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Zusammenfassung 

Trotz der Tatsache, dass einigen der erfolgreichsten zugelassenen Arzneistoffe ein kovalenter, 

irreversibler Wirkmechanismus zugrunde liegt und in den letzten Jahren einige Vorurteile gegenüber 

Wirkstoffkandidaten mit einem solchen Wirkmechanismus abgebaut wurden, existieren nach wie vor 

noch Bedenken gegenüber solchen Substanzen. So wird mit kovalenten Inhibitoren ein toxisches und 

immunogenes Potenzial in Verbindung gebracht, welches aus unspezifischen Reaktionen mit off-

target-Molekülen resultieren könnte. Trotz zahlreicher positiver Eigenschaften von kovalenten 

Inhibitoren (u.a. erhöhte Affinität und längere Wirkdauer, Vermeidung von Resistenzentwicklung, 

günstige Pharmakokinetik), wurden in der Vergangenheit kaum Anstrengungen unternommen, 

gezielt solche kovalenten Inhibitoren zu entwickeln. Eine Möglichkeit einige der potenziellen Risiken 

von kovalenten Inhibitoren zu vermeiden und gleichzeitig die positiven Eigenschaften beizubehalten, 

besteht in der Entwicklung von kovalent-reversiblen Inhibitoren. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten gezielt Cysteinproteaseinhibitoren mit einem solchen kovalent-

reversiblen Mechanismus entwickelt werden. Der Fokus lag dabei insbesondere auf der parasitären 

Cysteinprotease Rhodesain, ein target zur Behandlung der Afrikanischen Trypanosomiasis 

όα{ŎƘƭŀŦƪǊŀƴƪƘŜƛǘάύΦ ½ǳƳ ǊŀǘƛƻƴŀƭŜƴ 5ŜǎƛƎƴ ǿǳǊŘŜƴ ǾŜǊǎŎƘƛŜŘŜƴŜ ŎƻƳǇǳǘŜǊƎŜǎǘützte Methoden wie 

QM/MM-Berechnungen und Methoden des molekularen Dockings eingesetzt. Basierend auf der 

Leitstruktur K11777 ς ein kovalenter und irreversibler Inhibitor aus der Strukturklasse der 

Vinylsulfone ς konnten so Halogen-substituierte Vinylsulfone identifiziert und synthetisiert werden, 

die den angestrebten kovalent-reversiblen Wirkmechanismus aufweisen. Dabei konnte die 

Reversibilität durch Verdünnungsassays und Dialyseexperimente nachgewiesen werden, während 

eine kovalente Bindung durch massenspektrometrische Untersuchungen belegt wurde.  

Weiterhin wurde die peptidische Erkennungssequenz der Leitstruktur modifiziert, mit dem Ziel eine 

Verbesserung der Affinität zu dem Zielenzym zu erreichen. Basierend auf Dockinguntersuchungen 

konnten so weitere Verbindungen synthetisiert werden, die neben dem kovalent-reversiblen 

Wirkmechanismus eine höhere Affinität zu Rhodesain aufweisen. Des Weiteren konnten im Rahmen 

dieser Strukturoptimierungen Verbindungen identifiziert werden, die eine verbesserte Selektivität 

gegenüber der parasitären Protease im Vergleich zu den humanen Cathepsinen B und L sowie eine 

höhere antitrypanosomale Aktivität, bei gleichzeitig verminderter Toxizität, zeigen. 
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Abstract 

Even though the mechanism of action of some of the most successful marketed drugs is based on an 

irreversible formation of a covalent bond to their respective targets and some prejudices against 

drug candidates with such a mechanism could be reduced in the last years, there are still some 

concerns about this type of inhibitors. These concerns include the potential of immunogenic and 

toxic reactions, arising from possible unspecific off-target reactions. Despite several positive 

characteristics of covalent inhibitors (e.g. better affinity, longer residence time, lowered risk of 

resistances, favorable pharmacokinetic profile), only few efforts have been made to rationally design 

such covalent inhibitors. One possibility to avoid the potential risks of covalent inhibitors, while 

maintaining some of the advantageous characteristics, is the design of covalent-reversible inhibitors. 

The aim of this work was the rational design of cysteine protease inhibitors with such a covalent-

reversible mechanism. In particular the focus was put on the parasitic cysteine protease rhodesain, a 

target for the treatment of !ŦǊƛŎŀƴ ǘǊȅǇŀƴƻǎƻƳƛŀǎƛǎ όάǎƭŜŜǇƛƴƎ ǎƛŎƪƴŜǎǎέύΦ For the rational design 

several methods of computer-aided drug design, including QM/MM-calculations and molecular 

docking were employed. Using these methods, halogen-substituted vinylsulfones, based on the lead 

structure K11777 ς a covalent and irreversible inhibitor ς were identified and synthesized, showing 

the desired covalent-reversible mechanism of action. The reversibility of the inhibition was shown by 

dilution assays and dialysis experiments, while the formation of a covalent bond could be proofed by 

mass spectrometric investigations. 

Further on, the peptidic recognition unit of the lead structure was modified to achieve an increased 

affinity to the target enzyme. Based on docking investigations several substances were synthesized, 

showing not only a covalent-reversible mechanism of action, but also an increased affinity to 

rhodesain. Some of the substances identified in the framework of these structure optimizations 

additionally showed an increased selectivity against the parasitic protease compared to the human 

cathepsins B and L. Furthermore some of the reversible inhibitors showed an increased 

antitrypanosomal activity, while less toxicity was observed.  
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1. Einleitung 
 

 

1.1 Proteasen als Target in der A rzneistoffentwicklung  
 

Proteasen sind Enzyme, die die Spaltung von Peptiden und Proteinen katalysieren. Die von diesen 

Enzymen katalysierte Reaktion ist die Hydrolyse von Peptidbindungen, weshalb sie in die Klasse der 

Hydrolasen eingeordnet werden. Sie spielen eine wichtige Rolle in unzähligen physiologischen und 

pathophysiologischen Vorgängen in praktisch allen Organismen und Viren. Die MEROPS Peptidase-

Datenbank1,2 listet aktuell mehr als 4000 bekannte Proteasen aus verschiedenen Organismen. Durch 

bioinformatische Analysen des humanen Genoms konnten mindestens 500 ς 600 Proteasen 

identifiziert werden, was ungefähr 2% des Genoms entspricht.3,4 Dabei wurden Proteasen lange Zeit 

nur als unspezifische proteinabbauende Enzyme z.B. für den Nahrungsverdau und intrazellulären 

Abbau von Proteinen betrachtet5. In heutiger Zeit ist man sich der vielfältigen Rolle von Proteasen 

z.B. als Signalmolekül in stark regulierten Signaltransduktionswegen bewusst und eine Beteiligung an 

der Kontrolle von wichtigen physiologischen Prozessen wie Proliferation, Apoptose, DNA-Replikation, 

Hämostase, Wundheilung und Immunantwort ist bekannt.6 In diesem Zusammenhang ist es nicht 

verwunderlich, dass eine Dysregulation von Proteaseaktivitäten mit einer Vielzahl von 

pathologischen Zuständen wie Krebs, Osteoporose kardiovaskulären und entzündlichen 

Erkrankungen in Verbindung gebracht werden kann. Diese Erkenntnisse führten auch dazu, dass 

Proteasen als Targets in der Arzneistoffentwicklung in den Fokus rückten. So gibt es derzeit 

zahlreiche Arzneistoffe, die verschiedenste Proteasen adressieren und viel mehr befinden sich in der 

Entwicklung7. Weiterhin spielen Proteasen eine wichtige Rolle bei zahlreichen viralen (z.B. HIV, HCV) 

und parasitären (z.B. Malaria, Denguefieber, Trypanosomiasis) Erkrankungen, sodass auch hier schon 

zahlreiche Arzneistoffe auf dem Markt oder in der Entwicklung sind, die die pathogenen Proteasen 

adressieren. 

Erkrankungen, bei denen die Proteaseaktivität herabgesetzt ist, spielen eine eher untergeordnete 

Rolle. Zumeist ist eine gesteigerte oder unangemessene proteolytische Aktivität, hervorgerufen 

durch verschiedene endogene oder exogene Faktoren, ursächlich für die assoziierten Erkrankungen. 

Aus diesem Grunde konzentriert sich die Forschung und Entwicklung hauptsächlich auf die 

Entwicklung von Inhibitoren der betreffenden Proteasen.  

Aktuell befinden sich Proteaseinhibitoren zur Behandlung von Bluthochdruck, Blutgerinnungs-

störungen, HIV, Hepatitis C, Krebs und Diabetes auf dem Markt (siehe Tabelle 1-1). Die größte 

Bedeutung spielten dabei bisher Inhibitoren des Angiotensin-ƪƻƴǾŜǊǘƛŜǊŜƴŘŜƴ 9ƴȊȅƳǎ όα!/9-

IŜƳƳŜǊάύ ȊǳǊ .ŜƘŀƴŘƭǳƴƎ ŘŜǊ IȅǇŜǊǘƻƴƛŜ ǳƴŘ ŘŜǊ IŜǊȊƛƴǎǳŦŦƛȊƛŜƴȊΦ Aus dieser Klasse befinden sich 

mittlerweile 14 Vertreter auf dem deutschen Markt und sie zählen zu den umsatzstärksten 

Arzneistoffen.8 Auch die HIV-Proteaseinhibitoren mit zahlreichen Vertretern sind von großer 

Bedeutung und sind Bestandteil der antiretroviralen Standardtherapie. 

Die zunehmende Bedeutung von Proteasen als Targets in der Arzneistoffentwicklung wird klar, wenn 

man sich in der Entwicklung befindliche Proteaseinhibitoren betrachtet. Diese sollen der Therapie 
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der verschiedensten Erkrankungen wie z.B. COPD, Immun- und Entzündungskrankheiten, Alzheimer-

Krankheit, Malaria, SARS, virale Rhinitis, multiple Sklerose oder Krebs dienen7 

 

Tabelle 1-1 Auf dem Markt befindliche Proteaseinhibitoren und einige repräsentative Vertreter 

Indikation 
Target 
(Klasse) 

Arzneistoff Struktur 

Hypertonie 
Angiotensin converting 

enzyme (ACE) 
(Metalloprotease) 

Captopril 

 

Thrombose-
Prophylaxe 

Faktor Xa 
(Serinprotease) 

Rivaroxaban 

 

AIDS 
HIV-Protease 

(Aspartatprotease) 
Amprenavir 

 

Hepatitis C 
NS3-4A 

(Serinprotease) 
Boceprevir 

 

Krebs 
(multiples 
Myelom) 

Proteasom 
(Threoninprotease) 

Bortezomib 

 

Diabetes 
mellitus Typ 2 

Dipeptidylpetidase 4 
(Serinprotease) 

Sitagliptin 

 
 

 

Wie die obigen Beispiele zeigen, gibt es schon zahlreiche erfolgreich eingesetzte Proteaseinhibitoren. 

Dennoch stellt deren Entwicklung nach wie vor eine große Herausforderung dar. Gründe dafür sind 

zum einen die komplexen Regulationsmechanismen und vielfältigen biologischen Funktionen von 

Proteasen, die noch nicht gänzlich aufgeklärt sind. Zum anderen bereiten ihr ubiquitäres Vorkommen 

und große Homologien innerhalb der verschiedenen Klassen Probleme in der Entwicklung von 

selektiven Inhibitoren. 
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1.2 Klassifizierung von Proteasen  
 

 

Prinzipiell kann man Enzyme anhand der von ihnen katalysierten Reaktionen gemäß dem EC-System  

in sechs verschiedene Klassen einordnen: Oxidoreduktasen (EC 1), Transferasen (EC 2), Hydrolasen 

(EC 3), Lyasen (EC 4), Isomerasen (EC 5) und Ligasen (EC 6).9 Da Proteasen die Hydrolyse von 

Peptidbindungen katalysieren, werden sie in die Gruppe der Hydrolasen und hier in die Untergruppe 

EC 3.4 (Peptidasen) eingeordnet. Hier unterscheidet man weiter zwischen Endopeptidasen 

(spezifische Schnittstelle innerhalb der Polypeptidkette) und Exopeptidasen (Spaltung von 

endständigen Peptidbindungen beginnend am N-Terminus (Aminopeptidasen) oder C-Terminus 

(Carboxypeptidasen)).9 

Eine weitere sinnvolle Unterteilung erfolgt gemäß dem MEROPS-System, das Proteasen anhand der 

chemischen Umgebung des aktiven Zentrums bzw. anhand der für den Katalysemechanismus 

entscheidenden Aminosäuren, in 6 große Untergruppen aufteilt: Aspartat-, Cystein-, Glutamat-, 

Metallo-, Serin- und Threoninproteasen.10 Weiterhin existieren Proteasen mit unbekanntem oder 

gemischtem Katalysemechanismus, die keiner bzw. mehreren Gruppen zugeordnet werden können. 

Mit der Entdeckung der Asparaginlyasen wurde kürzlich eine siebte Gruppe hinzugefügt. Vertreter 

dieser Gruppe sind sich selbst spaltende Proteine, die jedoch nicht der Gruppe der Hydrolasen, bzw. 

Peptidasen zugeordnet werden. Vielmehr handelt es sich um (Amidin-)Lyasen (EC 4.3.2).11 

In den einzelnen Gruppen werden die Peptidasen weiter anhand ihres evolutionären Ursprungs und 

ähnlicher Tertiärstrukturen in Clans und Familien unterteilt. So wird z.B. die im Folgenden näher 

betrachtete Gruppe der Cysteinproteasen in neun Clans (CA, CD, CE, CF, CL, CM, CN, CO, CP) und 69 

Familien unterteilt.  

Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal der verschiedenen Peptidasegruppen ist der jeweilige 

Katalysemechanismus. Cystein-, Serin- und Threoninproteasen bedienen sich eines kovalenten 

Mechanismus, bei denen die namensgebende Aminosäure als Nucleophil dient, während bei 

Metallo- und Aspartatproteasen ein aktiviertes Wassermolekül diese Rolle einnimmt.  

Das aktive Zentrum von Proteasen, sowie die Substratbindetaschen lassen sich anhand einer von 

Schechter und Berger eingeführten Nomenklatur beschreiben.12 Hierbei werden die Reste der zu 

spaltendenden Polypeptidkette ausgehend von der Spaltstelle in Richtung N-Terminus mit P1 ς Pn 

(non-primed site), und in Richtung C-Terminus mit P1Ψ ς PnΨ όprimed site) bezeichnet. Analog dazu 

werden die entsprechenden Bindetaschen der Enzyme mit S1 ς Sn bzw. S1Ψ ς SnΨ benannt (Abb. 1-1). 

Auch der Bindemodus von Inhibitoren lässt sich gut auf diese Weise beschreiben.  



 

4 

 

Abbildung 1-1 Nomenklatur von Proteasen und deren Substraten nach Berger und Schechter12 

 

 

1.3 Cysteinproteasen  
 

Cysteinproteasen konnten bisher in praktisch allen Organismen nachgewiesen werden. Wie bereits 

erwähnt lassen sie sich in 9 Clans und 69 Familien unterteilen. Hierbei werden alleine 36 Familien 

dem größten Clan CA zugeordnet. Dessen Vertreter weisen große strukturelle Ähnlichkeit zu dem 

Prototyp dieser Familie, dem in der Papayafrucht vorkommenden Papain auf. Proteasen dieses Clans 

werden daher auch als Papain-ähnlich bezeichnet. In diesem Clan finden sich viele aus 

pharmakologischer Sicht interessante Vertreter, wie die humanen Cathepsine B, L, K und S, innerhalb 

der großen Familie C1. Auch viele parasitäre oder virale Cysteinproteasen mit pharmakologischer 

Relevanz werden dieser Familie zugeordnet. Tabelle 1-2 gibt einen Überblick über einige wichtige 

Cysteinproteasen und deren Einordnung. 

Tabelle 1-2 Einordnung einiger wichtiger Proteasen 

Clan Familie  Proteasen Vorkommen  

CA 

C1 

Papain Carica papaya 

Cathepsin B Homo sapiens 

Cathepsin L Homo sapiens 

Rhodesain Trypanosoma brucei rhodesiense 

Falcipaine 1-3 Plasmodium falciparum 

Cruzain Trypanosoma cruzi 

C2 Calpaine Homo sapiens 

C10 Steptopain Streptococcus pyogenes 

C16 SARS CoV PL SARS Coronavirus 

C47 Staphopain Staphylococcus aureus 

CD 
C11 Clostripain Clostridium hystolyticum 

C14 Caspasen Homo sapiens 

CL C60 Sortase Staphylococcus aureus 

CM C18 HCV peptidase 2 Hepatitis C Virus 
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1.3.1 Vorkommen und Funktion en humaner und parasitärer Cysteinproteasen der 

Papain-Familie  

 

Zu den wichtigsten humanen Cysteinproteasen der Papain-Familie zählen die Cathepsine, von denen 

bisher elf Vertreter identifiziert wurden (Cathepsin B, C, F, H, K, L, O, S, V, X, W). Mit wenigen 

Ausnahmen findet man diese Enzyme hauptsächlich in endosomalen / lysosomalen Kompartimenten, 

die ein wichtiges System des intrazellulären Proteinkatabolismus darstellen. Da man hier mit einem 

pH-Wert von ca. 5 ein leicht saures Milieu vorfindet, entwickeln auch die meisten Cathepsine ihre 

maximale Aktivität unter leicht sauren Bedingungen. In neutraler oder basischer Umgebung sind 

diese Enzyme instabil, was einen wichtigen Regulationsmechanismus der Proteaseaktivität 

darstellt.13 Eine weitere Regulation erfolgt durch hochspezifische endogene Inhibitoren wie die 

Cystatine. Viele Cathepsine werden ubiquitär im humanen Gewebe exprimiert, was durch ihre Rolle 

im physiologischen, zellulären Proteinumsatz erklärt werden kann. Ausnahmen bilden Cathepsin K, 

das man hauptsächlich in Osteoklasten, Epithelzellen und Fibroblasten der Gelenkinnenhaut findet, 

Cathepsin W in Zellen des Immunsystems (CD8+- und NK-Zellen) und Cathepsin S in verschiedenen 

antigenpräsentierenden Zellen. Dies deutet auf eine hochspezifische Funktion dieser Enzyme in den 

jeweiligen Zellen / Geweben hin. Eine pathologische Überexpression von Cathepsinen konnte mit 

verschiedenen invasiven und degenerativen Erkrankungen wie Krebs, Osteoporose, rheumatoide 

Arthritis und muskulärer Dystrophie in Verbindung gebracht werden (siehe Tabelle 1-3).14ς17  

 

Tabelle 1-3 Physiologische Funktion von ausgewählten humanen Cysteinproteasen der Papain-Familie und 
assoziierte Erkrankungen 

Enzym Physiologische Funkt ion  
Erkrankung en bei 

Dysregulation  

Cathepsin B 
Proteindegradation, Apoptose, 
Hormonreifung, Knochenabbau 

Krebs, Alzheimer, Pankreatitis 

Cathepsin L 
Proteindegradation, Hormonreifung 

Haut-Homöostase, Antigenprozessierung 
Krebs, epidermale Hyperplasie 

Cathepsin K Knochenresorption und -remodelling Osteoporose 

Cathepsin S Antigenpräsentation, Nozizeption Rheumatoide Arthritis 

 

 

Auch bei verschiedenen protozoischen Parasiten konnten einige Cysteinproteasen der Papainfamilie 

identifiziert werden. Da viele dieser Proteasen wichtige Aufgaben bei der Pathogenese der 

assoziierten Erkrankungen sowie in der Physiologie der Erreger erfüllen, wurden sie als attraktive 

Ziele für die Entwicklung neuer Arzneistoffe validiert.18 Im Gegensatz zu den homologen humanen 

Enzymen sind viele der parasitären Proteasen auch an extrazellulären Prozessen beteiligt. 

Dementsprechend liegt auch das pH-Optimum einiger dieser Enzyme nicht im leicht sauren sondern 
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eher im neutralen Bereich. Tabelle 1-4 gibt einen Überblick über einige parasitäre Cysteinproteasen 

der Papain-Familie. 

 

Tabelle 1-4 Vorkommen und Funktion einiger parasitärer Cysteinproteasen der Papain-Familie. 

Erreger  Proteasen 
Humanes 
Homolog  

Funktion  Krankheit  

Trypanosoma 
brucei 

Rhodesain Cath. L 
Passage der Blut-Hirn-Schranke 
Abbau von Immunoglobulinen 

Vermeidung von Immunantwort 
Afrikanische 

Trypanosomiasis 
όα{ŎƘƭŀŦƪǊŀƴƪƘŜƛǘάύ 

TbCatB Cath. B 
Essentiell?, 

Abbau von Wirt-Proteinen 

Trypanosoma 
cruzi 

Cruzain Cath. L 
Essentiell in allen Stadien 

Vermeidung von Immunantwort 
Gewebeinvasion 

Chagas-Krankheit 

Leishmanien 

CPA Cath. L 
Wachstum, Entwicklung, 

Gewebeinvasion, 
Wirt-Parasit-Interaktion 

Leishmaniose CPB Cath. L 

CPC Cath. B 

Plasmodium 
falciparum 

Falcipain-1 Cath. L 
Hämoglobinabbau, 

Wachstum, 
Wirt-Parasit-Interaktion 

Malaria Falcipain-2 Cath. L 

Falcipain-3 Cath. L 

  

 

Bei Trypanosoma brucei, dem protozoischen Erreger der Afrikanischen Schlafkrankheit, konnten zwei 

Papain-ähnliche Cysteinproteasen identifiziert werden, die in großer Menge von den Parasiten 

exprimiert werden: Rhodesain und TbCatB. Deren genaue Funktion ist noch nicht vollständig 

aufgeklärt, beide Proteasen scheinen aber essentiell für das Überleben der Parasiten zu sein. 

Weiterhin ermöglicht Rhodesain den Parasiten die Passage der Blut-Hirn-Schranke und damit das 

Fortschreiten der Erkrankung in eine späte, immer tödliche, Phase der Krankheit.19 Des Weiteren ist 

dieses Enzym an der ständigen Prozessierung von bestimmten Oberflächenproteinen (Variant 

Surface Glycoproteins) und dem Abbau von Immunglobulinen beteiligt, wodurch eine effiziente 

Immunantwort des Wirts verhindert wird.20,21 TbCatB wird hauptsächlich eine Rolle in der Ernährung 

des Parasiten durch Abbau von Wirt-Proteinen zugeschrieben.22 Die essentielle Rolle der beiden 

Enzyme konnte sowohl in vitro als auch in vivo durch spezifische Inhibitoren oder Gen-silencing 

bestätigt werden.23,24 

Auch in dem in Lateinamerika verbreiteten Erreger der Chagas-Krankheit ς Trypansoma cruzi ς wurde 

mit Cruzain eine Cysteinprotease der Papain-Familie als essentielles Enzym identifiziert. Durch 

Inhibition dieses Enzyms konnte eine Heilung oder zumindest eine positive Beeinflussung des 

Krankheitsverlaufs in verschiedenen Tiermodellen beobachtet werden, sodass sich Inhibitoren dieses 

Enzyms in späten Stadien der präklinischen Entwicklung befinden.25ς27 
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In Leishmanien findet man neben zahlreichen anderen Cysteinproteasen mit CPA, CPB und CPC auch 

drei Vertreter aus der Papainfamilie. Durch knockout der für CPA und CPB codierenden Gene konnte 

eine Verringerung der Virulenz, sowie ein positive Beeinflussung des Krankheitsverlaufs in infizierten 

Mäusen gezeigt werden.28 Auch der Einsatz von Cysteinprotease-Inhibitoren zeigte sich in vitro und in 

vivo als wirksam, konnte jedoch keine vollständige Heilung erzielen.29ς32 

In Plasmodium falciparum, dem virulentesten Erreger von Malaria wurden mit den Falcipainen 1 -3 

mehrere Papain-ähnliche Cysteinproteasen identifiziert, die auch als targets in der 

Arzneimittelentwicklung diskutiert werden. Gut untersuchte Prozesse, an denen diese Enzyme 

beteiligt sind, sind z.B. die Hydrolyse von Hämoglobin, sowie Invasion und Auflösung von 

Erythrozyten des Wirts. Insbesondere die Inhibition der Hauptprotease Falcipain 2 scheint hier 

interessant zu sein. Verschiedene Inhibitoren dieses Enzyms waren in der Lage eine Malariainfektion 

im Tiermodell zu heilen oder den Krankheitsverlauf zu verlangsamen.33 

 

1.3.2 Struktur humaner und parasitärer  Cysteinproteasen der Papain -Familie  

 

Anhand ihrer Sequenz lassen sich die humanen Cathepsine und parasitäre Cysteinproteasen der 

Papain-Familie in 3 Gruppen einteilen: Cathepsin B-ähnlich, Cathepsin L-ähnlich und 

Cathepsin F-ähnlich. Die räumliche Struktur 

innerhalb der 3 Gruppen ist hierbei sehr ähnlich. 

Die meisten dieser Enzyme werden zunächst als 

inaktive Vorläufer, sogenannte Präproenzyme, 

exprimiert, die neben der katalytischen Domäne 

noch ein Signalpeptid und eine  N-Terminalen 

Prodomäne besitzen.34 Das Signalpeptid 

ermöglicht nach der ribosomalen Expression den 

Transport des Enzyms in das Endoplasmatische 

Retikulum, wo es dann abgeschnitten wird. Die 

Prodomäne erfüllt mehrere Aufgaben. So ist diese 

Domäne wichtig für die korrekte Faltung des 

Enzyms36 und den Weitertransport des Proenzyms 

an seinen Bestimmungsort.37,38 Weiterhin fungiert 

die Prodomäne als hochaffiner, reversibler 

Inhibitor der Protease, wodurch deren vorzeitige 

Aktivierung verhindert wird. Wie in Abbildung 1-2 

am Beispiel von Procathepsin L gezeigt bindet ein 

Teil der Propeptidkette in den Bindungsspalt und 

verhindert so die Bindung von Substraten. Die Prodomänen sind dabei hochspezifisch für die Enzyme 

ihrer jeweiligen Subfamilie. So ist das Propeptid von Cathepsin L nur ein relativ schwacher Inhibitor 

von Cathepsin B, zeigt jedoch eine hohe Affinität zu vielen anderen Cathepsin L- ähnlichen 

Proteasen.39ς41 Nach dem Transport an ihren Bestimmungsort, im Falle der Cathepsine z.B. das 

Lysosom, wird das Propeptid entweder autokatalytisch oder durch andere Proteasen abgespalten, 

sodass das Enzym dort in der aktiven Form vorliegt.42 

Abbildung 1-2 Procathepsin L (Prodomäne: orange, 
katalytische Domäne: grün) PDB: 1CJL35 
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Wie am Beispiel von Cathepsin L (Abb. 1-3) zu sehen, besteht die räumliche Struktur der 

prozessierten, aktiven Proteasen der Papain-Familie aus einer L- und einer R-Domäne in deren Mitte 

sich der Bindungsspalt mit dem aktiven Zentrum befindet.43 Der Cysteinrest des aktiven Zentrums 

ōŜŦƛƴŘŜǘ ǎƛŎƘ ŘŀōŜƛ ƛƴƴŜǊƘŀƭō ŜƛƴŜǊ ʰ-Helix der L-Domäne, während der für den 

Katalysemechanismus wichtige Histidinrest in ŜƛƴŜǊ ʲ-Faltblatt-Struktur der R-Domäne zu finden ist. 

 

Abbildung 1-3 Räumliche Struktur von Cathepsin L. Rot: L-Domäne, grün: R-Domäne, gelb: Cys25, blau: 
His163. PDB: 2YJ244 

 

Eine Besonderheit der Cathepsin B-ŅƘƴƭƛŎƘŜƴ tǊƻǘŜŀǎŜƴ ƛǎǘ ŘŜǊ ǎƻƎŜƴŀƴƴǘŜ αoccluding loopά (siehe 

Abb. 1-4), der für die Dipeptidylcarboxy-

peptidase-Aktivität dieser Enzyme 

verantwortlich ist. Dabei blockiert dieses 

Strukturelement Teile des Bindungsspaltes, 

während zwei positiv geladene Histidin-

reste die C-terminale Carboxygruppe eines 

Substrats in der P2Ψ-Position fixieren und so 

die Abspaltung eines C-terminalen 

Dipeptids ermöglichen.46 Während dieser 

Mechanismus bei niedrigen pH-Werten 

< 5.5 auftritt, beobachtet man bei höherem 

pH-Wert eine Endopeptidaseaktivität von 

Cathepsin B und homologen Enzymen.47 

Diese Eigenschaften lassen sich auch bei der 

Entwicklung von selektiven Inhibitoren dieser 

Familie ausnutzen.  

L-Domäne R-Domäne 

Abbildung 1-4 Räumliche Struktur von Cathepsin B mit 
occluding loop (grün); hervorgehoben: His110, His111, 
Cys29, His190. PDB: 1GMY45 
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Die große Homologie innerhalb der verschiedenen Cathepsin-ähnlichen Familien lässt sich durch eine 

Überlagerung homologer Enzyme, wie in Abbildung 1-5 dargestellt, verdeutlichen.  

 

 

Abbildung 1-5 Überlagerung von Cathepsin L-ähnlichen (links; Cathepsin L: blau PDB: 2YJ844; Rhodesain: 
orange, PDB: 2P7U48; Cruzain: grün, PDB: 3I0649; Falcipain-2: rot, PDB: 3BPF50) und Cathepsin B-ähnlichen 
Proteasen (rechts, Cathepsin B: cyan, PDB: 1GMY45; TbCatB: lila, PDB: 3HHI51) 

So lassen sich bei Cathepsin L und den homologen parasitären Enzymen Rhodesain, Cruzain und 

Falcipain-2 (Abb. 1-5, links) nur marginale Unterschiede in der räumlichen Struktur feststellen. 

Insbesondere der Bereich um das aktive Zentrum und den Bindungsspalt ist dabei hochkonserviert. 

Ein ähnliches Bild mit hoher Homologie zeigt die Überlagerung der Strukturen von Cathepsin B und 

dem von Trypanosoma brucei exprimierten homologen Emzym TbCatB (Abb. 1-5, rechts). 

 

1.3.3 Katalysemechanismus von Cysteinproteasen der Papainfamilie  

 

Der Mechanismus der katalytischen Hydrolyse von 

Peptidbindungen durch Cysteinproteasen basiert auf 

einer sog. katalytischen Triade. Dabei dient ein 

Cysteinrest im aktiven Zentrum der Protease als 

Nucleophil während ein Histidinrest als Protonendonor 

fungiert. Diese beiden Aminosäuren bilden 

präkatalytisch ein Ionenpaar, sodass der Cysteinrest 

deprotoniert als Thiolat vorliegt, während das Histidin in 

der protonierten Form anzutreffen ist. Eine dritte 

Aminosäure positioniert den Imidazolring des Histidins 

durch Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen in 

einer günstigen Stellung. Im Falle der Papain-ähnlichen 

Proteasen handelt es sich dabei um Asparagin, während 

bei anderen Proteasen oft eine der sauren 

Aminosäuren Asparaginsäure oder Glutaminsäure diese 

Abbildung 1-6 Katalytische Triade aus Cys25 
His163 und Asn187 am Beispiel von Cathepsin 
L (PDB: 2YJ844) 












































































































































































































































































































































































