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Eukaryotische Zellen werden durch posttranslationale Mo-
difikationen ihrer Proteine komplexer und mannigfaltiger
gemacht. Die wom�glich folgenreichste diesen Modifikatio-
nen ist die Ubiquitinierung. Ubiquitin (Ub) ist ein kleines,
robustes, hochkonserviertes Protein (Abbildung 1). Die ko-
valente Anbindung eines Ubiquitins markiert zellul�re Pro-
teine f�r ihren Abbau durch das Proteasom und kann dar�ber
hinaus auch weitere Folgen haben. Defekte in der Ubiqui-
tinmarkierung sind mit zahlreichen Krankheiten korreliert,
einschließlich Krebs, Entz�ndungskrankheiten und neurode-
generativen St�rungen.

Die Ubiquitinierung geht mit der Bildung einer Isopep-
tidbindung einher – einer un�blichen Amid-Verkn�pfung
zwischen dem e-Stickstoff eines Lysinrests im Zielprotein
(dem „Akzeptor“) und der C-terminalen Carboxygruppe des
Ubiquitins (dem „Donor“). Ein Lysinrest des angekn�pften
Ubiquitins kann anschließend mit einem weiteren Ubiquitin
verkn�pft werden und so weiter. Ubiquitin enth�lt sieben
Lysinreste (K6, K11, K27, K29, K33, K48 und K63; Abbil-
dung 1). Jede der m�glichen Isopeptidbindungen wird in le-
benden Zellen angetroffen – und jede l�st verschiedenartige
zellul�re Antworten aus.

Die Synthese von Proteinen mit nicht-kanonischen Ver-
kn�pfungen, wie etwa Isopeptidbindungen, ist eine stete
Herausforderung in der chemischen Biologie. Vor kurzem
haben drei unabh�ngige Arbeitsgruppen[1] die Bildung von
Diubiquitin beschrieben, einschließlich der Totalsynthese al-
ler m�glichen Diubiquitinketten.[1a] Dieses Ergebnis ist ein
Meilenstein in der chemischen Biologie, und es erm�glicht die
ersten Untersuchungen der Struktur und Funktion von Re-
gioisomeren der Diubiquitinierung.

Die Isopeptidbindung kann mit Standardrekombina-
tionstechniken nicht erzeugt werden, wohl aber mithilfe be-
stimmter Enzyme. In einer bahnbrechenden Arbeit entwi-
ckelten Pickart und Mitarbeiter eine chemoenzymatische
Route zu Di- und Polyubiquitin (Tabelle 1).[2] Diese Arbeit
f�hrte zur Entdeckung von K48-verkn�pften Ketten mit
mindestens vier Ubiquitinen als Signal f�r den proteasomalen
Abbau.

Methoden der modernen Proteinchemie bieten zus�tzli-
che Optionen f�r den Aufbau von Isopeptidbindungen. 2007
setzten Muir und Mitarbeiter eine photolabile Hilfsgruppe
ein, um die Semisynthese eines Histons mit einem Ubiqui-
tinpartner an einer spezifischen Stelle zu bewerkstelligen;[3]

eine solche Modifikation kann starke Auswirkungen auf die
Transkription haben. Der Muir-Ansatz ist spurlos, d.h., im
Syntheseprodukt bleiben keine Atome der Hilfsgruppe zu-
r�ck. Andere chemische Ans�tze zur Konjugation einzelner
Ubiquitine an Substrate nutzten ein Pyrrolysin-Analogon, das
eine native chemische Ligation erm�glicht,[4] die Bildung von
Disulfidbindungen[5] und eine Isopeptid-artige Bindung zu
einem Oxim.[6]

Neuere Arbeiten haben das Syntheserepertoire f�r die
Herstellung von Diubiquitin erweitert. Przybylski und Mit-
arbeitern gelang eine Totalsynthese von K63-verkn�pftem
Diubiquitin, indem sie die Bildung eines Thioethers als einen
Mechanismus zur Verkn�pfung synthetischer Peptide nutz-
ten.[7] In den erhaltenen Produkten ersetzen die Thioether
mehrere native Peptidbindungen.

Abbildung 1. Dreidimensionale Struktur von Ubiquitin, das aus 76
Aminos�uren aufgebaut ist. Die sieben Lysinreste sind markiert
(schwarz; blau: NH2-Gruppen).
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Die neuen Arbeiten der Gruppen um Liu und Liu,[1c] Chin
und Komander[1b] sowie Brik[1a] sind außerordentlich inter-
essant. Die verschiedenartigen, komplement�ren Ans�tze
dieser Autoren erm�glichten die spurlose Totalsynthese von
Diubiquitinketten in Mengen, die f�r Struktur-Funktions-
Analysen taugen.

Die Gruppen von Liu und Liu verwendeten eine Kom-
bination aus Festphasenpeptidsynthese und nativer chemi-
scher Ligation (NCL) zur Herstellung eines K48-verkn�pften
Diubiquitins.[1c] Ihr Schl�sselreagens ist ein Lysin-Analogon,
das eine photolabile Schutzgruppe am e-Stickstoff und eine
Thiolgruppe am g-Kohlenstoff tr�gt. Das Thiol vermittelt eine
native chemische Ligation (zur Bildung einer Peptidbindung
mit dem a-Stickstoff) als ein Teil der Bildung des Donor-
Ubiquitins. Eine zweite NCL vervollst�ndigt die Synthese
dieses Ubiquitins, und die Schutzgruppe wird durch Photolyse
entfernt. Das g-Thiol vermittelt anschließend eine weitere
NCL, die nun einen vollst�ndigen Ubiquitinthioester (der
mithilfe eines Inteins erhalten wurde) unter Bildung der ge-
w�nschten Isopeptidbindung ankn�pft. Eine Desulfurierung
spaltet den exogenen Schwefel ab.

Die Arbeitsgruppen um Chin und Komander verwende-
ten ebenfalls einen Ubiquitinthioester als Quelle f�r das
Donor-Ubiquitin, ihre Methode des Ubiquitinaufbaus weicht
aber vom vorigen Ansatz ab.[1b] Durch Stopp-Codon-Sup-
pression gelang der Einbau eines einzelnen Ne-Boc-ge-
sch�tzten Lysinrestes, an den sich eine globale Cbz-Sch�tzung
(Cbz = Benzyloxycarbonyl) anschloss, sodass letztlich ein
Ubiquitin mit einer einzelnen ungesch�tzten Aminnogruppe

erhalten wurde. Dessen Kondensation mit dem C-terminalen
N-Hydroxysuccinimidylester eines zweiten Ubiquitins er-
zeugt die Isopeptidbindung. Globale Entsch�tzung ergibt
dann „natives“ Diubiquitin. Die Methode f�hrte zur Kris-
tallstruktur von K6-verkn�pftem Diubiquitin sowie zu Sub-
straten f�r Deubiquitinase-Assays.

Brik und Mitarbeiter beschrieben schließlich die chemi-
sche Totalsynthese aller sieben Diubiquitine.[1a] Ihre Strategie
stimmt mit der von Liu und Liu weitgehend �berein – mit
allerdings feinen, aber bemerkenswerten Unterschieden. Ihr
Schl�sselreagens war ebenfalls ein Mercaptolysin, in diesem
Fall trug aber der d-Kohlenstoff die Thiolgruppe. Alle Ubi-
quitinmonomere wurden, unter Verwendung einer A46C-
Variante f�r die NCL, aus zwei Ausgangspeptiden zusam-
mengef�gt. Das d-Mercaptolysin wurde w�hrend der Fest-
phasensynthese als Thiazolidin gesch�tzt und dann unmit-
telbar vor Bildung der Isopeptidbindung entsch�tzt. Der
Thioester wurde auf clevere Weise aus einem angeh�ngten C-
terminalen N-Methylcysteinamid erzeugt. Durch Umsetzung
des Donor-Thioesters mit jedem der sieben d-Mercaptolysin-
Ubiquitine wurde das gesamte Sortiment an Ubiquitin-Ubi-
quitin-Isopeptidbindungen erhalten. Eine Desulfurierung
machte die Synthese spurlos.

Die erhaltenen Diubiquitine wurde als Substrate f�r den
Abbau durch humane Isopeptidase T untersucht. Dieses En-
zym spaltet Polyubiquitinketten; es verhindert damit, dass
diese das Proteasom inhibieren und sorgt f�r die R�ckf�h-
rung der freigesetzten Ubiquitine in den Zellkreislauf. Die
h�chste Aktivit�t zeigte das Enzym gegen�ber dem K48-

Tabelle 1: Diubiquitine, erhalten durch Biosynthese, Semisynthese und Synthese.

Methode Donor-Ub Akzeptor-Ub Produkt Isopeptid-
bindung(en)

Bemerkung

in vivo
K (alle), N-
Terminus

Freies Diubiquitin ist nur als Ab-
bau-Nebenprodukt bekannt

Brik[1a] K (alle)
Verwendung zur Untersuchung
der Substratspezifit�t der Isopep-
tidase T

Liu &
Liu[1c] K48

Mercaptolysinrest vermittelt die
Bildung sowohl von Peptid- als
auch Isopeptidbindungen

Chin[1b] K6, K29

Verwendung zur Strukturbestim-
mung von K6-verkn�pftem Diubi-
quitin und zur Charakterisierung
von Isopeptidasen

Pickart[2] K48, K63
Ben�tigt ein E2-Enzym und C-ter-
minale Hydrolase

Przybylski[7] K63
Erste chemische Totalsynthese ei-
nes Diubiquitinmotivs
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Isopeptid, allerdings wurde f�r die K63-Verkn�pfung eine
fast �hnlich hohe Aktivit�t beobachtet. Dieser Befund war
�berraschend, wenn man bedenkt, dass die von diesen beiden
Verkn�pfungen hervorgerufenen Signale verschieden sind
und dass die K11-Verkn�pfung (die in Hefe ebenso h�ufig
vorkommt wie die K48-Verkn�pfung und ebenfalls ein Signal
f�r den proteosomalen Abbau sein k�nnte) kein Substrat zu
sein scheint.[8]

Diese Entwicklungen sind echte Meilensteine. Die phy-
siologisch weit verbreiteten, aber pr�parativ schwer zug�ng-
lichen Isopeptidbindungen sind das Kernst�ck der post-
translationalen Modifikation durch Ubiquitin (und Ubiqui-
tin-artige Proteine). Die chemische Biologie ist zu einem
Punkt gekommen, wo sich das vollst�ndige Repertoire der im
„Ubiquitincode“ enthaltenen Signale ausreizen l�sst. Be-
merkenswert ist aber, dass sich der derzeitige Stand der For-
schung auf Zielstrukturen mit einer einzelnen Isopeptidver-
kn�pfung beschr�nkt – ob nun zwischen Ubiquitin und einem
Zielprotein oder zwischen zwei Ubiquitinen. Deshalb ver-
folgen wir mit Spannung, ob zuk�nftige Arbeiten auch zu den
Tetraubiquitinen f�hren werden, die die wahren Signalgeber
des Proteinabbaus sind.
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