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Oligomere des kleinen Proteins Ubiquitin oder Ubiquitin-
dhnlicher Proteine wie SUMO finden sich gebunden an zel-
luldre Proteine und sind ein wichtiges Signal fiir die Regu-
lierung von Proteinumsatz und -halbwertszeit in Zellen.?
Aus diesem Grund sind die entgegenwirkenden Mechanis-
men der Ubiquitinierung und Desubiquitinierung in Zellen
sorgfiltig reguliert. Wihrend tibertragende Enzyme Ubiqui-
tin-Oligomere an Lysin-Resten intrazelluldrer Proteine auf-
bauen, werden diese Proteinmodifikationen von desubiquiti-
nierenden Enzymen (DUBs) wieder hydrolysiert (Schema 1).
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Schema 1. Ubiquitin-ghnliche Proteine werden auf ihre Zielproteine in
ATP-abhiangiger Reaktion mit Thioester-Intermediaten unter Bildung
von Isopeptidbindungen iibertragen. Die so modifizierten Proteine un-
terliegen oft der Degradation. DUBs sind in der Lage, die Isopeptidbin-
dungen zu hydrolysieren und dadurch Ubiquitin-ahnliche Proteine aus
der Bindung an die Targetproteine wieder freizusetzen.

DUBs sind cysteinabhéngige Isopeptidasen und konnen nach
ihrem Protein-Modifizierungssubstrat in verschiedene Sub-
klassen eingeteilt werden. Man vermutet, dass diese Enzyme
durch ihre Wirkung auf modifizierte Zellproteine wichtige
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Zellprozesse beeinflussen, so z.B. Genexpression, DNA-Re-
plikation, Reparatur von DNA-Schidden, Kontrolle des Zell-
zyklus, Proteinsortierung, Halbwertszeit von Proteinen und
viele andere. Das Wissen dariiber, wie DUBs bei Gesundheit
und Krankheit wirken, wichst gegenwiirtig rasch an.?!

Chemisch modifizierte Ubiquitin-Derivate hatten eine
grofle Bedeutung fiir die Erforschung der DUBs. So wurden
chemische Methoden entwickelt, um diese DUB-spezifischen
»Sonden“ zu entwickeln. Dazu gehoren fluorogene Substrate
und kovalente ebenso wie kovalent-reversible und -irrever-
sible Inhibitoren.”! Die letztgenannten, z. B. Ubiquitinvinyl-
sulfone, haben sich als so genannte Aktivitdtstaschen-ge-
richtete Sonden (active-site directed probes) fiir Pull-down-
Experimente sowie fiir die Identifizierung und eventuell auch
die Quantifizierung wechselwirkender Proteine als niitzlich
erwiesen. Die meisten dieser Ubiquitin-Derivate mit modifi-
ziertem Carboxyterminus wurden durch Kombination von
biochemischen und chemischen Methoden hergestellt, doch
auch die chemische Totalsynthese ist eine Moglichkeit fiir die
Herstellung von Ubiquitin-Derivaten.”! Vor kurzem wurde
iiber die Synthese von Ubiquitin-Derivaten durch dipolare
Cycloadditionen von Aziden und Alkinen berichtet.["!

Nun aber haben die Arbeitsgruppen von Ovaa”l und
Mootz®®! unabhingig voneinander C-terminale Propargyl-
amide als Alkin-Baustein fiir dipolare Cycloadditionen her-
gestellt — und dies mit vollkommen unerwarteten Resultaten.
Sobald nidmlich C-terminale Propargylamide von Ubiquitin
oder von SUMO, einem Ubiquitin-dhnlichen Protein-Modi-
fizierer, spezifisch von DUB-Isopeptidasen erkannt wurden,
erwiesen sie sich als potente irreversible Inhibitoren dieser
Cysteinproteasen mit stochiometrischer Wirkung. Obwohl
erwartet wurde, dass sich die Alkinfunktion unter den Be-
dingungen des Experiments biochemisch und chemisch inert
verhilt, beobachteten beide Forschergruppen die Addition
der Thiolgruppe des Cysteins aus der aktiven Tasche des
Enzyms an die Kohlenstoffdreifachbindung des Propargyl-
amids. Durch Kristallisation des Proteinkomplexes konnte
ein Vinylthioetherprodukt identifiziert werden. Die Beteili-
gung des aktiven Cysteinrestes konnte zusétzlich durch orts-
spezifische Mutagenese nachgewiesen werden. Da tiber Al-
kine als Inhibitoren der aktiven Tasche von Cysteinproteasen
nie zuvor berichtet worden war, untersuchten die Autoren, ob
Propargylamide generell als Cysteinprotease-Inhibitoren
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verwendet werden konnten. Wenn das Propagylamidmotiv C-
terminal an Ubiquitin gebunden war, reagierten Mitglieder
aller vier Familien von Cystein-DUBs damit. Die Situation
verdnderte sich aber, sobald man zu Caspase-1 als Cystein-
protease wechselte, einem Proteinziel, das in keiner Bezie-
hung zu Ubiquitin-abgeleiteten Substraten steht. Fiir dieses
Enzym kannte man bereits einen Tetrapeptidylaldehyd als
Inhibitor im niedrigen nanomolaren Bereich.’'” Dennoch
erwies sich das Propargylamid dieses kurzen Peptids in Inhi-
bitionsexperimenten als inaktiv. Eine Verldngerung des
Peptidyl-Progargylamids auf sechzehn Aminosduren war er-
forderlich, um die zuvor beobachtete potente Inhibition
wieder herzustellen.

Aus den Befunden von Ovaa et al. und Mootz et al. er-
geben sich interessante Fragen zur Bioorthogonalitit sowie
zur Inertheit von Alkinen in biologischen Systemen.!'!]
Wihrend die Markownikow-selektive Hydrothiolierung ter-
minaler Alkine mit Basenkatalyse Temperaturen von 170-
180°C erfordert™! (und immer noch 120°C mit einem Lewis-
Sdurekatalysator!®)), verliuft die Reaktion in Gegenwart
eines Protein-Thiols offenbar bei milden Bedingungen, wenn
die Protease das Thiolat und das Alkin in rdumliche Ndhe
zueinander bringt und so die Reaktion begiinstigt. In diesem
Zusammenhang kann die beobachtete Reaktivitit des Pro-
pargylamids auf einen Templateffekt zuriickgefiihrt werden:
Die Erkennung des Ubiquitin-Derivats durch die DUB-Iso-
peptidase begiinstigt die Bildung des Ubergangszustandes
und somit die Entstehung des Vinylthioetherproduktes. Wenn
man die Struktur des Proteinkomplexes betrachtet, scheint
tatsichlich das terminale Alkin des modifizierten Ubiquitin-
substrates in der Lage zu sein, mit der Oxoanion-Grube im
aktiven Zentrum des Enzyms zu wechselwirken, denn diese
Grube ist mit positiven Partialladungen ausgekleidet, die aus
Wasserstoff-Donorgruppen stammen (Schema 2).
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Schema 2. Hydrolyse einer Ubiquitin-Isopeptid-Bindung durch ein
Desubiquitinierungsenzym (DUB). Links: Das Thiolat-Anion greift das
Amid-Kohlenstoffatom an, das durch Bindung an die acide, positiv ge-
ladene Oxoanion-Grube (rot) aktiviert wurde. Rechts: Die gleiche H-
Donor-ausgekleidete Proteintasche kénnte auch das Propargylamid fur
den nukleophilen Angriff aktivieren. Dabei wird das intermediire Carb-
anion stabilisiert und/oder die Elektrophilie am Kohlenstoffatom 2 er-
hoht.
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Diese Partialladungen konnten die negative Polarisierung
des terminalen Alkin-Kohlenstoffatoms stabilisieren, die aus
dem Angriff des Enzym-Thiolats auf das Kohlenstoffatom 2
des Alkins resultiert. Auf diese Weise begiinstigt die DUB-
Isopeptidase die Bildung eines thermodynamisch eher nicht
begilinstigten Produkts durch eine so genannte Templatreak-
tion. Prinzipiell betonen diese Resultate die generelle Be-
deutung von rdumlicher Erkennung fiir enzymatische Akti-
vititen, mit dem einzigen Unterschied, dass hier der Netto-
Effekt in der irreversiblen Addition des Enzyms an das mo-
difizierte Substrat-Derivat besteht. Im Falle des Ubiquitin-
Propargylamids geniigt die Erkennung der vollstindigen
Peptidsequenz, um einen Isopeptidase-Ubiquitin-Komplex zu
generieren, der stabil genug ist, um die Thiol-Addition an das
Alkin auszuldsen. Im Fall der Caspase-1 bindet das Tetra-
peptid-Alkin offensichtlich nicht stark genug, um die Reak-
tion zu starten. Hier bedarf es des 16-meren Peptides, um die
Bindungsaffinitdt so zu steigern, dass eine Templat-unter-
stiitzte Thiol-Addition iiberhaupt moglich wird. Insgesamt
stellen die Resultate aus den Gruppen von Ovaa und Mootz
also nicht generell die biologische Inertheit von Alkinen in-
frage. Nur dann, wenn die Bindung stark genug ist, um eine
Templatreaktivitit zu induzieren, wird die C-C-Dreifachbin-
dung aktiviert.

Als Perspektive stellen die Arbeiten das besondere Po-
tenzial von Protein-Templatreaktionen fiir die Entdeckung
neuartiger Proteinliganden klar heraus. Bereits frither wurde
dariiber berichtet, dass nichtkovalente Wechselwirkungen mit
dem Proteintemplat dynamisch-kovalente Gleichgewichte
auf den Proteinoberfldchen verdndern und dass dieser Effekt
gezielt fiir die Identifizierung neuartiger Protein-bindender
Liganden eingesetzt wurde."!] Im Unterschied dazu induziert
das Proteintemplat in den hier diskutierten Beispielen eine
irreversible Reaktion, die in freier Losung kaum auftreten
wiirde. Diese Beispiele konnen moglicherweise auch auf an-
dere wenig reaktive funktionelle Gruppen ausgedehnt wer-
den. Zukiinftige Forschungen miissen zeigen, wie allgemein
dieses Prinzip einer Umwandlung stark bindender Protein-
liganden in relativ spezifisch wirkende irreversible Inhibito-
ren umsetzbar ist.

Die groBite praktische Bedeutung von Protein-Prop-
argylamiden wird vermutlich auf dem Gebiet der katalyti-
schen Sonden liegen. Bereits in diesen ersten Arbeiten haben
die Autoren die Reaktivitdt von Propargylamid mit den vier
Hauptklassen der DUBs nachweisen konnen. Was aber noch
fehlt, sind Sonden mit Selektivitit fiir einzelne DUBs oder
wenigstens fiir definierte Subgruppen von DUBs. Solche
weiterentwickelten Sonden wiirden es ermoglichen, die che-
mische Biologie einzelner Enzyme oder definierter Enzym-
gruppen zu beschreiben und dabei die Hypothesen iiber ihre
physiologische und pathologische Relevanz zu validieren. Bis
dahin bleibt die zentrale Frage fiir die experimentelle An-
wendung von katalytischen Sonden in der Erforschung von
DUBs bestehen: Wie kann eine verbesserte Spezifitit der
Sonden erreicht werden, d.h., wie konnen Sonden entworfen
werden, die nicht mit jeglicher DUB reagieren, sondern nur
mit einer definierten Subgruppe ? Neue Befunde aus unserer
eigenen Forschung zeigen, dass dieses Ziel moglicherweise
bereits durch die sorgfiltige Auswahl des chemischen Cha-
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rakters der reaktiven Gruppe erzielt werden kann, die an das
Ubiquitin angefiigt wird. Ein weiterer Ansatz zum Erreichen
verbesserter Sperzifitdt konnte darin bestehen, in die pro-
teinmodifizierenden Substrate (Ubiquitin, SUMO, Nedd 8)
wenigstens eine Isopeptidbindung einzufiihren, die eine der
natiirlich vorkommenden Verzweigungspunkte imitiert. Auch
nach mehr als dreifig Jahren Forschung tiber Ubiquitin ist
dieses Gebiet noch immer voller fundamentaler Fragen, zu
deren Beantwortung kreative Ideen erforderlich sind.
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