
Proteomik
DOI: 10.1002/ange.201100938

Hypersensible Reaktion auf hyperreaktive Cysteine
Sascha Hoogendoorn, Lianne Willems, Bogdan Florea und Herman Overkleeft*

Aktivit�tsgest�tzte Profilerstellung · Cystein · Proteine ·
Proteomik

In den vergangenen Jahren wurden auf dem Gebiet der
Proteomik dank der Entwicklung neuer Methoden f�r die
Analyse der Expression, Funktion und Aktivit�t von Protei-
nen in komplexem biologischem Probenmaterial betr�chtli-
che Fortschritte gemacht. Diese Ans�tze erm�glichen nicht
nur die Identifizierung und Charakterisierung von Proteinen,
sondern dar�ber hinaus auch die akkurate quantitative Er-
fassung von Proteinmengen und -aktivit�ten in nativen Pro-
teomen. Quantitative Methoden der Proteomik (Abbil-
dung 1a) bedienen sich entweder der Markierung mit stabilen
Isotopen (z.B. ICAT, SILAC)[1] oder nutzen markierungsfreie
Techniken auf der Grundlage der Massenspektrometrie,[2] um
Proteine zu identifizieren und Expressionsniveaus quantitativ
zu erfassen, die von Zelltyp zu Zelltyp und von Gewebe zu
Gewebe sowie unter verschiedenen Bedingungen signifikan-
ten Schwankungen unterliegen k�nnen. Dar�ber hinaus un-
terliegen die meisten Proteine posttranslationalen Modifi-
zierungen wie Oxidationen, die ihre Funktion und Stabilit�t
beeinflussen. Diese Modifizierungen sowie die Unterschiede
verschiedener Proteome – zum Beispiel das eines gesunden
und das eines kranken Gewebes – k�nnen mittels der quan-
titativen Proteomik analysiert werden.

Im Fall von Proteinen mit katalytischer Aktivit�t reichen
Proteinh�ufigkeituntersuchungen nicht aus, um Einsichten in
die enzymatische Aktivit�t zu gewinnen, die f�r gew�hnlich
vielfach reguliert ist. Es sind daher Methoden vonn�ten, mit
denen Proteinaktivit�ten direkt, also unabh�ngig von Prote-
inexpressionsniveaus, erfasst werden k�nnen. Die aktivit�ts-
gest�tzte Proteinprofilerstellung (ABPP: Activity-Based
Protein Profiling) erlaubt durch den Einsatz niedermoleku-
larer aktivit�tsgest�tzter Sonden (ABPs: Activity-Based
Probes) die unmittelbare quantitative Messung der enzyma-
tischen Aktivit�t.[3] Die ABPs wechselwirken spezifisch mit
der katalytisch aktiven Form eines Zielenzyms und lassen sich
zum Zweck der Isolierung und Identifizierung im Massen-
spektrometer mit einer Affinit�tsmarkierung versehen.
W�hrend traditionelle ABPP-Experimente auf die Identifi-
zierung entweder aller markierten Proteine oder der nur von
einer Sonde erfassten Fragmente aus aktiven Zentren abzie-

len, zielt das j�ngst entwickelte Tandemverfahren aus ortho-
gonaler Proteolyse und aktivit�tsgest�tzter Proteinprofiler-
stellung (TOP-ABPP) auf die simultane Identifizierung von
markierten Proteinen und Modifikationsstellen (Abbil-
dung 1b).[4]

Im Allgemeinen h�ngt die Reaktivit�t von Aminos�ure-
seitenketten, die entweder eine katalytische Aktivit�t oder
die Angreifbarkeit in einer posttranslationalen Modifizierung
sein kann, in hohem Maße von der lokalen Mikroumgebung
im Proteinmolek�l ab. Es sind jedoch keine Konsensusse-
quenzen bekannt, mit deren Hilfe sich hochreaktive Amino-
s�urereste systematisch erfassen und von ihren unreaktiven
Gegenst�cken abgrenzen ließen. Das verkompliziert die
globale Identifizierung reaktiver Zentren in einem Proteom
sowie die Annotierung neu entdeckter Proteine. Sowohl die
ABPP als auch die quantitative Proteomik zielen auf be-
stimmte Untergruppen reaktiver Aminos�urereste, aber kei-
ner der beiden Ans�tze erfasst das „Gesamtreaktivit�tspro-
fil“ eines Proteoms vollst�ndig.

Von allen nat�rlichen Aminos�ureresten wird die freie
Thiolgruppe von Cystein als die reaktivste Gruppe erachtet,
da sie stark nucleophil und sehr empfindlich gegen oxidative
Modifizierung ist. F�r die Untersuchung von Cysteinresten
stehen mehrere thiolspezifische Markierungsreagentien zur
Verf�gung. Von diesen wird Iodacetamid (IA) in der quan-
titativen Proteomik h�ufig eingesetzt, bei der Cysteinreste in
zwei verschiedenen Proteomen mit st�chiometrischen Men-
gen einer Leicht- bzw. Schwerisotopensonde markiert und die
Unterschiede analysiert werden (Abbildung 1a).[1]

Alternativ dazu kommen bei ABPP-Experimenten oft-
mals ABPs zum Einsatz, die ausschließlich katalytisch aktive
Cysteinreste einer bestimmte Klasse oder Unterklasse von
Enzymen ansteuern. Die Selektivit�t erreicht man durch
Feinabstimmung der Reaktivit�t der ABP in einer Weise, dass
diese nur an bestimmten Stellen im Proteom reagiert und
andere funktionelle Gruppen unbeeinflusst l�sst. Ein Beispiel
hierf�r ist die aktivit�tsgest�tzte Sonde DCG-04, die selektiv
die Cysteinproteasen der Cathepsin-Familie markiert.[5,6]

Dar�ber hinaus wird die Nucleophilie ausgesuchter Cystein-
reste durch Messung der pKa-Werte oder der Geschwindig-
keit ihrer Alkylierung durch bestimmte Elektrophile ermit-
telt, doch ist dies nur mit gereinigten Proteinen m�glich,[7] was
eine offenkundige Limitierung dieses Ansatzes darstellt.

J�ngst haben Weerapana et al.[8] eine Strategie f�r die
direkte globale Quantifizierung der Reaktivit�t von Amino-
s�ureseitenketten (insbesondere Cysteinresten) in nativem
biologischem Proteinmaterial entwickelt. Dieser Ansatz ver-
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bindet die Vorteile der TOP-ABPP mit denen der quantita-
tiven Proteomik bei der Suche nach funktionellen Cystein-
resten in komplexen Proteomen. Bei dieser isoTOP-ABPP
(Abbildung 1c) genannten Methode wird die Alkin-Iodacet-
amin-Sonde (IA-Sonde) entweder an eine schwere oder an
eine leichte Azido-TEV-Biotinmarkierung „angeklickt“. Man
nimmt an, dass die Nucleophilie und somit die „Hyperreak-
tivit�t“ von Cysteinresten ihre Funktionalit�t widerspiegelt,
und folgerte daher, dass hyperreaktive Cysteinreste durch die
IA-Sonde in geringer Konzentration ersch�pfend markiert
werden, w�hrend die Markierung weniger reaktiver Cy-
steinreste konzentrationsabh�ngig erfolgt. Die Behandlung
eines Proteoms mit der schweren IA-Sonde in geringer
Konzentration und der leichten IA-Sonde in zunehmender
Konzentration und die anschließende Anreicherung der
markierten Proteine durch Streptavidin-F�llung, Trypsin- und
TEV-Verdau sowie LC-MS/MS-Analyse ergibt daher f�r je-
des markierte cysteinhaltige Peptid einen „Leicht/schwer“-
Quotienten. Sehr reaktive Cysteinreste sollten einen iso-
TOP-ABPP-Quotienten R[leicht:schwer] von ungef�hr 1 und we-
niger reaktive Cysteinreste einen von @ 1 aufweisen. Da diese
Quotienten von der Reaktivit�t und nicht von der Protein-
h�ufigkeit abh�ngen und die IA-Sonde klein und zellg�ngig
ist, kann diese Technik genutzt werden, um funktionelle Cy-
steinreste in nativen Proteomen zu untersuchen.

Weerapana et al. konnten zeigen, dass die isoTOP-ABPP-
Quotienten einzelner Cysteinreste tats�chlich unabh�ngig
von der Proteinmenge und dem Ursprungsgewebe sind.
Dar�ber hinaus haben die Experimente ergeben, dass Peptide
mit einem Quotienten R[light:heavy]< 2 (f�r einen zehnfachen
�berschuss an leichter gegen�ber schwerer IA-Sonde) an

Cysteinresten angereichert sind, die als katalytisch aktiv, als
Teil eines aktiven Zentrums oder als Angriffspunkt post-
translationaler (oxidativer) Modifizierung gelten. Ein nied-
riger isoTOP-ABPP-Quotient von Cysteinen in noch uncha-
rakterisierten Proteinen liefert wertvolle Informationen, die
m�glicherweise zur Aufkl�rung der Proteinfunktion beitra-
gen k�nnen. Zus�tzlich kann diese Methode genutzt werden,
um die Funktionalit�t von am Computer entworfenen Pro-
teinen in einer komplexen Mischung vorherzusagen.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass sich mit einem
eleganten, konzentrationsgest�tzten Ansatz Funktionalit�t
und Reaktivit�t von Cysteinresten korrelieren lassen. Statt
die Reaktivit�t der Sonde zu vermindern, um Selektivit�t zu
erzielen (wie bei der ABPP), wird hier eine sehr reaktive
Sonde in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt, um
Reste unterschiedlicher Reaktivit�t zu unterscheiden. Bei
einer niedrigen Sondenkonzentration konkurrieren die Cy-
steinreste um die Reaktion mit der Sonde, was zu unter-
schiedlicher Markierung f�hrt. Ein �hnlicher Ansatz wird in
der organischen Chemie verfolgt, um zum Beispiel die rela-
tiven Reaktivit�ten von Glycosyldonoren mithilfe eines ge-
meinsamen Aktivators zu ermitteln.[9] Da jedoch die Mar-
kierung von Cysteinresten in hohem Maße auch von der
H�ufigkeit abh�ngt, nutzen Weerapana et al. das Verh�ltnis
von hohen zu niedrigen Konzentrationen der leichten und der
schweren Sonde statt die absolute Markierung zu quantifi-
zieren.[8]

Ein Nachteil dieser Methode besteht darin, dass ein Teil
der (funktionellen) Cysteinreste m�glicherweise aus steri-
schen Gr�nden nicht durch die Sonde markiert wird. Andere
Cysteinreste sind hinsichtlich ihrer Aktivit�t vielleicht von

Abbildung 1. Schematische Darstellung von drei Techniken, die in der Proteomik zum Einsatz kommen. a) Die quantitative Proteomik vergleicht
zwei Zust�nde eines Proteoms. Dies geschieht zumeist durch den Einsatz von Isotopenmarkierungen. b) Aktivit�tsgest�tzte Proteinprofilerstel-
lung zur Identifizierung aktiver Proteine und/oder von Fragmenten aus aktiven Zentren mithilfe von ABPs; TEV= Tabak�tzvirus. c) Die isoTOP-
ABPP-Methode erlaubt die Identifizierung funktioneller Cysteinreste mittels Quantifizierung ihrer Reaktivit�t gegen�ber cysteinspezifischen Son-
den.
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Cofaktoren abh�ngig oder besitzen einen anderen Wirkmo-
dus. Das Fehlen einer beobachtbaren Hyperreaktivit�t
schließt daher eine Funktionalit�t nicht zwingend aus, w�h-
rend ihr Auftreten tats�chlich ein starker Indikator daf�r ist,
dass der betreffende Rest an einem funktionellen Vorgang
beteiligt ist. Man kann davon ausgehen, dass sich die An-
wendungsbreite dieser Methode mit einem anderen Satz
elektrophiler Sonden, die auf einen anderen Teil des Prote-
oms abzielen, stark erweitern ließe. Gegenw�rtig stehen je-
doch nur sehr wenige allgemeine Reagentien f�r andere
funktionelle Gruppen als die Thiolgruppe zur Verf�gung. Die
Herausforderung f�r den Chemiker liegt somit in der Ent-
wicklung solcher Reagentien. Alternativ k�nnte diese Tech-
nik auf spezifische ABPs wie DCG-O4 erweitert werden.
St�chiometrische Mengen der Sonde w�rden die Enzymfa-
milie als Ganzes markieren, wohingegen niedrigere Konzen-
trationen der Sonde dazu genutzt werden k�nnten, tiefere
Einsichten in die Aktivit�t einzelner Mitglieder der Familie
unter verschiedenen Bedingungen zu erlangen. Dies w�rde
beispielsweise die Absch�tzung relativer Cathepsinaktivit�-
ten in einer Situation erm�glichen, in der ihre konzertierte
Wirkung bei der Prozessierung von antigenen MHC-Klasse-
II-Peptiden untersucht wird.[10] K�nftige Forschungen werden
erweisen, ob geringe �nderungen der isoTOP-ABPP-Quoti-

enten herangezogen werden k�nnen, um subtile Aktivit�ts-
unterschiede quantitativ zu erfassen.

Eingegangen am 7. Februar 2011
Online ver�ffentlicht am 17. Mai 2011

[1] S. P. Gygi, B. Rist, S. A. Gerber, F. Turecek, M. H. Gelb, R.
Aebersold, Nat. Biotechnol. 1999, 17, 994.

[2] D. Chelius, P. V. Bondarenko, J. Proteome Res. 2002, 1, 317.
[3] D. A. Jeffery, M. Bogyo, Curr. Opin. Biotechnol. 2003, 14, 87.
[4] A. E. Speers, B. F. Cravatt, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 10018.
[5] D. Greenbaum, A. Baruch, L. Hayrapetian, Z. Darula, A. Bur-

lingame, K. F. Medzihradszky, M. Bogyo, Mol. Cell. Proteomics
2002, 1, 60.

[6] U. Hillaert, M. Verdoes, B. I. Florea, A. Saragliadis, K. L. L.
Habets, J. Kuiper, S. Van Calenbergh, F. Ossendorp, G. A. van
der Marel, C. Driessen, H. S. Overkleeft, Angew. Chem. 2009,
121, 2477; Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48, 2442.

[7] C. T. Lewis, J. M. Seyer, G. M. Carlson, J. Biol. Chem. 1989, 264,
27.

[8] E. Weerapana, C. Wang, G. M. Simon, F. Richter, S. Khare,
M. B. D. Dillon, D. A. Bachovchin, K. Mowen, D. Baker, B. F.
Cravatt, Nature 2010, 468, 790.

[9] Z. Zhang, I. R. Ollmann, X.-S. Ye, R. Wischnat, T. Baasov, C.-H.
Wong, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 734.

[10] A.-M. Lennon-Dum�nil, A. H. Bakker, R. Maehr, E. Fiebiger,
H. S. Overkleeft, M. Rosemblatt, H. L. Ploegh, C. C. Laga-
udri�re-Gesbert, J. Exp. Med. 2002, 196, 529.

Highlights

5548 www.angewandte.de � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2011, 123, 5546 – 5548

http://dx.doi.org/10.1038/13690
http://dx.doi.org/10.1021/pr025517j
http://dx.doi.org/10.1016/S0958-1669(02)00010-1
http://dx.doi.org/10.1021/ja0532842
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200990070
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200990070
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200990068
http://dx.doi.org/10.1038/nature09472
http://dx.doi.org/10.1021/ja982232s
http://www.angewandte.de

