifischen ClpP-Inhibitors mit
einem neuartigen, reversiblen Wirkmechanismus. Der Ligand
wurde basierend auf den strukturellen Erkenntnissen mithilfe
rationalen Wirkstoffdesigns und In-silico-Screenings weiter
optimiert.

Bei einem vorangegangenen Hochdurchsatz-Screening
(HTS) mit etwa 140000 Verbindungen der COMAS-Biblio-
thek (MPI Dortmund) wurde kein einziger nichtkovalenter
SaClpP-Inhibitor mit einem ICs, <2 um identifiziert.*”! Da
ClpP jedoch beziiglich des Standardsubstrats Suc-Leu-Tyr-
AMC nur eine geringe peptidolytische Aktivitit aufweist,
wird eine Enzymkonzentration von mindestens 1 um benotigt,
um signifikanten Umsatz messen zu konnen. Diese Tatsache
bewirkt, dass die Potenz der besten Inhibitoren auf den mi-
kromolaren Bereich begrenzt ist. Aus diesem Grund analy-
sierten wir unsere fritheren HTS-Ergebnisse erneut und
senkten das Selektionskriterium auf einen ICs, < 10 pm.[*
Vier Verbindungen erfiillten diese Rahmenbedingung (Ab-
bildung S1). Die massenspektrometrische Analyse intakter
Proteine zeigte, dass AV145 nichtkovalent an ClpP bindet
(Abbildung 1d, Abbildung S1). Anhand medizinalchemi-
scher Uberlegungen wurde diese Verbindung als erfolgver-
sprechendster Kandidat fiir weiterfithrende Untersuchungen
ausgewdhlt. AV145 triagt keinerlei reaktive Gruppen und
besteht aus drei charakteristischen Heterocyclen: einem Py-
razolopyridin-Ring und einer 2-(Thiophen-2-yl)oxazol-
Gruppe. Die zeitabhédngige Inkubation von SaClpP mit
AV145 beeinflusste die ICy, nicht (Abbildung S2), wodurch
das Vorliegen eines reversiblen Wirkmechanismus bestatigt
wurde. Analytische Ultrazentrifugationsstudien offenbarten,
dass AV145, im Unterschied zu den meisten Phenylester- und
Lacton-Verbindungen, die Dissoziation von ClpP in hepta-
mere Spezies nicht induziert (Abbildung 1¢).07!

Um den Inhibitionsmechanismus weiter aufzukldren,
kristallisierten wir AV145 mit SaClpP und l6sten die Kom-
plexstruktur bei einer Auflosung von 3 A durch molekularen
Ersatz (Rp.;=27.4%, Tabelle S1, PDB ID: 5DL1). Die
asymmetrische Einheit enthilt das vollstdndige Enzym und
den Inhibitor, der an jede Untereinheit bindet. Trotz unter-
schiedlicher Okkupanz konnte AV145 in der gemittelten
2 F,—F_Elektronendichte eindeutig in der Ndhe des aktiven
Zentrums zwischen o-Helix E und Beta-Strang 9 positio-
niert werden (Abbildung2a). Uberlagerungen mit den
Strukturen des Apoenzyms in seiner gestreckten, kompakten
und komprimierten Form zeigen, dass der Inhibitor in einem
nicht-substratdhnlichen Modus bindet und ClpP dadurch in
einer neuartigen Konformation arretiert (Abbildung 2b).
Obwohl Helix E nahezu vollstindig ausgerichtet ist wie in der
aktiven, gestreckten Enzymform, verdringt AV14S die Reste
Ile143 und Argl47 aufgrund sterischer Hinderungen (Abbil-
dung 2¢). Daraus resultiert eine Verschiebung im Zentrum
der Helix um ungefiihr 1.4 A (griiner Pfeil in Abbildung 2b).
Die meisten konformativen Anderungen werden jedoch im
Strang 9 gefunden (lila Pfeil in Abbildung 2b). So wird die
Bildung eines B-Faltblattes mit der Untereinheit des gegen-
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iiberliegenden Ringes behindert. Dies wird in der partiellen
Fehlordnung der beiden Glycinreste 127 und 128 deutlich.
Insbesondere fillt jedoch die Drehung des Pro125 im Stang
9 um nahezu 180° ins Auge. Es kommt jedoch nicht zum
Bindungsbruch, und der Aminosédurerest nimmt eine dhnliche
Position ein, wie in der inaktiven Form der Protease (Abbil-
dung 2c¢). Aus dieser Verlagerung resultiert die Verschiebung
von His123 aus der katalytischen Triade heraus, die damit
inaktiviert wird, was die inhibitorischen Eigenschaften von
AV145 begriindet. Weiterhin folgt der Strukturumlagerung
von Prol25 eine wesentliche Verschiebung von Glnl24.
Dabei arretiert GInl124 in einem Zustand, in dem zwischen
AV145 und dem Proteinriickgrat zwei Wasserstoffbriicken
gebildet werden, die wahrscheinlich die entscheidenden
Protein-Inhibitor-Wechselwirkungen darstellen. Die Bindung
des Molekiils wird auf3erdem durch ein ausgedehntes Netz-
werk von Van-der-Waals-Kontakten mit Phel02, Ile122,
His142, Thr146, Leul50, Leul54 und Thr169 stabilisiert
(Abbildung 2d). Zusammengefasst erklart dieser neuartige
Bindungsmodus, warum AV145 ein nichtkovalenter Inhibitor
von SaClpP ist. Die Uberlagerung unserer Struktur mit der
des Z-LY-CMK-gebundenen EcClpP zeigt, dass sich das
Verhalten der Inhibitoren deutlich voneinander abgrenzt: Im
Unterschied zum CMK beeinflusst AV145 nicht direkt das
katalytische Zentrum von SaClpP, sondern es agiert iiber die
benachbarten Aminosdurereste. Solch eine Art der indirek-
ten Bindung wurde fiir diese Enzymklasse bisher nicht be-
schrieben.

Die Cokristallstruktur von SaClpP in Komplex mit AV145
diente als Ausgangspunkt fiir eine Optimierung der Inhibi-
toren. Sowohl der Pyrazolopyridin-Teil (Sdure-Teil) als auch
der 2-(Thiophen-2-yl-)oxazol-Teil (Amin-Teil) des Molekiils
wurden durch verschiedene chemische Gruppen substituiert,
um die Struktur-Aktivitidts-Beziechungen zu untersuchen
(Abbildung 3a). Die Verbindungen wurden entweder auf
Grundlage rationaler Uberlegungen entwickelt oder ent-
stammten einem virtuellen Screening (siche die Hinter-
grundinformationen). Anderungen des Amin-Teils, z.B. die
Einfiihrung von Thiophen-Substituenten oder der Austausch
des Thiophens gegen eine Phenyl- oder Oxazol-Gruppe, er-
gaben inaktive Substanzen (Abbildungen S3,S4). Modifika-
tionen des Sdure-Teils wurden hingegen wesentlich besser
toleriert und fiithrten zur Entwicklung potenterer Inhibitoren.
So synthetisierten wir 11 Derivate mit N-Aryl-Substituenten
(Abbildung 3¢) und untersuchten, ob durch Einfiithrung aro-
matischer Gruppen eine m-n-Wechselwirkung mit His142
(Teil des Strangs 39) erreicht werden kann.

Die Synthese der Derivate, exemplarisch dargestellt fiir
AV280 in Abbildung 3b, umfasste die N-Alkylierung von
Pyrazolopyridin 1 mit 3,4-Dimethylbenzylbromid und die
anschliefende Verseifung des Esters durch Lithiumhydroxid.
Fiir die Synthese des Oxazols 3 wurde zunichst das entspre-
chende Arylamin mit Dichloraceton bei 120°C kondensiert.
Das entstandene Chlormethyloxazol 2 wurde in zwei Schrit-
ten in das Amin 3 umgewandelt. Das gewiinschte Produkt
wurde durch Peptidkupplung zwischen der Sdure und dem
Amin erhalten.

Im Vergleich zu AV145 hemmen AV191 und AV280, die
einen Benzyl- bzw. einen 3,4-Dimethylbenzyl-Substituenten
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entstandene Verbindung
AV286 hat eine 1Cs, von 0.9 um
(Abbildung 3d). Dieser Wert
zeigt, dass eine stochiometri-
sche Menge an AV286 (bezo-
gen auf die Monomerkonzen-
tration der Protease) ausrei-
chend ist, um 50 % von SaClpP
zu inhibieren. Eine erhohte
Substratkonzentration beein-

SaClpP:AV145

Strang B9

SaClpP kompakt
SaClpP:AV145

SaClpP gestreckt
SaClpP:AV145

FHERE flusste dabei die Bindung des
Inhibitors nicht (Abbil-
dung S5).

Da uns nun potente und
reversible ClpP-Inhibitoren zur
Verfiigung standen, untersuch-
ten wir die Zellpermeabilitét
der besten Verbindung sowie
die selektive Bindung an das
Zielprotein in situ. Dazu wurde
eine AV286-dhnliche Photo-
sonde (AV321) fiir das aktivi-
titsbasierte Protein-Profi-

SaClpP komprimiert
SaClpP:AV145

ling!" synthetisiert, die einen
Diazirin-Photovernetzer und
eine Alkin-Gruppe triagt (Ab-
bildung 4a).¥!  Erfreulicher-
weise konnte auch fiir die
Sonde ein geringer I1Cs,-Wert
(2 um) fiir die Hemmung der

SaClpP-Peptidaseaktivitit be-
stimmt werden (Abbil-
dung S6). Lebende S.-aureus-

Abbildung 2. a) Bindung von AV145 an SaClpP (PDB ID: 5DL1). b) Strukturiiberlagerung von SaC-
IpP:AV145 mit der gestreckten, kompakten und komprimierten Form von SaClpP. Strukturdnderungen zwi-
schen der gestreckten und der Cokristallstruktur sind durch farbige Pfeile angezeigt. c) Detaillierte Unter-
suchung der Strukturanderungen innerhalb der a-Helix E und des Strangs 9 im Vergleich zur gestreckten
Konformation. d) Die Analyse der spezifischen Enzym-Inhibitor-Kontakte und die Uberlagerung mit der
EcClpP:Z-LY-CMK-Struktur (PDB ID: 2FZS) verdeutlichen den nichtkovalenten Inhibitionsmechanismus
von AV145. Farbcode: SaClpP:AV145 blau, AV145 orange, SaClpP:gestreckt/kompakt/komprimiert und

EcClpP:Z-LY-CMK grau; Heteroatome: O rot, N blau, S gelb.

tragen, ClpP mit ICs;-Werten von 1.7 und 1.5 pm etwa
sechsmal stiarker (Abbildung 3¢). Basierend auf den Ergeb-
nissen des virtuellen Screenings ersetzten wir anschlieBend
die Pyrazolopyridingruppe durch Phenylringe mit para-
Harnstoff- oder para-Carbamat-Substituenten. Die dabei
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Zellen wurden mit AV321 in-
kubiert und mit UV-Licht be-
strahlt, damit sich eine kova-
lente Bindung zwischen Ziel-
protein und Diazirin bilden
konnte. Im Anschluss daran
wurden die Zellen lysiert und
die Sonde iiber eine Klick-Re-
aktion an eine Azid-funktio-
nalisierte Markierung (Fluo-
reszenzfarbstoff oder Biotin)
gekuppelt. Das so markierte
Proteom wurde mittels Fluo-
reszenz-SDS-PAGE ~ (Abbil-
dung 4b) oder Massenspektro-
metrie (MS; Abbildung 4c)
analysiert. Auf der SDS-PAGE
war eine deutliche, dem Mole-
kulargewicht von ClpP ent-
sprechende Bande zu erkennen
(Abbildung 4b). Um die Bin-
dung an ClpP in situ zu bestétigen, filhrten wir quantitative,
gelfreie MS mit Isotopenmarkierung durch.'*! Die MS-ba-
sierte Anreicherung der Zielproteine wurde mithilfe eines
Vulkandiagramms visualisiert (Abbildung 4 c, Abbildung S7).
In allen Laufen war ClpP stark angereichert, und nur wenige

EcoClpP:Z-LY-CMK
SaClpP:AV145
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Abbildung 3. a) Studien zur Struktur-Aktivitits-Beziehung. a) Der Amin-Teil von AV145 ist intolerant gegeniiber Modifikationen, wihrend der
Séure-Teil modifiziert werden kann, um die Hemmung von ClpP zu optimieren. b) Synthese von AV280: Reagentien und Bedingungen: i) 3,4-
Dimethylbenzylbromid, K,CO;, DMF, RT, 18 h; ii) LIOH, THF/H,O (9:1), RT, 18 h; iii) ohne Lésungsmittel, 120°C, 16 h; iv) NaN;, DMF, 60°C,

16 h; v) PPh;, THF/H,O (9:1), RT, 16 h; vi) TBTU, NMM, DMF, 0°C bis RT, 18 h. Strukturen und ICs-Werte fuir Derivate mit c) N-Aryl-Substituen-
ten und d) p-substituierten Phenylgruppen, deren Synthese durch die Ergebnisse eines virtuellen Screening inspiriert worden war. |Cso-Werte ent-
stammen von mindestens zwei biologischen Experimenten mit je drei technischen Replikaten pro Konzentration und sind als Mittelwert und 95%
Konfidenzintervall dargestellt. Siehe die Hintergrundinformationen fiir weitere Details.

potenzielle ,,Off-Targets“ (unerwiinschte Angriffsziele; Si-
gnifikanzniveau: p <0.05) wie das 50S-ribosomale Protein L1
(Protein-ID: Q2GOP0) konnten detektiert werden. Weiterhin
untersuchten wir, ob die zellpermeablen Hemmstoffe die
Produktion von a-Hémolysin (hla), dem wichtigsten Toxin
von S. aureus, das durch ClpP reguliert wird, senken. Uber-
raschenderweise war der hla-Spiegel allgemein hoch, was
nahelegt, dass die Inhibition der intrazelluldren Proteolyse
weniger effektiv war als die Reduktion der Peptidaseaktivitit
in vitro vermuten lief3.

Um dieses Ergebnis weiter zu analysieren, untersuchten
wir die potentesten Peptidase-Inhibitoren in einem ClpXP-
Protease-Assay mit dem fluoreszierenden Substrat GFP-SsrA
(markiert fiir den ClpXP-Abbau). Tatsdchlich waren alle
Inhibitoren in diesem Assay weitestgehend inaktiv (Abbil-
dung S8), woraus gefolgert werden kann, dass ClpX die durch
den Liganden induzierte Konformation aufhebt. Um den
mechanistischen Ursprung fiir dieses unerwartete Verhalten
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zu untersuchen, griffen wir auf einen bekannten Aktivator
von ClpP zuriick." Diese Verbindung verdringt ClpX in
Protease-Assays und wurde daher als Ersatz fiir das Chape-
ron verwendet (Abbildung S9). Das Molekiil hob die Hem-
mung von ClpP durch AV286 in Casein- und Peptidase-
Assays konzentrationsabhéngig auf, was eine konformative
Selektion des aktiven Enzymzustandes durch ClpX oder
entsprechende Surrogate bestitigt (Abbildung S9). Unsere
Beobachtungen stimmen mit denen einer jiingst veroffent-
lichten Studie iiberein, die zeigte, dass durch Bindung von
Acyldepsipeptiden, welche ClpX imitieren, der Wechsel in
den aktiven Zustand des Enzyms erfolgt.”! Daher stellt die
Regulation durch ClpX und andere proteolytische Aktivato-
ren einen wichtigen und bisher vernachldssigten Parameter
fiir die Entwicklung zukiinftiger ClpP-Inhibitoren dar.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Bindung von
AV145 an ClpP das Enzym in einem neuartigen, inaktiven
Zustand arretiert, in dem Pro125 rotiert und die katalytischen

Angew. Chem. 2015, 127, 16121-16126
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Abbildung 4. In-situ-Validierung der Zielproteine in lebenden S.-aureus-
Zellen mit AV321. a) Strukturformel der aktivititsbasierten Photosonde
AV321. b) Fluoreszenz-SDS-PAGE der I6slichen Fraktion. c) Vulkan-
diagramm der gelfreien, quantitativen ABPP-Experimente, die an der
Orbitrap XL gemessen wurden. Die Daten entstammen jeweils drei
biologischen Replikaten fiir DMSO und AV321 (5 pum). Log,-fache An-
reicherungswerte wurden auf den Z-Wert normalisiert, und der log,o(p-
Wert) wurde mittels zweiseitigem, einfachem t-Test berechnet. Protei-
ne, die zusétzlich zu SaClpP angereichert wurden: Protein-ID Q2GOPO:
50S-ribosomales Protein L1. Siehe die Hintergrundinformationen fiir
weitere Details und zusatzliche Analysen.

Triade fehlgestellt ist. Die Art und Weise der Wechselwirkung
zwischen der Protease und dem Inhibitor diente als Grund-
lage fiir die Entwicklung von neuen Verbindungen, was zu
AV286, dem ersten nichtkovalenten Inhibitor von ClpP mit
einer I1Cy, < 1 pmM, fiihrte. Erstaunlicherweise hebt ClpX die
nichtkovalente Bindung der untersuchten Hemmstoffe an
ClpP auf. Dies ist eine widerspriichliche Erkenntnis im Hin-
blick darauf, dass fiir dhnliche proteolytische Komplexe, wie
das Proteasom, stabile Inhibitoren fiir einzelne Untereinhei-
ten bekannt sind.'! Unsere Ergebnisse weisen deutlich dar-
aufhin, dass Regulatoren wie das ATP-abhéngige ClpX ver-
schiedene Konformationen der hydrolytischen Kammer in-
duzieren und modifizieren. Fiir die Identifizierung von
nichtkovalenten, in situ aktiven ClpP-Inhibitoren ist es daher
entscheidend, sich nicht ausschlielich auf die Peptidaseak-
tivitdt des isolierten ClpP-Komplexes zu fokussieren, da
dieser Ansatz — obwohl einfach zu verfolgen — die Situation in
lebenden Zellen nicht akkurat widerspiegelt. Wir vermuten,
dass eine fortdauernde Hemmung von ClpP durch Verstir-
kung der durch die niedermolekulare Verbindung ausgelos-
ten konformativen Sperre erzielt werden kann, z.B. durch
Blockieren der proteolytischen Kammer mittels sterisch an-
spruchsvoller Liganden. Eine alternative Herangehensweise
wire die Entwicklung von Inhibitoren mithilfe des komple-
xeren, proteolytischen ClpXP-Systems. Beide Strategien
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o

weisen vielversprechende Ansatzpunkte fiir die zukiinftige
Optimierung von Verbindungen auf, die die Virulenz von S.
aureus, vor allem die der antibiotikaresistenten Stimme,
adressieren.
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