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M alaria z&hlt noch heute zu den am weitesten verbreiteten
Infektionskrankheiten in den Entwicklungsldndern. Die fiir
den Menschen schwerste Form wird von dem Parasiten
Plasmodium falciparum verursacht. Zur Behandlung von
Malaria wird bevorzugt der Naturstoff Artemisinin in Kom-
bination mit weiteren Medikamenten, die lingere Halb-
wertszeiten und auch unterschiedliche Wirkprinzipien auf-
weisen, eingesetzt (Artemisinin-basierte Kombinationsthe-
rapien, ACTs). Die Effektivitiat dieser Behandlungsmethode
gerét jedoch durch die zunehmende Entwicklung von Resis-
tenzen in Gefahr. Durch Bestimmung der Konzentration
ubiquitinierter Proteine konnte gezeigt werden, dass die zel-
luldre Stressantwort auf die von Artemisinin eingeleiteten
Schiadigungen in wirkstoffresistenten Parasiten deutlich er-
hoht ist.'! Somit ist das Ubiquitin-Proteasom-System, dessen
Aufgabe der Abbau und die Wiederverwertung fehlgefalteter
und defekter Proteine ist, ein geeignetes Angriffsziel zur
Bekédmpfung von P. falciparum, dem Erreger der Malaria.

Das Kernstiick des Ubiquitin-Abbauweges, das 20S-Pro-
teasom (Kernpartikel, KP), hilt das biologische Gleichge-
wicht aufrecht und reguliert zudem eine Vielzahl lebensnot-
wendiger Zellprozesse durch die Spaltung nahezu aller in-
trazelluldren Proteine. Es setzt sich aus zwei duf3eren a- und
zwei inneren (-Ringen in einer o ,f3;.,p.,0t;-Stochiometrie
zusammen.?! Die proteolytische Aktivitit dieser N-termina-
len Protease wird von drei der 14 verschiedenen Unterein-
heiten ausgetibt: $1, f2 und PS. Jedes dieser katalytischen
Zentren hat eine eindeutige Substratspezifitit, die durch die
Struktur der Selektivitdtstaschen im nichtgestrichenen Be-
reich des Substratbindekanals (als S1, S2, ... bezeichnet) be-
stimmt wird.

Seit vielen Jahren ist das humane Proteasom ein vielver-
sprechendes Angriffsziel in der Krebstherapie. Dies hatte die
Entdeckung und Entwicklung zahlreicher Inhibitoren, wie die
von der FDA zugelassene dipeptidische Boronsidure Velcade
und das Epoxyketon Kyprolis, zur Folge. In neuerer Zeit
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wurden auch Verbindungen entwickelt, die selektiv das Im-
munproteasom hemmen und somit fiir die Behandlung
chronischer Entziindungs- sowie Autoimmunerkrankungen in
Frage kommen.’! Interessanterweise inhibieren mehrere
dieser Wirkstoffe auch das Proteasom von P. falciparum. Da
die Protease fiir die verschiedenen Phasen des Lebenszyklus
des Parasiten essentiell ist, riickte sie als attraktives An-
griffsziel fiir die Behandlung von Malaria in den Fokus der
Forschung.”! Einblicke in die strukturellen Unterschiede
zwischen dem parasitdren und humanen KP auf molekularer
Ebene sollten das Design spezifischer Inhibitoren ermogli-
chen, die das Protozoon abtoten, wihrend der Wirt nicht
betroffen ist. Bis 2016 war keinerlei Information zur Struktur
des Plasmodium-Proteasoms verfiigbar, sodass die Entde-
ckung geeigneter Liganden nur mittels eines Hochdurchsatz-
Screenings moglich war. Trotz allem konnten in verschiede-
nen Studien KP-Hemmstoffe identifiziert werden, die eine
groBere Potenz fiir das parasitire als fiir das menschliche
Proteasom aufwiesen.

Eine umfassende Analyse durch die Arbeitsgruppen um
Bhanot, Overkleeft und Bogyo erbrachte erste Erkenntnisse
in Bezug auf die Selektivitit.”! Die Wissenschaftler konnten
zeigen, dass die Blockierung der Untereinheit 5 von P. fal-
ciparum wihrend der Vermehrungsphase (Schizogenie) aus-
reichend ist, um das Parasitenwachstum zu verringern; doch
erst die gemeinsame Inhibition von 2 und B5 bewirkte ein
Absterben des Protozoons in allen Stadien des Blutkreislaufs.
Fiir eine bessere Bewertung der Bedeutung dieser In-vitro-
Befunde wurden daraufhin In-vivo-Versuche durchgefiihrt.
Maiuse wurden mit P. chabaudi infiziert und im Folgenden mit
einer Kombination aus zwei fiir 2 oder 5 bekannten spe-
zifischen KP-Inhibitoren behandelt. Es zeigte sich, dass die
Gabe des Wirkstoffs das Parasitenwachstum verlangsamte
und reduzierte. Des Weiteren wurden bei den behandelten
Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe nur wenige Neben-
wirkungen beobachtet.”! Aus den durchgefiihrten Untersu-
chungen schlossen die Autoren, dass die Hemmung mehrerer
Untereinheiten des KP aus dem Protozoon zu dessen Elimi-
nierung fithren kann. Fiir den Wirt hingegen besteht lediglich
eine geringe Toxizitét, insofern in diesem nur eine der Un-
tereinheiten inaktiviert wird (Schema 1).

Kurze Zeit spiter identifizierten Bogyo und Mitarbeiter
eine Serie von Verbindungen, die eine beeindruckende Se-
lektivitit fiir das Plasmodium-Proteasom aufwiesen.l Diese
Reagenzien wurden aus einer Bibliothek nichtkovalent bin-
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Schema 1. Modell des Wirkmechanismus von Proteasominhibitoren
gegen Malaria.

dender Liganden ausgewdihlt. In einem zellbasierten Test-
verfahren zeigte ein cyclisches Tripeptid mit einer Homo-
phenyl-Seitenkette in der P3-Position den besten Treffer mit
einem ECy,-Wert von 35 nw fiir P. falciparum. Zudem wies die
Verbindung eine hervorragende Vertraglichkeit gegentiber
humanen Vorhaut-Fibroblasten auf (HFF, ECs; > 50 pm). Um
die Selektivitdt eines Liganden fiir eine Spezies besser zu
erklidren, wurde die Verbindung in ein Homologie-Modell des
P. falciparum-Proteasoms eingepasst und der einzigartige
Bindemodus mit bereits beschriebenen KP-Strukturen aus
Hefe und Maus verglichen. Unter Zuhilfenahme von Struk-
turiiberlagerungen wurde gefolgert, dass die S3-Spezifitéts-
tasche des Parasiten fiir die selektive Bindung ausschlagge-
bend ist. Die Verbindung wies eine In-vitro-Aktivitéit gegen-
iiber den drei Untereinheiten aus dem Protozoon auf, wih-
rend sie im Menschen ausschlieBlich die 35-Untereinheit in-
aktivierte. In Ubereinstimmung mit fritheren Befunden
verursachte ein kurzer Induktionspuls mit dem Inhibitor ein
Absterben des Parasiten in den verschiedenen Entwick-
lungsstadien des Blutkreislaufs.

In einem fritheren Bericht betonten auch Nathan et al. die
Bedeutung der S3-Tasche beziiglich der Spezies-Selektivitét
von proteasomalen Hemmstoffen.”! Die Arbeitsgruppe er-
forschte die Aktivitdt von nichtkovalent bindenden N,C-ge-
schiitzen Dipeptiden gegeniiber Mycobacterium tuberculosis,
das iiber ein eubakterielles Proteasom verfiigt. Es stellte sich
heraus, dass das Tuberkulose-KP strukturell anspruchsvolle
aromatische Reste in P1 und N-substituierten Asparagin-
Seitenketten in P3 bevorzugt. Weitere Optimierungsverfah-
ren ergaben letztendlich eine potente Verbindung, die in vitro
eine Inhibitionskonstante (K-Wert) von 15 nM erreichte und
kaum Einfluss auf die Aktivitidt des konstitutiven und Im-
munoproteasoms besitzt. Der Vergleich der KP-Kristall-
strukturen aus M. tuberculosis, Hefe und Proteasome aus
Sdugern fiihrte schlieBlich zu der Erkenntnis, dass die Spezi-
es-Selektivitdt bei Bindung der Liganden im Wesentlichen
von den Wechselwirkungen mit der S3-Tasche hervorgerufen
wird.

Durch Kombination struktureller und biochemischer
Experimente setzten Bogyo, da Fonseca und Mitarbeiter im
Jahr 2016 einen Meilenstein zur Erkldarung des Ursprungs der
Spezifitit einer kleinen peptidischen Vinylsulfonsidure (vs)
fiir das Proteasom aus P. falciparum.” Sie bestimmten zu-
nichst die Substratpréferenz des parasitiren KP indem sie
das Spaltmuster von 228 divergenten Peptiden analysierten.
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Hierdurch wurde ihre vorausgegangene Hypothese bestétigt,
dass sich die S1- und S3-Spezifitidtstaschen zwischen Mensch
und Plasmodium voneinander mafgeblich unterscheiden. Da
eine Tryptophan-Seitenkette in diesen Positionen in dem
Protozoon bevorzugt ist, wurden drei peptidische Vinylsul-
fonsduren synthetisiert (WLW-vs, WLL-vs und LLW-vs) und
die entsprechenden Aktivitdten in vitro mit gereinigtem KP
aus P. falciparum untersucht. Bemerkenswerterweise be-
wirkten die Verbindungen eine {iberwiegende Inhibition der
parasitdren Untereinheit 32, wihrend das humane (32-Zen-
trum hierdurch kaum beeintrichtigt wurde. Fiir ein tiefge-
hendes Verstindnis dieser interessanten Beobachtungen
fithrten da Fonseca und Mitarbeiter hochauflosende kryo-
elektronenmikroskopische (Kryo-EM) Analysen von WLW-
vs gebunden an das parasitiare Proteasom durch. Abbildung 1

Abbildung 1. A) Die kristallographische 2 Fo—F-Elektronendichtekarte
(grau, Konturierung bei 10, 3.1 A Auflésung) zeigt Z-LLL-vs (griin) ge-
bunden an das nukleophile Thr1 (schwarz) des aktiven Zentrums der

Untereinheit B5 (blau) des KP aus Hefe.”! B) Die Kryo-EM-Elektronen-
dichtekarte (3.6 A Auflosung) illustriert WLW-vs (violett) gebunden an
das nukleophile Thr1 (cyan) des aktiven Zentrums der Untereinheit 32
(gelb) des KP aus P. falciparum.®!

spiegelt die EM-Struktur (3.6 A Auflosung) des Liganden im
Komplex mit B2 aus Plasmodium falciparum®™ wider. Im
Vergleich ist die Kristallstruktur von Z-LLL-vs gebunden an
die B5-Untereinheit aus Hefe dargestellt.”) Die Gegeniiber-
stellung mit der EM-Struktur des humanen konstitutiven
Proteasoms!'™ zeigte ferner, dass die P2-Bindetaschen im
Parasiten breiter und offener sind als im Menschen. Grund
hierfiir ist das bessere Binden eines Tryptophans in der P3-
Position des KP aus P. falciparum. Die 1-Untereinheiten
beider Spezies sind fiir eine Inhibitorbindung zu eng konzi-
piert, wihrend die f5-Untereinheiten eher geeignet sind, ei-
nen Tryptophan-Rest in der S3-Tasche unterzubringen. Die
Verabreichung von WLW-vs gemeinsam mit Dihydroarte-
misinin totete ART-resistente Parasiten in Kulturen von frii-
hen P. falciparum-Trophozoiten ab. Dies wurde erreicht in
einem Konzentrationsbereich, in dem WLW-vs nur die para-
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sitdre [2-Aktivitdt blockiert — entgegen den Erwartungen,
dass dies das Wachstum des Parasiten beeintréchtigt.

Im Gegensatz dazu inhibiert WLL-vs die Plasmodium-
Untereinheiten $2 und B5 in vitro, ebenso wie die humane
Untereinheit 5. Zellbasierte Aktivitdtsversuche der Sub-
stanz ergaben sogar eine Blockierung der parasitdren Un-
tereinheit 1, jedoch bendtigte es ohne das Auftreten von
Nebenwirkungen, deutlich hohere Ligandenkonzentrationen,
um das KP in HFF-Zellen aufler Kraft zu setzen. In Anbe-
tracht dieser vielversprechenden Ergebnisse wurde WLL-vs
einmalig in Méuse injiziert, die mit P. chabaudi infiziert wa-
ren. Aus diesen Untersuchungen resultierte ein nahezu voll-
standiges Verschwinden der Parasiten ohne ernstzunehmende
Begleiterscheinungen im Wirt.

Diese kiirzlich durchgefiihrten Studien stellen erneut die
zukunftstrachtige Anwendung der Kryo-EM in den Vorder-
grund. Mit der Methode konnten wichtige Erkenntnisse in
der Bestimmung einer Ligandkonformation, gebunden an das
entsprechende Zielprotein, erhalten werden.'® Fiir diese
detaillierten molekularen Einblicke stand bislang tiberwie-
gend die Rontgenkristallographie zur Verfiigung. Ein weite-
res richtungsweisendes Beispiel wurde unldngst mit der
hochaufgelosten EM-Struktur des menschlichen 20S-Protea-
soms im Komplex mit einem gebundenen Substratanalog
vorgestellt.'™ Die geringen Ausbeuten bei der Reinigung
von KP aus P. falciparum schlieBen die Durchfithrung von
Kristallisationsversuchen aus. Die rasanten technologischen
Fortschritte von Elektronendetektoren und der digitalen
Bildverarbeitung bieten neuerdings die Moglichkeit einer
Strukturermittlung mittels EM bei einer Auflosung, die ver-
gleichbar mit NMR-Methoden oder Rontgenkristallographie
ist.'”! Kryo-EM, im Besonderen, ist fiir die Strukturbestim-
mung grofer Molekiile bestens geeignet (>100 kDa). Ein
weiterer Vorteil dieses Verfahrens ist es, dass das Protein
beim Experimentieren in seiner physiologischen Umgebung
vorliegt. Hierdurch bleiben natiirliche Protein-Ligand-
Wechselwirkungen erhalten und unterliegen keinen kristal-
lographischen Artefakten. Nichtsdestotrotz kann die durch
Kryo-EM gewonnene Information bestens mit der Kristallo-
graphie kombiniert werden, um prizisere Erkenntnisse auf
atomarer Ebene zu erlangen.

Die gegenwirtige Arbeit von Bogyo, da Fonseca und
Mitarbeitern® ebnet einen Weg fiir die Entwicklung von
neuen Inhibitoren zur Bekdmpfung der Malaria. Die durch
Kryo-EM erzielten strukturellen Einblicke versprechen ein
rationales Design von Liganden mit hervorragender Selekti-
vitit fiir das Proteasom aus P. falciparum und nur minimalen
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Nebenwirkungen fiir den Menschen. Somit bietet sich nun die
Gelegenheit, alle verschiedenen Stadien des Parasiten-Le-
benszyklus mit den peptidischen Vinylsulfonsdure-Verbin-
dungen zu bekdmpfen. Die Synergie mit der ACT-Behand-
lung offenbart eine attraktive therapeutische Herangehens-
weise und ebnet den Weg fiir zukiinftige Forschungsprojekte
im molekularen Wirkstoffdesign.
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