Highlights

Proteasom-Inhibitoren

Eine verhangnisvolle Affare: die Ubiquitinylierung von

Proteinen

Markus Biel, Veit Wascholowski und Athanassios Giannis*

Stichwérter:

Inhibitoren - Proteasom - Ubiquitin - Wirkstoff-Design

6574

Aktivitéit, Stabilitdit und subzellulire
Verteilung von Proteinen konnen durch
verschiedene posttranslationale Modifi-
kationen moduliert werden. Spétestens
mit der Vergabe des Chemie-Nobelprei-
ses 2004 an Ciechanover, Hershko und
Rose riickte die Ubiquitinylierung in
den Blickpunkt des wissenschaftlichen
Interesses, da sie mehr als nur ein Signal
fiir den Abbau tiberfliissig gewordener
Proteine ist und eine wichtige Rolle bei
so komplexen Vorgéingen wie der Zell-
zykluskontrolle, der DNA-Reparatur,
der Apoptose und der Immunantwort
spielt.l!

Ubiquitin (Ub) ist ein aus 76 Ami-
nosduren aufgebautes 8-kDa-Protein,
das durch seinen C-Terminus isopep-
tidisch an Lysinseitenketten anderer
Proteine gebunden werden kann (Ab-
bildung 1).”) Das Ubiquitin-aktivieren-
de Enzym E1 adenyliert hierzu die
Carboxyfunktion des C-terminalen Gly-
cins von Ubiquitin und {ibertrégt diese
aktivierte Spezies unter Bildung eines
Thioesters auf ein internes Cystein des
Enzyms. In einem zweiten Schritt wird
Ub von E1 auf das Ubiquitin-konjugie-
rende Enzym E2 umgeestert, von wo
aus es anschliefend durch eine Ubiqui-
tin-Ligase E3 auf das Zielprotein iiber-
tragen werden kann. Da Ubiquitin
selbst iiber interne Lysinreste (z.B. Ly-
sin 48, Lysin 63) verfiigt, kann sich die
Enzymkaskade wiederholen, sodass
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Abbildung 1. Mechanismus der E1/E2/E3-katalysierten Ankniipfung von Ubiquitin-Resten an
Proteine; die Ubiquitinylierung kennzeichnet das jeweilige Protein fiir den Abbau durch das 26S-

Proteasom.

mehrere Ub-Einheiten hintereinander
gebunden werden.

Substratmolekiile, auf die nur eine
einzelne Ub-Einheit iibertragen wird,
konnen moglicherweise durch Proteine
mit einer speziellen Ubiquitin-Bin-
dungsdoméne erkannt werden. So dient
die Monoubiquitinylierung des Histons
H2B im Rahmen des postulierten His-
ton-Codes als Signal zur Aktivierung
der Transkription,”! wihrend sie bei
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs) zu
deren Endocytose und dem nachfolgen-
den Transport zum Lysosom dient. Po-
lyubiquitinylierte Spezies mit {iber Ly-
sin 63 verkniipften Ub-Einheiten, sind
fiir die Vermittlung von nichtproteolyti-
schen, reversiblen Ereignissen verant-
wortlich."! Hierzu gehort die Modulati-
on von Proteineigenschaften wie Akti-
vitdt, subzelluldre Verteilung und Pro-
tein-Protein-Interaktion. Erfolgt die Po-
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lyubiquitinylierung hingegen tiber durch
Lysin 48 verkniipfte Ub-Einheiten, so
werden die gebildeten Ketten durch das
26S-Proteasom erkannt und die mar-
kierten Proteine durch dieses 2.4 MDa
groffe Multiuntereinheiten-Enzym ab-
gebaut.P!

Das Proteasom kommt sowohl im
Kern als auch im Cytoplasma der Zelle
vor und hat die Form eines Zylinders. Es
besteht aus einer katalytischen 20S-
Komponente, die an beiden Seiten
durch eine regulatorische 19S-Kompo-
nente abgeschlossen wird. Die 19S-Ein-
heit erkennt und bindet polyubiquitiny-
lierte Proteine, deren Ub-Einheiten
iiber Lysin 48 miteinander verkniipft
sind, und leitet diese nach Entfernung
der Ubiquitinkette und Entfaltung der
Struktur unter ATP-Verbrauch an die
katalytische 20S-Einheit weiter. Deren
Katalysemechanismus'® geht allerdings
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nicht auf die sonst iibliche katalytische
Triade zuriick, sondern stiitzt sich auf
ein einziges hochkonserviertes, N-ter-
minales Threonin als Nucleophil. Die
Abbauprodukte des Proteasoms sind
letztlich Peptide mit einer Restlidnge
von 3 bis 25 Aminosduren.

Inzwischen ist das Proteasom zum
interessanten Target fiir die Entwick-
lung von Medikamenten geworden, da
es neben der Expressionskontrolle ei-
nen weiteren Mechanismus zur Regu-
lation der Konzentration bestimmter
Proteine reprisentiert. So sind Cy-
clin-abhingige Kinasen (CDKs) Regu-
latoren der Zellzyklus-Progression,®
deren Aktivitdt von Cyclinen, Phospha-
tasen wie CDC25 und zelleigenen Inhi-
bitoren (WAF1, KIP1) abhingt. Das
Proteasom ist fiir den gezielten Abbau
der Cycline und CDK-Inhibitoren ver-
antwortlich und wird mit der Stabilisie-
rung von CDC25 wihrend der Zellzy-
klus-Progression in Zusammenhang ge-
bracht.”) Die Inhibierung des im Pro-
teasom vermittelten Abbaus dieser Re-
gulatoren ist eine wichtige Moglichkeit
zur Induktion eines Zellzyklusstopps
und damit von klinischer Relevanz z.B.
bei der Behandlung maligner Tumore.

Weiterhin werden auch die Signal-
wege von p53,1%1 das als Signal fiir
zahlreiche zelluldre Antworten wie die
DNA-Reparatur, den Zellzyklusstopp,
die Differenzierung oder die Apoptose
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Abbildung 2. Zellulire Signalwege, die mit dem Proteasom verkntipft sind. Stress, z. B. Strah-
lung oder Chemikalien, induziert DNA-Schiden und fithrt zur Akkumulierung des Tumorsup-
pressors p53 und nach aktivierter Genexpression zur Induktion von Apoptose. Die Ubiquitin-Li-
gase MDM2 inhibiert die Wirkung von p53 durch Ubiquitinylierung und Abbau im Proteasom.
Proteasom-Inhibitoren kénnten bei Tumorzellen mit MDM2-Uberexpression den schadlichen Ab-
bau von p53 unterbinden. Ebenso fithren Chemotherapie, Strahlung, Viren und Cytokine zur
Phosphorylierung des Inhibitors von NF-xB (IxB) und damit zu dessen Abbau. Nachfolgend
wird NF-xB freigesetzt und verstirkt verschiedene Signalwege, die das Uberleben der Zelle si-
chern. Dadurch wird NF-xB zum wichtigen Target fiir antineoplastische Wirkstoffe.

dient, und die Transkriptionsfaktoren
der NF-xB-Familie!">"®! mit dem Ubi-
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NLVS (NIP-Leu,-Vinyl-Sulfon)

quitin-Proteasom-Abbau in Verbindung
gebracht (Abbildung 2).
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Schema 1. Ausgewihlte Strukturen von Inhibitoren des Proteasom-Abbaus.
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Proteasom-Inhibitoren werden bis-
her in finf Klassen unterteilt: Peptid-
Aldehyde (MG132), Peptid-Vinyl-Sul-
fone (NLVS), Peptid-Boronate (Borte-
zomib), Peptid-Epoxyketone (Epoxo-
mycin) und B-Lactone (PS-519) (Sche-
ma 1).°* Sie enthalten alle eine elek-
trophile Gruppe, die mit dem Thr-Rest
im aktiven Zentrum des Proteasoms
reagiert. Wegen der metabolischen In-
stabilitdt und fehlender Enzymspezifitit
gelangten allerdings nur zwei Protea-
som-Inhibitoren in die klinische Prii-
fung: PS-519 (auch bekannt als
MLNS519) beeinflusst antiinflammatori-
sche Prozesse; Bortezomib (PS-341,
Velcade) — inzwischen als Medikament
zugelassen — zeigt signifikante antineo-
plastische Effekte bei einer Vielzahl von
Tumorzelllinien. Der exakte Wirkungs-
mechanismus und die Spezifitét der ein-
zelnen Proteasom-Inhibitoren sind im-
mer noch nicht vollstindig erforscht,
jedoch ist viel iiber die Rolle der Inhi-
bitoren in der Tumorentwicklung, der
Angiogenese und der Metastasierung
bekannt. Infolge der Proteasom-Inhi-
bierung kann es zu Apoptose, erhohter
Empfindlichkeit gegeniiber Chemo-
und Strahlentherapie und einer ernied-
rigten Resistenz gegeniiber diesen The-
rapieformen kommen.*57!

Kiirzlich konnten durch einen che-
misch-genetischen Ansatz in Xenopus-
Extrakten mit Ubistatin A und B zwei
Inhibitoren des Proteasom-abhéngigen
Proteinabbaus  identifiziert ~werden
(Schema 1), denen ein vollig neuartiger
Wirkungsmechanismus zugrunde
liegt." So binden die Ubistatine nicht
an das aktive Zentrum des Proteasoms,
sondern interagieren mit den einzelnen,
iiber Lysin 48 verkniipften Ub-Einhei-
ten und verhindern die Erkennung des
zum Abbau markierten Proteins durch
die regulatorische 19S-Einheit des Pro-
teasoms. Die Ubistatine bilden damit
eine neue Klasse von Proteasom-Inhibi-
toren und gehoren zu den wenigen
Modulatoren, deren Wirkprinzip auf
der Storung von Protein-Protein-Wech-
selwirkungen beruht.['”)

Experimentelle Grundlage dieser
Arbeit ist das in Abbildung 3 dargestell-
te Screeningsystem. Der Abbau von
Cyclin B infolge der Ubiquitinylierung
durch die E3-Ligase APC/C (anaphase-
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Abbildung 3. Schematische Darstellung des chemisch-genetischen Ansatzes zur Identifizierung
der Ubistatine A und B. Als Indikator fiir das Vorhandensein von Cyclin B dient hierbei die Lumi-
neszenz der Luciferase: Verbindungen, die den Abbau von Cyclin B inhibieren, fiihren im Test-

system weiterhin zur Lumineszenz.

promoting complex/cyclosome) ist die
Voraussetzung fiir die Beendigung der
Mitose und den Ubergang in die néchste
Zellzyklus-Phase. Durch den Einsatz
eines Cyclin-B-Luciferase-Fusionspro-
teins konnten so Substanzen identifi-
ziert werden, die den Abbau von Cyclin
B hemmen und als Folge den Fortschritt
des Zellzyklus beeinflussen. Die poten-
testen Verbindungen wurden im weite-
ren Verlauf durch zahlreiche Kontroll-
experimente auf ihren genauen Wir-
kungsmechanismus hin untersucht. Es
zeigte sich, dass die Ubistatine spezifi-
sche Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen mit iiber Lysin 48 verkniipften Ub-
Ketten eingehen und deren Erkennung
am Proteasom verhindern. NMR-Un-
tersuchungen an iber Lysin48 ver-
kniipften Ubiquitin-Dimeren belegen,
dass sich bei der Titration mit den
Inhibitoren definierte, spezifische Ver-
dnderungen an der hydrophoben Sei-
tenfliche der Ubiquitin-Einheiten erge-
ben. Fiir die weitere Verwendung dieser
Inhibitoren in zelluldren Assays diirfte
ihre duBerst hohe Polaritdt und somit
niedrige Membranpermeabilitit hinder-
lich sein. Gleichwohl unterstreichen die-
se Ergebnisse die Bedeutung von che-
misch-genetischen Ansétzen zur Auffin-
dung neuartiger Leitstrukturen, die mit
Methoden des strukturbasierten Wirk-
stoff-Designs und Computer-Modelings
kaum erschlossen worden wiren.
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