dte

Chemie

GDCh

N L Zuschriften

13524  Wiley Online Library

Sondenentwicklung

Deutsche Ausgabe: DOI: 10.1002/ange.201605753
Internationale Ausgabe: DOI: 10.1002/anie.201605753

Regulierbare Sonden mit direktem Fluoreszenzsignal fur das
konstitutive und das Inmunoproteasom

Christian Dubiella®,* Haissi Cui*

Abstract: Reaktive Elektrophile werden hdiufig fiir die Hem-
mung von Proteasen genutzt. Insbesondere die Aktivitit von
Inhibitoren gegen das Proteasom — ein zentraler Regulator des
Zelliiberlebens und ein klinisch genutzter Angriffspunkt fiir
Medikamente — hingt von der entsprechenden Kopfgruppe ab.
Hier zeigen wir, dass diese Reaktivitit in peptidischen Sul-
fonsiureestern durch Variation der Abgangsgruppe (AG)
einstellbar ist. Tatsichlich korrelierte die Wirksamkeit der
Inhibitoren mit dem pKs-Wert der verwendeten AG. Der
Einsatz von Fluorophoren als AG ermdoglicht zudem das
Design von Sonden, die ein stochiometrisches Fluoreszenz-
signal wihrend der Bindung an das Proteasom erzeugen und
damit direkt deren Inaktivierung mit einem Messwert ver-
kniipfen. Dieses Prinzip konnte auch fiir weitere, auf Sulfo-
nylfluoriden basierende Inhibitoren anwendbar sein und das
Design von empfindlichen Sonden fiir enzymatische Studien
ermoglichen.

Die Bedeutung von Proteasen fiir die Zellfunktion spiegelt
sich darin wider, dass bis zu 2% des humanen Genoms fiir
diese Proteine kodieren.l" Trotz der Vielzahl an Mechanis-
men, die in dieser Enzymklasse fiir Proteolyse beschrieben
wurden, nutzen alle Proteasen das gleiche Katalyseprinzip: 1)
direkte (Aspartat-, Glutamat- und Metalloproteasen) oder 2)
indirekte (Serin-, Threonin- und Cysteinproteasen) Aktivie-
rung eines Wassermolekiils, um einen nukleophilen Angriff
auf eine Peptidbindung zu erleichtern. Zu den wichtigsten
intrazelluldren proteolytischen Enzymen zdhlen das konsti-
tutive Proteasom (cCP, ,,core particle, CP) und das Immu-
noproteasom (iCP). Diese nutzen die Basizitit eines N-ter-
minalen Threonins (Thrl) im aktiven Zentrum der katalyti-
schen Untereinheiten 1c/i, f2¢/i und P5c/i fiir ihren Kataly-
semechanismus.”) Im Unterschied zu dem nur miBig nu-
kleophilen Wasser (pKs=15.7) ist das Alkoxid von Thr1 (pKj
~9)F in der Lage, das Carbonylkohlenstoffatom der Pep-
tidbindung in Proteinsubstraten anzugreifen. Diese Reakti-
vitdt wird bei antineoplastischen Wirkstoffen wie Bortez-
omib™ und Carfilzomib®! (CFZ, Abbildung 1) genutzt, die
mit ihrer C-terminalen elektrophilen Kopfgruppe kovalent an
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Abbildung 1. Carfilzomib (CFZ) und das entsprechende peptidische
Sulfonylfluorid sowie das Sulfonsiureesterderivat. |Cso-Werte wurden
an humanem cCP mithilfe fluorogener (PSE 1,2 und 3, 10 pgmL™"
cCP) und lumineszierender (PSE 4, 5 und 6, 5 pgmL~' cCP) Substrate
gemessen.?! pK-Werte gelten jeweils fiir die konjugierte Saure der Ab-
gangsgruppe (AG).
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Thrl binden. Eine systematische Untersuchung® zeigt, dass
CP-Inhibitoren mit verschiedenen Kopfgruppen sich vor
allem in der chemischen Reaktivitét ihres jeweiligen Elek-
trophils unterscheiden.” Jedoch ist diese Reaktivitit in der
Mehrheit der CP-Inhibitoren nur schwer regulierbar. Dage-
gen ermoglichen Sulfonylfluorid-basierte iCP- und cCP-
Inhibitoren®® das Einstellen der Kopfgruppenreaktivitit. Zu
diesem Zweck tauschten wir die Fluoridabgangsgruppe
(Abgangsgruppe: AG) von peptidischen Sulfonylfluoriden®
(PSF, Abbildung 1) gegen phenolische AG, um reaktive Sul-
fonsdureester zu erzeugen (PSE, Abbildung 1). In diesen
Systemen ist iiber elektronenziehende Gruppen im Phenol-
system eine Feineinstellung der Abgangsgruppe mdoglich.
Diese fiihren zu verschiedenen pKs-Werten und beeinflussen
somit die Reaktivitdt. Vergleichbare Studien wurden bereits
mit auf Acyloxy- und Aryloxymethylketonen basierenden
Cysteinprotease-Inhibitoren durchgefiihrt.”! Hier ist eine
Korrelation zwischen dem pKs-Wert der Abgangsgruppe
(konjugierte Sdure) und der Inhibitionsrate ersichtlich.’)
AuBerdem deuten Vergleiche zwischen Analoga des CP-In-
hibitors Salinosporamid A mit verschiedenen AG einen Zu-
sammenhang zwischen der Abgangsgruppenwahl und der
Wirksamkeit der Inhibitoren an.!”

Daher fokussierten wir uns auf Phenole mit einem pKjs-
Wert zwischen 6 und 10, um hydrolytisch stabile Peptido-
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Abbildung 2. a) Optimierte Sonden fuir iCP-Bindung: PSEs 7, 8 und 9. b) In-vitro-ICs;-Messungen gegen die Chymotrypsin-dhnliche 5-Aktivitat
von humanem iCP und cCP nach 1 h Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen der PSE-Inhibitoren 6, 7, 8 und 9. Es wurde ein Ansatz mit
luminogenem Suc-LLVY-Aminoluciferin-Substrat verwendet. Die Daten sind normiert auf eine mit DMSO behandelte Kontrolle und werden als
relative Aktivitit = Standardabweichung dargestellt. c) Zeitlicher Verlauf des Fluoreszenzanstiegs mit PSE 6, 8 und 9 bei einer Konzentration von

1 uM und 30°C in Gegenwart von 50 pgmL™'

iCP. Die Reaktion zwischen iCP und PSE 7, 8 und 9 saturiert nicht in der angegebenen Zeit. Die

Daten in (b) und (c) sind als Mittelwert von Triplikaten + Standardabweichung dargestellt.

Sulfonsiureester (PSE 1-3) zu erzeugen.'! Unser Design
konzentrierte sich auf fluorierte AG, die in ihrem pKj vari-
ieren, aber dhnliche sterische Anspriiche fiir die Bindung
aufweisen. Wir synthetisierten Sulfonylchlorid-Vorldufer von
L-Leucin,®! die jeweils mit Phenol (pKs=9.9), 2,4,6-Trifluor-
phenol (TFP; pKs~7.6) oder Pentafluorphenol (PFP; pKs=
5.5) derivatisiert wurden."” PFP-Ester werden als Ersatz fiir
Carbonsdurehalogenide und Succinimid-Ester genutzt, die in
Konjugationsreaktionen aufgrund ihrer Stabilitidt in Wasser
und ihrer langen Haltbarkeit Verwendung finden.”! Die
Phenylsulfonsidureester-Vorldufer wurden durch HATU-ver-
mittelte Amidkupplung mit einem (5-spezifischen CFZ-
Peptidriickgrat verbunden, das durch Festphasensynthese mit
Fmoc-Strategie hergestellt wurde. Diese konvergente Stra-
tegie fiihrte zu PSE 1, 2 und 3 (Abbildung 1). Im Anschluss
wurden PSE 1, 2 und 3 mit gereinigtem humanen cCP und
fluorogenem Substrat ((7-Amino-4-Methylcumarin (AMC))
in ihrer Wirksamkeit gegen die Chymotrypsin-dhnliche
(ChTL) Aktivitit der Untereinheit B5c getestet. Das nicht-
fluorierte PSE 1 und das dreifach fluorierte PSE 2 hatten
keinen Einfluss auf die ChTL-Aktivitit (ICs, >1 mMm). Be-
merkenswerterweise inhibierte jedoch PSE 3 die Unterein-
heit (5c erheblich (ICs,=1.12 uM, Abbildung 1, Abbil-
dung S1), wenn auch mit 40-fach geringerer Wirksamkeit als
das entsprechende Sulfonylfluorid (ICs,=0.028 pm).

Um den Bindemodus von PSE 3 mithilfe der Rontgen-
strukturanalyse zu untersuchen, inkubierten wir Saccha-
romyces cerevisiae-CP-Kristalle mit der Verbindung PSE 3.
Die erzielten Ergebnisse zeigten, dass der Mechanismus
analog zu demjenigen der PSFs verlduft:®! 1) Nach Ad-
duktbildung am Thr1 durch Sulfonylierung wird der Inhibitor
durch einen intramolekularen Angriff der Thr1-Aminfunkti-
on abgespalten, was zur Bildung eines Aziridin-Zwischen-
produkts fiihrt (2.5 A Auflosung, R;=21.9%, PDB ID:
SLAI Abbildung S2, Tabelle ST1). 2) Daran anschlieBfend
fiihrt eine nukleophile Ringodffnung durch die Base Lys33 zu
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einer irreversiblen Vernetzung der B3-Untereinheit (2.9 A
Auflésung, R, =20.1%, PDB-ID: 5LAJ, Abbildung S2, Ta-
belle ST1). Somit bestitigten die Strukturdaten, dass die
Abspaltung der PFP-AG ein integraler Teil des Inhibitions-
mechanismus ist. Da der sterische Anspruch aller verwende-
ten Phenylsysteme &hnlich ist, legt der Anstieg der Wirk-
samkeit eine direkte Korrelation zwischen dem pKs-Wert der
Abgangsgruppe und der Reaktivitdt des Elektrophils nahe.

Da die Freisetzung der AG eine direkte Konsequenz der
Hemmung der aktiven Untereinheit ist, konnten wir darauf
aufbauend PSE-Sonden entwickeln, die durch ihre Reaktion
ein Messsignal erzeugen. Dafiir verwendeten wir einfach
nachzuweisende Fluorophore als AG, mit deren Hilfe man
proteasomale Aktivitiat detektieren kann (PSE 4-6). Die hier
gezeigte Methode unterscheidet sich von klassischen Aktivi-
tatsbestimmungen, die auf der Spaltung eines fluoreszenz-
markierten peptidischen Substrates basieren. Diese haben
einen kontinuierlichen Substratumsatz und senden dadurch
stetig Signale aus. Dagegen geben PSE-Sonden ein einziges
fluoreszierendes Molekiil pro aktives Zentrum bei der Re-
aktion ab. Somit konnen diese Sonden fiir die Evaluierung
der Proteasomaktivitit ohne weitere Analyse verwendet
werden. Ein dhnlicher Mechanismus wird bei fluoreszenzlo-
schenden aktivitdtsbasierten Sonden verwendet, einer Vari-
ante des aktivititsbasierten Protein-Profiling."Y! Diese tren-
nen bei Inaktivierung der Protease eine fluoreszenzloschende
Abgangsgruppe ab und lassen den mit der Sonde markierten
Inhibitor an das Ziel gebunden zuriick.!"”!

Basierend auf dem vorherigen Ergebnis, dass ein pKj-
Bereich zwischen 4 und 6 notwendig ist, nutzten wir Methyl-
umbelliferone (MU) als kleine signalgebende AG (PSE 4-6,
Abbildung 1). Der pKg-Wert von MU ist durch Fluorierung
einfach einstellbar und diese sind iiber Pechmann-Konden-
sation leicht zu synthetisieren.'¥! So wurden 6-Fluor-4-me-
thylumbelliferon (FMU; pKs=6.4) und 6,8-Difluor-4-me-
thylumbelliferon (DiFMU; pKs =4.7) hergestellt.'s! DIFMU
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Abbildung 3. a) Vorgeschlagener Mechanismus der Reaktion zwischen PSE und dem aktiven Zentrum des Proteasoms.®? R steht fiir das Inhibitor-
riickgrat, P' fiir die Seitengruppe, die in die S1-Spezifititstasche ragt. b) Zeitlicher Verlauf des Fluoreszenzanstiegs mit verschiedenen cCP-Kon-
zentrationen (1-100 ngmL~'cCP) in Anwesenheit von 0.01% SDS. cCP wurde mit 100 nm PSE 6 fiir 2 Stunden bei 30°C und pH 7.5 gemessen
(Anregung: 2 =360 nm; Emission: =460 nm). Die Reaktion zwischen cCP und PSE 6 erreicht in der angegebenen Zeit keine Sittigung. c) Die
normalisierte Fluoreszenzintensitat zu den jeweiligen Zeitpunkten (vertikale Linien) verhilt sich linear zur cCP-Konzentration [ugmL™"]. r*: Be-
stimmtheitsmaf. Daten in (b) und (c) werden als Mittelwert von Triplikaten + Standardabweichung dargestellt.

weist vorteilhafte photophysikalische Eigenschaften auf, zum
Beispiel eine hohe Quantenausbeute (@ = 0.89), eine lineare
Konzentrationsabhingigkeit (Abbildung S3), gute Resistenz
gegeniiber Photobleichung'® und eine geringe GroBe ange-
sichts des begrenzten verfiigbaren Raums im aktiven Zen-
trum des Proteasoms. Zudem ist DIFMU als Teil einer Sul-
fonsdureestergruppe nichtfluoreszierend und wird somit an
Peptide gekuppelt zur Charakterisierung vieler Enzymklas-
sen in Substratversuchen genutzt.'”! Als Negativkontrolle
verwendeten wir nichtfluoriertes PSE 4 (MU; pKg=7.8)'
(Abbildung 1). Die ICs-Werte der Verbindungen wurden
mithilfe von gereinigtem humanem cCP bestimmt. Dafiir
wurde ein Substratverdau mit lumineszierendem Aminoluci-
ferin-Substrat verwendet, der in seiner Signalgebung ortho-
gonal zu den freigesetzten MU-Fluorophoren ist. Entspre-
chend den Vorergebnissen war die DiFMU-Verbindung PSE
6 iber 400-mal aktiver (ICs,=0.236 um, Morrison K;=
0.062 uMm, K; in Abhédngigkeit von Kg,,=0.18 um; Abbil-
dung S4-S6) als das einfach fluorierte PSE 5 (ICs,> 100 um)
und das nichtfluorierte PSE 4 (ICs,> 1 mm). Inaktivierung
von Blc (Caspase-dhnliche Aktivitit, IC5,>1 mM) und p2c
(Trypsin-dhnliche Aktivitit, ICs,>1 mm) sowie von einigen
anderen Proteasen wurde nicht beobachtet (Abbildung S7).
Diese Ergebnisse demonstrieren, dass die hier konzipierten
PSE eine AG mit einem pK; < 5 benotigen, um eine effiziente
Hemmung im nanomolaren Bereich zu erzielen.

Um die DiFMU-Sulfonsédureester(DSE)-Kopfgruppe in
Relation zu anderen, bereits etablierten Elektrophilen ein-
stufen zu konnen, verglichen wir eine Reihe von Protea-
sominhibitoren in einem substratbasierten Versuch. Zu
diesem Zweck evaluierten wir die Reaktivitdt der verschie-
denen Kopfgruppen (Abbildung S8) unabhingig vom Pep-
tidriickgrat, indem wir Inhibitoren mit der gleichen Sequenz
(Z-LLL) verwendeten.”! ITn Ubereinstimmung mit unseren
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Kristallstrukturuntersuchungen zeigte das DSE-Elektrophil
einen irreversiblen Bindemodus bei einer Aktivitit zwischen
Epoxyketon- und a-Ketoaldehyd-Kopfgruppen.

Fiir die weitere Charakterisierung der DSE-Kopfgruppe
nutzten wir f5i-optimierte Riickgrate, um Sonden fiir iCP
herzustellen. Das iCP ist ein potenzielles therapeutisches
Angriffsziel zur Regulation der Immunantwort, da es ein
Schliisselelement in der Antigenprésentation und der Zyto-
kinproduktion darstellt.”® Da das iCP in seinen Bindeprife-
renzen vom cCP abweicht, testeten wir Riickgrate von aktu-
ellen iCP-selektiven Inhibitoren mit unserem Elektrophil
(PSE 7-9, Abbildung 2a). Das B5i-spezifische Tripeptid von
LU-035i (ICs, (B5i) =0.011 pm)™ wurde als Vorlage fiir PSE
7 genutzt, wihrend das Tetrapeptid in PSE 8 (ICs, (B5i) =
0.028 um) von ONX 0914 abgeleitet wurde.® Diese Riick-
grate wurden an L-Phenylalanin- und 3-Cyclohexyl-L-Alanin-
DiFMU-Vorladufer gekuppelt. Um die inhibitorische Wirk-
samkeit abzuschétzen, wurden die ICs;-Werte von PSE 7 und
8 fiir 351 gegeniiber f5c mithilfe von humanem iCP und cCP
bestimmt (Abbildung 2b, S9). Obwohl das Riickgrat von PSE
7 identisch zu dem Epoxyketon-Aquivalent LU-035i ist,
wirkte es nur iiber einer Konzentration von 100 um inhibie-
rend. Das ist in Ubereinstimmung mit fritheren Studien, die
zeigten, dass fiir eine ausreichende Stabilisierung im aktiven
Zentrum mindestens ein Tetrapeptid-Riickgrat notig ist.®! Ein
Vergleich des DiFMU-Sulfonsédureester-Elektrophils mit an-
deren Kopfgruppen ergab, dass dieses relativ langsam mit
Thrl reagiert (Abbildung S8). Hingegen blockierte PSE 8 die
Untereinheit 351 bereits im niedrigen nanomolarem Bereich
(IC5,=0.075 upm) und wies eine moderate Aktivitdt gegen-
iiber B5c auf (IC5y=2.14 um). Zusammengenommen hat PSE
8 also eine 25mal hohere Selektivitidt gegeniiber $5i als PSF-
Inhibitoren.®
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Angesichts dieser Ergebnisse wurde die Freisetzung von
DiFMU durch PSE 8 in Gegenwart von iCP bestimmt.
Uberraschenderweise fiihrte das verinderte Riickgrat zu
einer Verstarkung des Fluoreszenzsignals relativ zu PSE 6
(Abbildung 2¢). Um die Reaktivitdt von PSE 6 und 8 unab-
hingig von der Bindung an das Proteasom zu vergleichen,
untersuchten wir deren Sensitivitdt gegeniiber Hydrolyse bei
unterschiedlichen pH-Werten (Abbildung S10). PSE 8 (P1-
Phenylalanin) war tatsichlich trotz der identischen Kopf-
gruppe anfilliger fiir Hydrolyse als PSE 5 (P1-Leucin). Dieser
unerwartete Beitrag der P1-Seitenkette zu der Reaktivitit der
Sonde weist auf eine zusitzliche Moglichkeit zur Feinein-
stellung des Inhibitors hin. Diese Annahme wurde durch die
Synthese von PSE 9 verifiziert, das sich nur in der P1-Position
von PSE 8 unterscheidet. Da wir davon ausgehen, dass die
zusitzliche Reaktivitdt von PSE 8 auf das elektronenreiche
P1-Arylsystem zuriickzufiihren ist, tauschten wir das Phe-
nylalanin in PSE 9 durch einen gesittigten Cyclohexylrest
aus. Wihrend diese Substitution keinen Effekt auf 35i- und
BSc-Inhibition hatte (ICs, (B5i1)=0.092 um, ICs, (BSc)=
2.46 um), zeigte PSE 9 in pH-abhidngigen Versuchen eine
dhnliche Hydrolyserate wie PSE 6 (Abbildung S10). Dieses
Ergebnis legt nahe, dass die Reaktivitit zusitzlich von der P1-
Seitenkette beeinflusst wird. Bemerkenswerterweise ermog-
licht die hohe Empfindlichkeit — die auf die Freisetzung eines
einzigen Fluorophors bei Inhibition zuriickgeht — die Detek-
tion dieser sehr geringen Aktivitdtsanderungen, welche mit
substratbasierten Methoden nicht sichtbar sind.

Basierend auf dem hier vorgeschlagenen Mechanismus
korreliert jeder freigesetzte DiFMU-Fluorophor mit einem
inhibierten aktiven Zentrum des Proteasoms, denn es findet
nur ein einmaliger Umsatz am aktiven Zentrum statt (Ab-
bildung 3a). Diese spezifische Eigenschaft nutzten wir zur
Quantifizierung der Menge an inhibiertem und damit an
vorhandenem CP, da das Fluoreszenzsignal proportional dazu
ansteigen sollte. iCP-spezifische Gewebe sind jedoch nur
schwierig in ausreichenden Mengen zu erwerben. Somit rei-
nigten wir fiir quantitative Messungen humanes cCP aus
Erythrozyten und verwendeten PSE 6 als eine geeignete
Sonde. DiIFMU-Emission wurde bei physiologisch relevanten
cCP-Konzentrationen gemessen (ca. 190 nm = 140 pgmL ™" in
lebenden Zellen),™ wihrend die Konzentration an PSE 6
konstant gehalten wurde (100 nM: Abbildung 3b, 1 um: Ab-
bildung S11). Wir beobachteten die Fluoreszenz iiber einen
Zeitraum von 2 Stunden und fanden, dass sich das Signal
linear mit zunehmenden Mengen an cCP iiber die Zeit in-
tensivierte (Abbildung 3b). Die cCP-Mengen konnten
quantitativ iiber das Fluoreszenzsignal bestimmt werden
(Abbildung S12). Dafiir waren Konzentrationen von PSE 6
unterhalb seines 1Cs,-Wertes ausreichend (100 nm PSE, Ab-
bildung 3¢); bei diesen Mengen ist die Hintergrundfluores-
zenz durch Hydrolyse vernachldssigbar (Abbildung S12).
Bemerkenswerterweise war das Signal bis zu einer Konzen-
tration von 5 pgmL~' cCP messbar. Dies entspricht einer
absoluten Proteinmenge von 340 fmol in einem Probenvolu-
men von 50 uL, die ohne jegliche Signalamplifikation nach-
weisbar ist.

Um sicherzustellen, dass die Fluoreszenz nicht von un-
spezifischen Reaktionen der PSE-Sonde 6 mit nukleophilen
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Seitenketten des Proteins stammt, nutzten wir Rinderse-
rumalbumin (BSA) als Negativkontrolle. Das Fluoreszenz-
signal in Gegenwart von BSA war vergleichbar mit der Hin-
tergrundhydrolyse (Abbildung S13). Um zu verifizieren, dass
die Signalentstehung bei Spaltung von PSE 6 auch wirklich
auf CP-Aktivitidt zuriickzufiihren ist, inaktivierten wir letz-
teres vor der Messung mit verschiedenen, gut charakterisier-
ten Proteasominhibitoren (je 50 um, Abbildung S14). Wir
konnten zeigen, dass vorinkubierte CP-Proben eine stark
reduzierte Fluoreszenz aufweisen (Abbildung S14). Dies be-
stitigte, dass die Freisetzung des Fluorophors von PSE 6
direkt mit dem inhibitorischen Mechanismus zusammenhangt
und Riickschliisse auf die aktive Konzentration von CP in der
Probe gezogen werden konnen. Jedoch ist die Verwendbar-
keit von PSE als Sonden in Zellen oder in Zelllysaten bislang
eingeschrédnkt, da unter anderem physiologische Mengen an
beispielsweise Glutathion das Signal verfilschen (Abbil-
dung S15).

Zusammengefasst beschreiben wir hier eine neue Klasse
von Inhibitoren fiir das konstitutive und das Immunoprotea-
som, deren Wirksamkeit iiber die Wahl der AG reguliert
werden kann. Durch Verwendung von Fluorophoren als AG
konnten wir Sonden herstellen, die ein einfach detektierbares
Signal freisetzten, das die direkte Bestimmung der relativen
proteasomalen Aktivitit und Konzentration in Losung er-
moglicht. Die hier vorgestellte Methode ist préazise und
empfindlich, da weder Verkniipfungselemente oder Ab-
standhalter zwischen Fluorophor und Inhibitor noch eine
nachgeschaltete Signalamplifikation benotigt werden. Unsere
Ergebnisse deuten an, dass Sulfonsdureester mit DiIFMU als
Elektrophil eine den Sulfonylfluoriden dhnliche Reaktivitét
zeigen. Prinzipiell ist die hier vorgestellte Strategie zur Ent-
wicklung von Fluoreszenzsonden auf andere Sulfonylfluorid-
basierte Inhibitoren, eine weit verbreitete und vielfiltig an-
gewendete Substanzklasse, iibertragbar.?!!
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