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Zusammenfassung

Trotz der Tatsache, dass einigen der erfolgrgtien zugelassenen Arzneistoffen kovalenter
irreversiblerWirkmechanismugugrunde liegt undn den letzten Jahren einige Vorurteile gegeniiber
Wirkstoffkandidaten mieinem solchen Wirkmechanismabgebaut wurden, existieren nach wie vor
noch Bedenken gegentibeolchen Substanzen. So wird nkbvaknten Inhibitorenein toxisches und
immunogenes Potenzial in Verbindung gebracht, wedchies unspezifischen Reaktionen noitf-
target-Molekilen resultieren kénnte Trotz zahlreicher positiver Eigenschaften von kovalenten
Inhibitoren (u.a.erhohte Affinitét und langere Wirkdauer, Vermeidung von Resistenzentwicklung,
gunstige Pharmakokinetik), wurden in der Vergangenheit kaum Anstrengungen unternommen,
gezielt solche kovalenten Inhibitoren zu entwickeln. Eine Moéglichkeit einige der potenziellen Risiken
von lovalenten Inhibitoren zu vermeiden und gleichzeitig die positiven Eigenschaften beizubehalten,
besteht in der Entwicklung von kalentreversiblen Inhibitoren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten gezielt Cysteinproteaseinhibitoren mit einem solchen kevalent
reversiblen Mechanismus entwickelt werden. Der Fokus lag dabei insbesondere auf der parasitaren
Cysteinprotease Rhodesain, eitarget zur Behandlung der Afrikanischen Trypanosomiasis

Oa{ OKfFFINIY]IKSAGAO D wdzY NI GA 2y fuky M&Hoded die/ & dzNR
QM/MM-Berechnungen und Methoden des molekularen Dockings eingedgttierend auf der

Leitstruktur K11777¢ ein kovalenter und irreversiblg Inhibitor aus der Struktlklasse der
Vinylsulfoneg konnten so Halogesubstituierie Vinylsulfoneidentifiziert und synthetisiertwerden,

die den angestrebten kovalemeversiblen Wirkmechanismus aufisen. Dabei konnte die
Reversibilitat durch Verdinnungsassays und Dialyseexperimente nachgewiesen werden, wahrend

eine kovalente Bindung dch massenspektrometrische Untersuchungen belegt wurde.

Weiterhin wurde die peptidische Erkennungssequdee Leitstrukturmodifiziert, mit dem Ziel eine
Verbesserungler Affinitdt zu dem Zielenzym zu erreichen. Basierend auf Dgekiersuchungen
konnten so weitere Verbindungen synthetisiert werden, die neben dem kovaleversiblen

Wirkmechanismus eine hohere Affinitdt zu Rhodesain aufwelBen.Weitererkonnten im Rahmen
dieser Strukturoptimierungen Verbindungen identifiziert werden, die eirebessete Selektivitat

gegeniber de parasitéaren Protease im Vergleich zu demmanen Cathepsinen B undstwie eine

hohereantitrypanosomale Aktivitat, bei gleichzeitig verminderter Toxizizéigen.
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K11777 :> Verbindung 12 :> Verbindung 16
irreversibel reversibel reversibel
K (Rho) = 10 nM K (Rho) = 190 nM K (Rho) = 32 nM
K (Cath.L)=8,2nM K (Cath. L) = K (Cath. L) =110 nM
ECsy (7-6.6) = 0,18 uM ECso (7.6.6) = 12,5 uM ECgo (7.0.5) =
ECsy (J774.1) = ECgo (J774.1) = ECsq (J774.1) > 100 uM
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Abstract

Even thougltthe mechanism of action acfomeof the most successful marketed drugdasedon an
irreversibleformation of a covalent bond to their respective targeted someprejudicesagainst
drug candidates with such a rmlganism could be redudein the last yearsthere are still some
concerns abouthis type ofinhibitors. These concerns include the potential of immunogenic and
toxic reactions, arising from possiblenspecific off-target reactions. Despite several positive
characteristics of covalent inhibitore.§. better affinity, longer residence time, lowered risk of
resistancesfavorable pharmacokinetic profile), only few effoitave been madéo rationally design
such covalent inhibitorsOne possibility to avoid the potential risks of covalent inhibitoshile
maintaining some of the advantageous characteristics, is the design of covedemsible inhibitors.

The aim of this work was the rational design of cysteine protease inhibitors with such a cevalent
reversible mechanismnin particular he focus vasput on the parasitic cysteine proteasbodesain, a

target for the treatment 6! F NA Ol y (G NRB LI y2 a2 YA IFérihd ratiodabdessgs LIA y 3
several methods of computeaided drug design, including QM/Mighlculations and molecular
docking wereemployed. Using these methods, halogaubstituted vinylsulfones, based on the lead
structure K1177% a covalent and irreversible inhibitay were identifiedand synthesizedshowing

the desired covalenteversible mechanism of actiofhe reversibilityof 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 achiavenareased
affinity to the target enzymeBased on docking investigations several substances were synthesized,
showing not only a covalemeversible mechanism of action, but also an increased affinity to
rhodesain. Some of the substances identified ie fnamework of these structure optimizations
additionally showed an increased selectivétyainstthe parasitic protease compared to the human
cathepsins B and L. Furthermore some of the reversible inhibitors showed an increased
antitrypanosomal activitywhile lesstoxicity was observed.
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K11777 |:> Substance 12 ::> Substance 16
irreversible reversible reversible
K (Rho)=10nM K (Rho)= 190 nM K (Rno)= 32 nM
K (Cath.L)=82nM K (Cath.L)= K (Cath.L)= 110 nM
ECy, (T:b.b) = 0,18 uM ECyy (Tb.b) = 12,5 uM ECy, (Tb.b) =
ECy, (J774.1)= ECy, (J774.1)= ECy, (J774.1)> 100 uM
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1. Einleitung

1.1 Proteasen als Target in der A rzneistoffentwicklung

Proteasen sindEnzyme, die die Spaltung von Peptidund Proteinen katalysieren. Die von diesen
Enzymen katalysierte Reaktion ist die Hydrolyse von Peptidbindungen, weshalb sie in die Klasse der
Hydrolasen eingeordnet werdelsie spielen eine wichtige Rolle in unzahligen physiologischen und
pathophysiologschen Vorgangem praktisch allerOrganismen und VirerDie MEROPBeptidase
Datenbank? listet aktuellmehr als 4000 bekannte Proteasen aus verschiedenen Organismen. Durch
bioinformatische Analysen des humanen Genoms konnten mindestens ¢5600 Proteaen
identifiziert werden, was ungefahr 2% des Genoms entspfitBtabei wurden Proteasen lange Zeit
nur als unspezifische proteinabbauende Enzyme z.B. fir den Nahrungsverdau und intrazellularen
Abbau von Proteinerbetrachtef. In heutiger Zeit ist manai der vielféaltigen Rollgon Proteasen
z.B.als Signalmolekiih stark regulierten Signaltransduktionswegbawusstund eine Beteiligung an

der Kontrolle von wichtigen physiologischen Prozessen wie Proliferation, ApoptoseR&lkation,
Hamostase, Wurttkilung und Immunantworist bekannt® In diesem Zusammenhang ist es nicht
verwunderlich, dass eine Dysregulation von Proteageddten mit einer Vielzahl von
pathologischen Zustdnden wie Krebs, Osteoporokardiovaskuldren und entzindlichen
Erkrankungen in Verbindung gebracht werden kann. Diese Erkenntnisse fuhrterdanchdass
Proteasen als Targetin der Arzneistoffentwicklung in den Fokus rickten. So gibt es derzeit
zahlreiche Anzeistoffe, die verschiedenst®rotease adressieren und vieghehr befinden sich in der
Entwicklung. Weiterhin spielen Proteasen eine wichtige Rdiés zahlreichen viralerfz.B. HIV, HCV)

und parasitarer(z.B. Malaria, Denguefieber, Trypanosomiasis) Erkrankyrsgelass auch hier schon
zahlrdache Arzneistoffe auf dem Markt oder in der Entwicklung sifid die pathogenen Proteasen
adressieren.

Erkrankungen, bei denen die Proteaseaktivitat herabgesetzsjdélen eine eher untergeordnete
Rolle. Zumeist ist eine gesteigerte oder unangemesgemeolytische Aktivitdt, hervorgerufen
durch verschiedene endogene oder exogene Faktoneséchlich fur die assoziierten Erkrankungen.
Aus diesem Grunde konzentriert sich die Forschung und Entwicklung hauptsachlich auf die
Entwicklung von Inhibitoren ddretreffenden Proteasen.

Aktuell befinden sichProteaseinhibitorenzur Behandlung von Bluthochdruck, Blutgerinnungs
storungen, HIV, Hepatitis C,els und Diabetes auf dem Markt (siehe TabeH#&).1Die grofite

Bedeutung spielten dabei bisher Inhibitoreresd Angiotens-] 2 Y S NI A SNBYy RSy o9yl &
| SYYSNBO 1 dzNJ . SKIF yRf dzy 3 RSN Aus DiEsatIKiasgerb&finddzysikh R S NJ
mittlerweile 14 Vertreter auf demdeutschen Markt und sie zahlen zu den umsatzstarksten
Arzneistofferf Auch die HI-Proteaseinhibitoren mit zahlreichen Vertretern sind von groRer
Bedeutung und sind Bestandteil der aatroviralen Standardtherapie.

Die zunehmende Bedeutung von Proteasen als Targets in der Arzneistoffentwicklung wird klar, wenn
man sichin der Entwicking befindliche Proteaseinhibitoren betrachtet. Diese sollen der Therapie

1



der verschiedensten Erkrankungen wieB.COPD, Immuund Entzindngskrankheiten, Alzheimer
Krankheit, Malaria, SARS, virale Rhinitis, multiple Sklerose oder Krebs’dienen

Tabellel-1 Auf dem Markt befindliche Proteaseinhibitoren und einige reprasentative Vertreter

Indikation Target Arzneistoff Struktur
(MEEE))
Angiotensin converting oMo
Hypertonie enzyme (ACE) Captopril E)YSH
(Metalloprotease)
OY\O
Thrombose Faktor Xa Rivaroxaban i @ﬂ“d
Prophylaxe (Serinprotease) /NN
[¢)
NH,
HI\:Protease :
O0=S=0 OH
(Aspartatprotease) Amprenavir P N_ o,
bl Qo
(0]
" NS34A .
Hepatitis C (Serinprotease) Boceprevir
Krebs
. Proteasom .
(multiples : Bortezomib
(Threoninprotease)
Myelom)
Diabetes Dipeptidylpetidase 4 T
mellitus Typ 2 (Serinprotease) SHEG

Wie die obigen Beispiele zeigen, gibt es schon zahlreiche erfolgreich eingesetzte Proteaseinhibitoren.
Dennoch stellt deren Entwicklung nach wie vor eine grof3e Herausforderung dar. Grindsiddfur

zum einen die komplexen Regulationsmechanismen undaitigén biologischen Funktionen von
Proteasen, die noch nicht ganzlich aufgeklart sind. Zum anderen bereiten ihr ubiquitdres Vorkommen
und grol3e Homologien innerhalb der verschiedenen Klassen Probleme in der Entwicklung von
selektiven Inhibitoren.



1.2 Klassifizierung von Proteasen

Prinzipiell kann man Enzyme anhand der von ihnen katalysi&éztktioren gemal dem ESystem

in sechs verschiederKlassen einordnen: Oxidoreduktasen (EC 1), Transferasen (EC 2), Hydrolasen
(EC 3), Lyasen (EC 4), Isomerag&® ) und Ligasen (EC® ®a Proteasendie Hydrolyse von
Peptidbindungen katalysierewerdensiein die Gruppe der Hydrolasemnd hier in die Untergruppe

EC 3.4 (Peptidasengingeordnet Hier unterscheidet man weiter zwischen Endopeptidasen
(spezifische Schnittstelle innerhalbder Polypeptidkett¢ und Exopeptidasen(Spaltung von
endstéandigen Peptidbindungen beginnend awTerminus (Aminopeptidasen) odeb-Terminus
(Carboxypeptidaseny).

Eine weitere sinnvolle Unterteilung erfolgt gemaR dem MER®R&m dasProteasenanhand der
chemischen Umgebung des aktiven Zentrums bawhand derfur den Katalysemechanismus
entscheidenden Aminosaurenn 6 groRe Untergruppen aidgfilt: Aspartat, Cystein, Glutamat,
Metallo-, Serin und Threoninproteasef Weiterhin existieren Proteasen mit unbekanntem oder
gemischtem Katalysemechanismudge keiner bzw. mehreren Gruppen zugeordnet werden kdnnen.
Mit der Entdeckung der Aspaginlyasen wurde kirzlich eingebte Gruppe hinzugefligt. Vertreter
dieser Gruppe sind sich bet spaltende Proteine, die jedoch nicht der Gruppe der Hydrolasen, bzw.
Peptidasen zugeordnet werden. Vielmehr handelt es sich um (Anligasen (EC 4.3.2

In den einzelnen Gruppen werden die Peptidasen weiter anhand ihres evolutionaren Urspnahgs
ahnlicher Tertiarstrukturerin Clansund Familienunterteilt. So wird z.B. die im Folgenden néher
betrachtete Gruppe der Cysteinproteasen in neun C{@s, CD, CEF, CL, CM, CN, CO, CP) und 69
Familien unterteilt.

Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal rdeerschiedenen Peptidasegruppeist der jeweilige
KatalysemechanismusCystein, Serin und Threoninproteasen bedienen sich eines kovalenten
Mechanismus, bei denen die namensgebende Aminosdure als Nucleophi| #éhrend bei
Metallo- und Aspartatproteasen ein aktiviertes Wassermolekil diese Rolle einnimmt.

Das aktive Zentrum von Proteasesowie die Substratbindetaschen lassen siahand einer von
Schechterund Berger eingefiihrten Nomenklatur beschreibet? Hierbei werden die Reste der zu
spaltendenden Polypeptidkette ausgehend von der Spaltstelle in RiciNuFgyrminus mit P ¢ P,
(non-primed sitg, und in Richtung>Terminus mit R P,W pried sitg bezeichnet. Analog dazu
werden die entsprechenden Bindetd®en der Enzyme mit: & S, bzw. S¥ S4benannt(Abb. 11).
Auch der Bindemodus von Inhibitoren lasst sich gut auf diese Weise beschreiben.



non-primed site Spaltstelle primed site

Abbildung1-1 Nomenklatur von Proteasemnind deren Substragn nach Berger und Sclehter!?

1.3 Cysteinproteasen

Cysteinproteaserkonnten bisher in praktisch allen Organismen nachgewiesen werden. Wie bereits
erwédhnt bBssen sie sich in 9 Clans undFafnilien unterteilenHierbei werdenalleine 36 Familien

dem gréflen Clan CA zugeordndbessenVertreter weisen groRe strukturelle Ahnlichkeit zu dem
Prototyp dieser Familie, dem in der Papayafrucht vorkommenden Papain auf. Proteasen dieses Clans
werden daher auch als Papdihnlich bezeichnet.In diesem Clan finden sch vele aus
pharmakologischer Sicht interessante Vertretere die humanen Cathepsifie L, K und 8)nerhalb

der groRenFamilie C1Auch viele parasitare oder virale Cysteinproteasemt pharmakologischer
Relevanz werden dieser Familie zugeordrietbdle 1-2 gibt einen Uberblick tiber einige wichtige
Cysteinproteasen und deren Einordnung.

Tabellel-2 Einordnung einiger wichtiger Proteasen

2 0 e Protease Orko e
Papain Caricapapaya
Cathepsin B Homosapiens
Cathepsin L Homosapiens
C1 . -
Rhodesain Trypanosoma brucehodesiense
Falcipaine 13 Plasmodium falciparum
CA . -
Cruzain Trypanosoma cruzi
Cc2 Calpaine Homosapiens
C10 Steptopain Streptococcus pyogenes
C16 SARS CoV PL SAR&oronavirus
ca7 Staghopain Staphylococcus aureus
D Cl1 Clostripain Clostridium hystolyticum
Cc14 Caspasen Homo sapiens
CL C60 Sortase Staphylococcus aureus
CM C18 HCV peptidase 2 Hepatitis C Virus




1.3.1 Vorkommen und Funktion en humaner und parasitarer Cysteinproteasen der
Papain-Familie

Zu den wichtigsten humanen Cysteinproteasen der Papamilie zahlen die Cathepsin®n 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 hauptsachlich in endosomalen / lysosomalen Kompartimenten,
die ein wichtiges Systemlesintrazellularen Proteikatabolismusdarstellen. [ man hier mit einem
pHWert von ca. 5 ein leicht saures Milieu vorfindentwickeh auch die meisten Cathepsine ihre
maximale Aktivitat unter leicht sauren Bedingungén neutraler oder basischer Umgebung sind
diese Enzymeinstabil, was einen wichtigen Regulationsmechanismus der Proteaseaktivitat
darstellt* Eine weitere Regulation felgt durch hochspezifische endogene Inhibitoren wie die
Cystatine Viele Cathepsine werden ubiquitdr im humanen Gewebe exprimiert, was durch ihre Rolle
im physiologischernzellularen Proteinumsatz erklart werden kann. Ausnahmen bilden Cathepsin K,
das manhauptsachlich in Osteoklasten, Epithelzellen und Fibroblasten der Gelenkinnenhaut findet,
Cathepsin W in Zellen des Immunsystems (€@ NkZellen)und Cathepsin S in verschiedenen
antigenprasentierenden Zellen. Dies deutet auf eine hochspezifischididmumlieser Enzyme in den
jeweiligen Zellen / Geweben hin. Eine pathologische Uberexpression von Cathepsinen konnte mit
verschiedeneninvasiven und degenerativekrkrankungerwie Krebs, Qsoporose, rheumatoide
Arthritis und muskularer Dystrophie Werbindung gebracht werdefsiehe Tabelld-3) .14’

Tabelle 1-3 Physiologische Funktion von ausgéhlten humanen Cysteinproteasen der Papaikamilie und
assoziierte Erkrankungen

Erkrankung en bei
Dysregulation

Physiologische Funkt ion

Cathepsin B 5;?:§Lnnoiﬁ‘Li%?t:?:?cphoepggzgau Krebs, AlzheimeRankreatitis
Cathepsin L Hailoéii;%iiizzziz?i:grrmr:r%r;fsigg?ung Krebs, epidermale Hyperplasig
Cathepsin K Knochenresorption uneremodelling Osteoporose
Cathepsin S Antigenprasentation, Nozizeption Rheumatoide Arthritis

Auch bei verschiedenen protozoischen Parasiten konnten einige Cysteinproteasen der Papainfamilie
identifiziert werden. Daviele dieser Proteasen wichtige Aufgaben bei der Pathogenese der
assoziierten Erkrankungen sowie in der Physiologie der Erreger erfullen, r.wsedals attraktive

Ziele fur die Entwicklung neuer Arzneistoffe validiéim Gegensatz zu den homologen humanen
Enzymen sind viele der parasitaren Proteasen auch an extrazellularen Prozessen beteiligt.
Dementsprechend liegt auch dasOptimumeinigerdieser Enzyme nicht im leicht sauren sondern



eher im neutralen BereiclTabele 1-4 gibt einen Uberblick Uibeginige parasitare Cysteinproteasen
der PapairFamilie.

Tabellel-4 Vorkommen und Funktion einiger parasitérer Cysteinproteasen der Pageamilie

Humanes

Erreger Proteasen Funktion Krankheit
Homolog
Passage der BhHirn-Schranke

T Rhodesain| Cath. L Abbau von Immunoglobulinen Afrikanische

fypanosoma Vermeidung von Immunantwor| Trypanosomiasis

BEE — e EssentieR, ba{ OKE I F1
' Abbau von WirProteinen
Trvpanesom Essentiell in allen Stadien
yp(?rucz)iso a Cruzain Cath.L Vermeidung von Immunantworl ChajasKrankheit
Gewebeinvasion
CPA Cath. L :
Wachstum Entwicklung,
Leishmanen CPB Cath. L Gewebeinvasion, Leishmaniose
Wirt-Parasitinteraktion
cPC Cath. B ! ' !
Falcipainl Cath. L .
Pl di alcipain a Hamoglobinabbau,
asmodium Falcipair2 Cath. L Wachstum, Malaria
LR Wirt-Parasitinteraktion
Falcipair3 Cath. L

BeiTrypanosoma bruceidlem protozoischen Erreger defrikanischen Schlafkrankheit, konnten zwei
Papainahnliche Cysteinproteasen identifiziert werdedie in gro3er Menge von den Parasiten
exprimiert werden: Rhodesain und TbCatBeren genaue Funktion ist noch nicht vollstandig
aufgeklart, beide Proteasen scheinen aber essentiell fir das UberleberPamsiten zu sein.
Weiterhin erméglicht Rhodesain den Parasiten die Passage deHBiuEchranke und damit das
Fortschreiten der Erkrankung in eine spdtamer todliche, Phase der Krankheit.Des Weitererist
dieses Enzym an der standigen Prozesaigryyon bestimmten Oberflachenproteinefariant
Surface Glycoproteihnaund dem Abbau von Immunglobulindseteiligt, wodurch eine effiziente
Immunantwort des Wirts verhindert wir:** ToCatB wird hauptsachlich eine Rolle in der Ernahrung
des Parasiten durch Abbau von \Whtoteinen zugeschriebeid.Die essentielle Rolle der beiden
Enzyme konnte sowohh vitro als auchin vivo durch spezifische Inhibitoren oder Gsitencing
bestatigtwerden?324

Auch in dem in Lateinamerika verbreiteten Erreger der Chigaskheitc Trypansoma cruzj wurde

mit Cruzain eine Cysteinprotease der Pagaamilie als essentielles Enzym identifiziert. Durch
Inhibition dieses Enzyms konnte eine Heilung odemindest eine positive Beeinflussung des
Krankheitsverlaufs in verschiedenen Tiermodellen beobachtet werden, sodass sich Inhibitoren dieses
Enzyms in spaten Stadien der praklinischen Entwicklung beffifdén.



In Leishmanieriindet man neben zahlreicheanderen Cysteinproteasen mit CPA, CPB und CPC auch
drei Vertreter aus der Papainfamilie. Durémockoutder fir CPA und CPB codierenden Gene konnte
eine Verringerung der Virulenz, sowie @iositive Beeinflussung des Krankheitsverlaufs in infizierten
Mausen gezeigt werder® Auch der Einsatz von Cysteinprotedshibitoren zeigte sicin vitroundin
vivoals wirksam, konnte jedoch keine vollstandige Heilung erzfé#én.

In Plasmodium falciparugndem virulentesterErreger von Malaria wurden mit den Falgipen 1-3
mehrere Papaifihnliche Cysteinproteasen identifiziert, die auch atargets in der
Arzneimittelentwicklung diskutiert werdenGut untersuchte Prozessean denen diese Enzyme
beteiligt sind, sind z.B. die Hydrodysvon Hamoglobin, sowidnvasion und Auflésung von
Erythrazyten des Wirts.nsbesondere die Inhibition der Hauptprotease Falcipaischeint hier
interessant zu sein. Verschiedene Inhibitoren dieses Enzyms waren in der Lage eine Malariainfektion
im Tiermodell zu heilen oder dé¢rankheitsverlauf zu verlangsamé&n.

1.3.2 Struktur humaner und parasitarer Cysteinproteasen der Papain -Familie

Anhand ihrer Sequenz lassen sich die humanen Cathepsine und parasitdre Cysteinprdarasen
PapainFamilie in 3 Gruppen einteilen: CathepsinB-dhnlich, Cathepsin L-dhnlich und
Cathepsif~ahnlich Die raumliche Struktur
innerhalb der 3 Gruppen ist hierbeehr ahnlich
Die meisten dieser Enzyme werden zunéchst
inaktive Vorlaufer sogenannte Préproenzyme
exprimiert, die neben der katalytisén Domane
noch ein Signalpeptid und eineN-Terminalen
Prodomane besitzen®* Das  Signalpeptid
ermoglicht nach der ribosomalen Expression d
Transport des Enzyms in das Endoplasmatisi
Retikulum, wo es dann abgeschnitten wird. D
Prodomane erflllt mehrere AufgabeBo ist diese
Doméne wichtig fur die korrekte Faltung de
Enzym¥ und den Weitertransport des Proenzym
an seinenBestimmungsort’-* Weiterhin fungiert
die Prodomane als hochaffiner, reversible
Inhibitor der Proteasgwodurch deren vorzeitige
Aktivierung verhindert wirdWie in Abbildung 2 Abbildung 12 Procathepsin [(Prodomane: orange,

am Beispiel von Procathepsin L gezdigidet ein katalytische Doméne: griin) PDB: 1&JL

Teil der Propeptidkettein den Bindungsspalt unc

verhindert so die Bindung von Substrat&ie Prodomanen sind dabei hochspezifisch fir die Enzyme
ihrer jeweiligen Subfamilie. So ist das Propeptid von Cathdpsur einrelativ schwacher Inhibitor

von CathepsinB, zeigt jedoch eine hole Affinitdt zu vielenanderen Cathepsin- ahnlichen
Proteaser**! 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 da Enzym dort in der aktiverfn vorliegt??




Wie am Beispiel von Cathepsin (Abb. 13) zu sehen besteht die rAumliche Struktur der
prozessierten, aktiven Proteasen der Papaamilieaus einer Lund einer RDoméane in deren Mitte
sich der Bindungsspaihit dem aktiven Zentrum befindeét Der Cysteinrest des aktiven Zentrums
0STAYRSI aAOK R 0 SHelix Xef yiDdnFnef avahreBdidérS Niif den
Katalysemechanismus wichtigstidinrestin S A y -FalthlattStruktur derRDoméne zu finden ist

L-Domane R-Domane

Abbildung1-3 Raumliche Struktur von Cathepsin L. RoDbmaéane, grin: FDoméane, gelb: Cys25, blau:
His163.PDB: 2Y J2

Eine Besonderheit der CathepsilNEK Y £ A OK Sy t NB (i S| & Sofludihgildop (ReBdNJ &2 3 Sy
Abb. 14), der fur die Dipeptidylcarbay-
peptidaseAktivitat dieser Enzyme
verantwortlich ist. Dabei blockiert dieses
StrukturelementTeile des Bindungsspaltes,
wahrend zwei positiv geladene Histidin
reste dieGterminale Carboxgruppe eines
Substrats in der J4Position fixieren und so
die Abspaltung eines GCterminalen
Dipeptids ermdglicheff Wahrend dieser
Mechanismus bei niedrigenpH-Werten
<5.5 auftritt, beobachtet man bei héherem
pH-Wert eine Endopeptidaseaktivitat von

Cathepsin B und homologen Enzyntén.
Diese Eigenschaften lassen sich auch bei Abbildung 4 Raumliche Struktur von Cathepsin B 1
occluding loop(griin); hervorgehoben: His110, Hisl.

Entwicklung von selektiven Inhibitoren diesecyszg, His190. PDEGMY*S
Familie ausnutzen.




Die grof3e Homologie innerhalb degrschiedenen Cathepsihnlichen Familiefésst sich durch eine
Uberlagerung homologer Enzyme, wie in Abhilgld-5 dargestellt, verdeutlichen.

Abbildung 1-5 Uberlagerung von Cathepsin-dhnlichen (links; Cathepsin L: blau PDBY8*; Rhodesain:
orange, PDB: 2P7§ Cruzain: grin, PDB:I*; Falcipain2: rot, PDB: BPF°% und Cathepsin Bihnlichen
Proteasen(rechts, Cathepsin B: cyan, PDESNIY*S; ThCatB: lila, PDB: BHPY)

So lassen sich bei Cathepsin L und den homologen parasitaren Enzymen Rhodesain, Cruzain und
Falcipair2 (Abb. 15, links) nur marginale Unterschiede in der rdumlichen Struktur feststellen.
Insbesondere der Bereich um das aktive Zentrum und den Bindungsspalt ist dabei hochkonserviert.
Ein ahnliches Bild mit hoher Homologie zeigt die Uberlagerung der Strukturen von Cathepsin B und
demvon Trypanosoma bruceixprimierten homologen EmzyirbCatBAbb. 15, rechts).

1.3.3 Katalysemechanismus von Cysteinproteasen der Papainfamilie

Der Mechanismus der katalytischen Hydrolyse von
Peptidbindungen durch Cysteinproteasen basiert auf
einer sog. Kkatalytischen Triade. Dabei dient ein
Cysteinrest im aktiven Zentrum der Protease als
Nucleophil wahrend ein istidinrest als Protonendonor
fungiert. Diese  beiden  Aminosauren bilden
prakatalytisch ein lonenpaar, sodass der Cysteinrest
deprotoniert als Thiolat vorliegtvéahrend das Histidin in
der protonierten Form anzutreffen ist. Eine dritte
Aminosaurepositioniet den Imidazoting des Histidins
durch Ausbildung an Wasserstoffbriickenbindungein
einer ginstigen Stellungm Falle der Papai@hnlichen

Proteasen handelt es sich dabei um Asparagin, wahrippiiqung 16 Katalytische Triade aus Cys25

bei anderen Proteasen oft eine der saureHis163 und Asn187 am Bsiel von Cathepsin
Aminosauren Asparaginsaure oder Glutaminsaure did- (PDB: 2Y3§


































































































































































































































































































































































































































































































































































