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Synthese von Ubiquitinkonjuaten

Die Ubiquitinierung ist eine der hdufigsten posttranslationalen Mo-
difikationen in Eukaryoten und spielt bei einer Vielzahl zellulirer
Prozesse eine Rolle, die zumeist als Signal fiir den proteasomalen
Abbau bekannt sind. Vor kurzem stellte sich heraus, dass das Ubi-
quitin-Signal wesentlich komplexer ist und durch die Ubiquitin-
Komponente und das Substrat bestimmt wird. Die bemerkenswerte
Mannigfaltigkeit des Ubiquitin-Signalprozesses hat enorme Bemii-
hungen zur Erforschung der Rolle der Ubigitinierung in biologischen
Prozessen ausgelost. Trotz der seit mehr als drei Jahrzehnten andau-
ernden Untersuchungen sind aber noch mehrere wichtige Fragestel-
lungen offen. Eine grofie Hiirde ist das Unvermdgen, homogene
Ubiquitin-Biokonjugate durch Isolierung aus Zellen oder durch en-
zymatische Mechanismen zugdnglich zu machen. Jiingste Erfolge bei
chemischen und semisynthetischen Strategien bieten zunehmend Lo-
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sungen fiir diese Herausforderungen, indem sie die Produktion grofier
Mengen homogener Ubiquitinkonjugate ermdoglichen. In diesem
Aufsatz diskutierten wir die fundamentalen biologischen Aspekte des
Ubiquitin-Signals und stellen neuartige nichtenzymatische Ansdtze

vor, die diese Hindernisse umgehen.

1. Einleitung

Posttranslationale Modifikationen (PTMs) spielen bei der
Regulierung der Struktur und Funktion von Proteinen eine
wesentliche Rolle.! Die Ubiquitinierung, also die Anbindung
eines Ubiquitin(Ub)-Monomers oder einer Polyubiquitin-
(polyUb)-Kette an ein Zielprotein, ist eine der hiufigsten
PTMs in Eukaryoten und an einer Vielzahl an zelluldren
Prozessen beteiligt. Ein Beispiel ist die Rolle der Ubiquiti-
nierung beim Proteinabbau durch das 26S-Proteasom,”*! bei
der es sich um die am besten charakterisierte Funktion und
das bekannteste Signal handelt. Die Bedeutung dieser For-
schungen wird unter anderem auch durch die Verleihung des
Chemie-Nobelpreises 2004 an Aaron Ciechanover, Avram
Hershko und Irwine Rose ,,fiir die Entdeckung des Ubiquitin-
vermittelten Proteinabbaus“ verdeutlicht.) Die Schliissel-
rolle obliegt dem Ub,'”) einem hoch konservierten Protein
aus 76 Aminosduren mit einer Sekundéarstruktur, die sich aus
dreieinhalb Turns einer a-Helix, einem kurzen Stiick einer
3,0-Helix und einem f-Faltblatt mit fiinf Strangen und sieben
Reverse Turns zusammensetzt (Abbildung 1).!" Interessan-
terweise erhielt Ub seinen Namen deshalb, weil es als allge-
genwirtig (ubiquitindr) in sowohl Prokaryoten als auch Eu-
karyoten galt. Dies stellte sich jedoch als falsch heraus, da
weitere Untersuchungen ergaben, dass es nur in Eukaryoten
existiert.” Ub gilt als in hohem Mafe stabil bei neutralem
pH-Wert mit einer Denaturierungstemperatur von iiber
100 oC.[12,13]

An der Ubiquitinierung sind drei Enzyme beteiligt, die als
E1, E2 und E3 bezeichnet werden. E1, E2 und E3 verkniipfen
auf koordinierte Weise das C-terminale Gly des Ub iiber eine
Isopeptidbindung, die eine Amidbindung auBlerhalb des
Protein-Hauptriickgrats darstellt, mit der Lys-Seitenkette des
Zielproteins.'""*) Der Prozess wird durch E1 initiiert, das
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Abbildung 1. Bandermodell der Ub-Struktur (PDB-Code TUBQ)!"" mit
Kugel-Stab-Darstellung der Lys-Reste (K63, K48, K33, K29, K27, K11
und K6), der C- und N-Termini (G76 und M1) und des hydrophoben
Bereichs (L8, 144, V70), die die meisten Ub-Protein-Wechselwirkungen
vermitteln.

ATP-abhingig den C-Terminus zur Bildung eines Thioester-
intermediats aktiviert.'"! AnschlieBend transportiert das
konjugierte E2-Enzym das Ub, ebenfalls in der Thioester-
form, zum nachfolgenden Schritt der Isopeptidbildung.!'” Die
E3-Ligase katalysiert den Transfer von jeweils einem Ub-
Molekiil oder einer Ub-Kette auf das Zielprotein.'¥ An
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diesem Mechanismus konnten Ligasen der RING-Domaéne-
E3-Familie beteiligt sein, die zur Bildung der Isopeptidbin-
dung zwischen dem Zielmolekiil und Ub das Ub-Thioester-
E2 in die Nédhe der nukleophilen e-Aminogruppe eines Lys-
Restes bringen (Schema 1). Dieser Familie fehlt ein klassi-
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Schema 1. Ubiquitinierung eines Proteinsubstrats unter Beteiligung
der E1-, E2- und E3-Enzyme.

sches katalytisch aktives Zentrum, wie es oft ein Enzym
charakterisiert."” Alternativ wird die Bildung der Isopeptid-
bindung durch eine andere Gruppe von E3-Enzymen kata-
lysiert, die als HECT E3 bezeichnet werden (homolog zum C-
Terminus des E6-AP). Hierbei wird ein katalytischer Cys-
Rest genutzt, der ein transientes Thioesterintermediat zwi-
schen Ub und dem E3 bildet.” Wihrend E3 im Allgemeinen
der entscheidende Faktor fiir die Substratspezifitét ist, spielt
E2 eine hauptsichliche Rolle bei der Bestimmung der Ver-
kniipfungsart."”’ Am enzymatischen Mechanismus sind zwei
E1-Enzyme, 30 bis 40 E2-Enzyme und einige hundert E3-
Ligasen beteiligt.l-21:%?]

Die Konjugation von Ub an ein Zielprotein kann mit
einem Ub-Molekiil (Monoubiquitinierung) oder mit einer
Kette von Ubs verschiedener Langen und Verkniipfungsarten
(Polyubiquitinierung) erfolgen. Demzufolge 16sen diese Pro-
teinmodifikationen eine Vielzahl an molekularen Signalen
aus, deren Ausgang von der Beschaffenheit der Ubiquitinie-
rung abhingt, wie z. B. Monoubiquitinierung vs. Polyubiqui-
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tinierung. Bei letzterer handelt es sich um eine hochkomplexe
Modifikation, da alle sieben Lysine in Ub (K63, K48, K33,
K29, K27, K11, K6) zur Verkniipfung der konsekutiven Ub-
Molekiile unter Bildung einer spezifischen Kette dienen
konnen (Abbildung 2).! Jiingste Proteomikstudien ver-
deutlichten, dass alle diese Ketten in vivo existieren, und dass
einige von ihnen mehrere verschiedene zelluldre Prozesse
beeinflussen.?*?”) Zum Beispiel zeigte die Proteomanalyse
ungestorter Hefezellen, dass die am héufigsten vorhandenen
Ketten K48- und K11-verkniipfte Ketten sind (29% bzw.
28%), wahrend die K29- und K33-verkniipften Ketten am
seltensten vorkommen (jeweils 3 % ). Die K63-, K27- und K6-
Ketten liegen bei 17 %, 9% bzw. 11 %24

Die K48-verkniipfte Ub-Kette ist als eine typische Kette
bekannt, wihrend Ketten, die iiber ein anderes der sechs
Lysine konjugiert sind, als atypische Ketten bekannt sind.*!
Die Ub-Ketten konnen homotypisch sein, gemischt-ver-
kniipft (iiber mehrere unterschiedliche Lysine) oder hetero-
log (Ub und Ub-artige Proteine, wie z. B. der kleine Ub-artige
Modifikator (SUMO), werden fiir den Kettenaufbau ver-
wendet). AuBer der Verkniipfung iiber das Isopeptid kann
auch der N-Terminus des Ub zur Bildung einer Kopf-
Schwanz-Verkniipfung genutzt werden; eine solche Kette
wird als lineare Kette bezeichnet (Abbildung2).” Am
selben Protein konnen mehrere Monoubiquitinierungen
stattfinden, was z.B. fiir p53 vorgeschlagen wurde, wo eine
solche Modifikation das Protein zum Abbau markiert.*) Eine
andere Art der Ubiquitinierung beruht auf Lysin-freien Bin-
dungsstellen; in diesem Fall dienen Cys, Thr, Ser und der N-
Terminus eines Proteins als Verankerungsstelle fiir die Ubi-
quitinierung.?**"!

Die oben beschriebene Mannigfaltigkeit an Ubiquitinie-
rungen mit verschiedensten Arten, Léngen, Konnektivitdten
und Verkniipfungsstellen (z.B. Lys, N-Terminus, Ser) liefert
einige Hinweise auf den Ursprung der erstaunlichen Diver-
sitdit der Ub-Signalprozesse (Tabelle 1). Wihrend z.B. die
K48-verkniipfte Kette die Erkennung durch das 26S-Protea-
som und den nachfolgenden Abbau des ubiquitinierten Pro-
teins erleichtert,*® spielt die K63-verkniipfte Kette eine
wichtige Rolle bei der Signaltransduktion, der Endozytose
und DNA-Reparaturprozessen.”*#  Interessanterweise
sprechen neue Daten auch fiir eine zentrale Rolle der ande-
ren Ketten in verschiedenen biologischen Prozessen. Kiirzlich
wurde z.B. beschrieben, dass die K33-verkniipfte Kette eine
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Synthese von Ubiquitinkonjuaten
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Abbildung 2. Mannigfaltigkeit an Ubiquitinierungen mit verschiedenartigen Zusammensetzungen von Ub-Ketten

und deren Verkniipfungsméglichkeiten mit einem Zielprotein.

Schliisselrolle bei der Aktivierung von T-Zellen und Auto-
immunreaktionen spielt,*) wihrend die K11-verkniipfte
Kette Zellsignale und mit dem endoplasmatischen Retikulum
assoziierten Abbau (ERAD) meldet.[>* Insbesondere er-
weist sich die Monoubiquitinierung als eine bedeutende Form
der Ubiquitinierung, wie aus Proteomanalysen hervorgeht.!
Sie spielt bei einer Vielzahl biologischer Prozesse vom
Membrantransport bis hin zur transkriptionellen Regulierung
und dem Proteinabbau eine Rolle.***

Diese Domiinen, die

die meisten Effekte der

Protein-Ubiquitinierung vermitteln, bestehen aus Struktu-
reinheiten, die nichtkovalent an Ub binden und dabei mole-
kulare Ereignisse in spezifische zelluldire Funktionen um-
wandeln. Mehr als 20 Mitglieder dieser Familie (z.B. MIU
(motif interacting with ubiquitin) und CUE (coupling of
ubiquitin conjugation to endoplasmic reticulum degradati-
on)) mit verschiedensten Faltungsstrukturen, insbesondere
der o-Helix, wurden bereits identifiziert. Diese Doménen
sind verhaltnismaBig klein (20-150 Aminosduren), weisen fiir
gewoOhnlich eine moderate bis niedrige Bindungsaffinitét ge-

Tabelle 1: Zellulire Signalprozesse auf der Basis verschiedener Ubiquitinspezies.?”

Art der
Ubiquitinierung

Zelluldre Signalprozesse

Lit. (Auswahl)

Mono DNA-Reparatur, Endozytose, Histon-Regulierung, Virus-Budding, proteasomaler und lysosomaler Abbau [45-49,51-55]

K63 Zellkommunikation/Kinase-Aktivierung und Zytokin-Signalprozesse, Reaktion auf DNA-Schiden, Endozytose  [39,40,56-58]

K48 Proteasomaler Abbau [2-6]

K33 Immunregulierung [41]

K29 Lysosomaler Abbau, Wnt-Signalwege [59-61]

K27 Die physiologische Funktion ist unklar

K11 Zellzyklus/proteasomaler Abbau, ERAD, Zellkommunikation wie z.B. TNF- und Wnt-Signalwege [61-63]

K6 Die physiologische Funktion ist noch unklar, angenommen werden eine Inhibierung des proteasomalen [64,65]
Abbaus und eine Rolle bei der Reparatur von DNA-Schiden

Linear Regulierung der NF-kB-Signalwege bei Entziindungen, Proteinabbau [66,67]

Multi-Mono Endozytose, proteasomaler und lysosomaler Abbau [29,68]

Gemischte Ketten ~ MHC-I-Endozytose (K11/K63), Kinase-Aktivierung (K33/K29) [69,70]

Lysin-frei Proteasomaler Abbau [30-37]
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geniiber MonoUb auf (K, =10-500 um)"" und sind dafiir
bekannt, verschiedenartige Ub-Oberflichen zu erkennen.
Die iiberwiegende Mehrheit an Untersuchungen zu Ub-
UBDs konzentriert sich auf die Wechselwirkungen zwischen
einem Ub-Monomer und einer spezifischen Domine. Meh-
rere Rontgen- und NMR-Strukturen wurden beschrieben,
und molekulare Modelle zur Erkennung des Ub-Monomers
durch viele dieser Dominen sind bekannt."7*! Das Erken-
nungsverhalten von UBDs gegeniiber den meisten der Ub-
Ketten ist allerdings noch nicht bekannt.” Dariiber hinaus
fehlen mechanistische Details dariiber, wie diese Dominen
zwischen den verschiedenen Ub-Ketten unterscheiden.
Neuere Entwicklungen bei der Synthese homogener Ub-
Ketten sollten ein fundamentales Verstdndnis der molekula-
ren Basis im Hinblick auf die selektive Erkennung von Ketten
durch die verschiedenen Doménen erlauben und unser
Wissen beziiglich Ub-Signalprozessen erweitern. Vor kurzem
wurde z.B. beschrieben, dass eine niedermolekulare Verbin-
dung (Ubistatin) an eine Ub-Kette bindet und mit den
Wechselwirkungen der Ub-UBDs interferiert.”! Obgleich die
pharmakokinetischen Eigenschaften von Ubistatin unterge-
ordnet sind, bewies diese Studie, dass niedermolekulare
Molekiile dazu verwendet werden konnen, solche Wechsel-
wirkungen zu beeinflussen und selektiv bestimmte moleku-
lare Vorgédnge mit pharmazeutischer Relevanz zu manipu-
lieren.

2.2. Deubiquitinasen

Ahnlich einigen anderen PTMs handelt es sich bei der
Ubiquitinierung um einen reversiblen Prozess. Die Abtren-
nung des Ub vom Zielmolekiil wird durch Deubiquitinasen
(DUBs) bewerkstelligt. Etwa 100 DUBs wurden im
menschlichen Genom durch computergestiitzte Methoden
und Aktivititsprofiling identifiziert.””*! DUBs sind an ver-
schiedenen Regulierungsprozessen beteiligt. Sie spielen bei
einer Vielzahl an Krankheiten eine Rolle, wie z. B. neurolo-
gischen Storungen, Infektionskrankheiten und Krebserkran-
kungen, und représentieren somit neue therapeutische Ziel-
molekiile.”** DUBs kénnen Ub oder PolyUb aus Proteinen
abspalten, Ub-Vorldaufer aufbereiten und nichtverankerte
PolyUb-Ketten zerlegen.”®**  Mechanisch betrachtet
konnen DUBs in zwei Gruppen eingeteilt werden: 1) Cys-
tein-Proteasen, die wiederum Klassifiziert werden in Ub-
spezifische Proteasen (USP), Ub-C-terminale Hydrolasen
(UCH), Ovarialtumor-assoziierte Proteasen (OTU) und die
Josephin/Machado-Joseph-Krankheit-Protease (MJID).
2) Metalloproteasen mit der JAB1/MPN/Mov34-Metallo-
enzym(JAMM)-Domine.’!-%

Es gibt mehrere Faktoren, die die Substraterkennung und
Spezifititen ebenso wie die Wirkungsweise von DUBs be-
stimmen (Abbildung 3). Wihrend manche DUBs nicht zwi-
schen Kettenverkniipfungen unterscheiden konnen, verhal-
ten sich andere kettenspezifisch (Abbildung 3A). Die Ab-
spaltung der Kette kann am Ende (exo) erfolgen oder inner-
halb der Kette (endo), wobei die Aufnahme der Ub-Molekiile
der Spaltung vorausgehen muss (Abbildung 3B). In einigen
Fillen verhalten sich DUBs substratspezifisch, insofern eine
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A) Verkniipfungsspezifisch (AMSH, TRABID)
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B) exo- oder endo-Spaltung (USP14, CYLD)

i

Substrat Substrat

C) Substratspezifisch (A20)

D) Monodeubiquitinierung (SAGA)

(L

Substrat Sub;(trat

Abbildung 3. Beispiele von DUB-Spezifitaten: A) AMSH®! und
TRABID®® sind spezifische DUBs fiir K63- bzw. K29-verkniipfte Ketten.
B) USP14%9 spaltet K48-verkniipfte PolyUb-Ketten vom distalen Ende
ab, wohingegen CYLD®” interne Isopeptidverkniipfungen in K63-ver-
kniipften PolyUb-Ketten spaltet. C) A20® ist TRAF6-spezifisch und
entfernt die vollstindige Ub-Kette. D) SAGA spaltet MonoUb aus dem
H2B-Protein ab.B!

bestimmte Sequenz des Zielmolekiils erkannt wird, was zu
einer Abspaltung der Kette in einem einzigen Schritt fiihrt
(Abbildung 3 C,D). Nach derzeitigem Konsens wird jede Ub-
Kette durch eine spezifische DUB abgebaut, allerdings ist fiir
einige Ub-Ketten die spezifische DUB nicht bekannt, sodass
es noch kein vollstindiges Bild von den Spezifititen der
DUBs gibt. Dahingehende Untersuchungen waren bis vor
kurzem vor allem dadurch erschwert, dass eindeutig defi-
nierte Ketten und Methoden zur Losung der oben beschrie-
benen Herausforderungen nicht verfiigbar waren. Wie in den
folgenden Abschnitten diskutiert wird, stehen einige dieser
Werkzeuge nun zur Verfiigung, von denen wir uns verspre-
chen, dass sie signifikant zum Verstdndnis der Rolle von
DUBs bei Krankheiten und letztendlich in der Wirkstoff-
forschung beitragen werden.

2.3. Einfluss der Verkniipfungsart auf die Struktur und die
Erkennung durch DUBs und UBDs
Es wird angenommen, dass die Mannigfaltigkeit an Ubi-
quitinierungen in einem groen Konformationsraum der Ub-

Biokonjugate resultiert und entsprechend zu einer Vielfalt an

Angew. Chem. 2012, 124, 6946 —6969



Synthese von Ubiquitinkonjuaten

Protein-Protein-Wechselwirkungen fithrt und viele biologi-
sche Signaliibertragungen beeinflusst. In der Tat belegten
Rontgenstrukturanalysen und NMR-Untersuchungen von
K48- und K63-verkniipften Ketten deutliche konformative
Unterschiede zwischen diesen Ketten. Beim physiologischen
pH-Wert®> nimmt die K48-verkniipfte Kette iiberwiegend
eine geschlossene Konformation ein, in der die hydrophoben
Bereiche (L8, 144, V70) am Ubergang zwischen zwei be-
nachbarten Ub-Monomeren untergebracht sind. Dagegen
zeigt die K63-verkniipfte Kette hauptséichlich eine gestreckte
Konformation, in der der Kontakt der funktionell wichtigen
Reste zwischen den beiden Monomeren fehlt.**% Tabelle 2
zeigt einige Beispiele von Strukturen von Ub-Ketten in ihren
nichtverankerten Formen, die NMR-spektroskopisch oder/
und mittels Rontgenstrukturanalyse bestimmt werden konn-
ten. Insbesondere wurde gezeigt, dass die K48-verkniipfte
Kette ihre Konformation bei pH-Anderung deutlich
andert.l*!

Die oben beschriebenen strukturellen Unterschiede der
Ub-Ketten konnen einen wesentlichen Einfluss auf die se-
lektive Erkennung dieser Ketten durch verschiedene Pro-
teinpartner haben. Zum Beispiel bindet die Ubiquitin-asso-
ziierte Domine (UBAZ2, ubiquitin associate domain) des hu-
manen Homologen der Hefe Rad23 (hHR23A) an K48-ver-

Tabelle 2: Beispiele von geldsten Strukturen von Ub-Ketten.

Angewandte

distales Ubiquitin proximales Ubiquitin

B)

- e distales Ubiguitin
proximales Ubiquitin
Abbildung 4. Beispiele fur die Bindung von Ub-Ketten an UBDs.

A) UBA2-Domine von hHR23A (rot), gebunden an K48-verkniipftes Di-
Ub (PDB-Code 1Z06)."% B) K63-verkniipftes Di-Ub, gebunden an UIM
von RAP80 (rot) (PDB-Code 3A1Q)."?

PDB-Code
(NMR-Struktur)

Art der Kette

ihre Bindungsaffinitédt iiber dieje-
nige von Mono- oder K48-ver-

PDB-Code
(Réntgenstruktur)

K63-verkniipftes Di-Ub
K63-verkniipftes Tri-Ub
K63-verkniipftes Tetra-Ub
K48-verkniipftes Di-Ub
K48-verkniipftes Tetra-Ub
K11-verkniipftes Di-Ub
K6-verkniipftes Di-Ub
Linear (Di-Ub)

2PE9,” 2PEA,P 2BGF,™
206VF

kntipftem Di-Ub hinaus zu vergro-
Bern.

Neben der Tertidrstruktur spie-
len auch die Sequenzen, die die
Isopeptidverkniipfung flankieren,
eine wichtige Rolle fiir die Erken-
nung und die Spezifitit von DUBs
und UBDs. Wihrend z.B. K63-

2JF5,71 347pk8

3H7SPE

3HM3P!

3AUL,M 3M3),%8 1AAR
206V,4 1TBE,"™ 1F9)1%!
3NOB,* 2XEWI

2XK5E]

2W9N, 7 3AXCl7

kniipftes Di-Ub, und K63-verkniipftes Di-Ub bindet an das
UIM-Motiv (ubiquitin-interacting motif) des Rezeptor-asso-
ziierten Proteins 80 (RAP80). RAPS80 spielt bei der Rekru-
tierung von BRCAT1 (Suszeptibilititsgen des Brustkrebs Typ
1) fiir DNA-Schadstellen eine Rolle,® wohingegen Rad23
ein Ub-Rezeptor ist, der mit der Substraterkennung des 26S-
Proteasoms assoziiert ist.'®! Die UBA2-Domine in hHR23A
bindet mit eine 3.6-fach hoheren Affinitdt an K48-verkniipf-
tes Tetra-Ub als die K63-verkniipften Ketten.'™ Die Struktur
des Komplexes bestehend aus K48-verkniipftem Di-Ub und
UBA?2 von hHR23A zeigte, dass diese Doméne im Zentrum
von zwei Ub-Molekiilen bindet und auBBerdem mit der K48-
Verkniipfung wechselwirkt. Zusammengenommen hat die
Doméne mehr Bindungsfldchen in der K48-Kette als Ub oder
K63-verkniipftes Di-Ub (Abbildung 4 A), was ihre Préferenz
fir diesen Linker erklart.""% Andererseits erklirt die
Struktur des K63-verkniipften, an UIM von RAPS80 gebun-
denen Di-Ub die Bevorzugung der K63- gegeniiber der K48-
verkniipften Kette (Abbildung4B).!"" Hierbei nutzt die
ausgestreckte Helix der UIM-Doméne die gestreckte Kon-
formation der Kette und wechselwirkt mit beiden Ubs, um so
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verkniipfte und lineare PolyUb-

Ketten dafiir bekannt sind, gleich-
artige offene Konformationen ohne Kontakt zwischen den
Monomeren einzunehmen, weisen die verschiedenen DUBs
und UBDs unterschiedliche Spezifititen auf.””! Die vielfilti-
gen Spezifititen konnten der chemisch unterscheidbaren
Isopeptidverkniipfung in K63 zugeschrieben werden (im
Gegensatz zur gleichartigen Peptidverkniipfung in der linea-
ren Kette). Erst vor kurzem wurde beschrieben, dass die K11-
verkniipfte Di-Ub-Kette eine kompakte Konformation an-
nimmt, die sich von der Konformation der K48-verkniipften
Di-Ub-Kette unterscheidet und bevorzugt von der Cezanne-
DUB hydrolysiert wird."® Wenngleich der Ursprung dieser
Spezifitdt noch nicht bekannt ist, kénnten die Sequenzen in
der Umgebung der Isopeptidbindung eine entscheidende
Rolle spielen. Entsprechende Studien weisen auf den Einfluss
unterschiedlicher Verkniipfungen auf die globuldre Konfor-
mation der Ketten und deren Bedeutung fiir die intrinsische
Spezifitit des Ub-Systems fiir DUBs und UBDs hin. Ein
umfassendes Verstidndnis der strukturellen und funktionellen
Eigenschaften ebenso wie der Spezifititen der verschiedenen
DUBs, UBDs und ihren Substraten fehlt noch immer.
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3. Herausforderungen und Grenzen beim Studium
von Ub-Systemen

Die Forschungen auf dem Gebiet der Ubiquitine, ein-
schlieBlich struktureller und funktioneller Analysen sowie
der Entwicklung von Reagentien (z.B. Antikorpern, die
spezifische Ketten erkennen),!>1" konzentrierten sich
hauptséchlich auf K48- und K63-verkniipfte Ketten (Di- und
Tetra-Ub-Ketten). Der Grund hierfiir liegt darin, dass E2-
und E3-Enzyme zur In-vitro-Rekonstitution der iibrigen
Ketten in freier oder substratkonjugierter Form (mit Aus-
nahme von K11) schwer verfiigbar sind."""! Die Identifizie-
rung, Isolierung und Charakterisierung von E2/E3-Enzymen
fiir ein spezifisches Zielmolekiil stellen folglich die limitie-
renden Schritte dieser Studien dar. Dariiber hinaus wirken
diese Enzyme in vitro oftmals nicht effizient und spezifisch
genug, um das gewiinschte Ub-Konjugat mit ausreichender
Homogenitit in geniigenden Mengen zu liefern. Wenngleich
heute schon mehr Studien an diesen ,,schwierigen“ Ketten
wie K6 und K11™*1 durchgefiihrt werden, hat das viele
Jahre bestehende Problem, diese Ketten in ausreichenden
Mengen fiir strukturelle und biochemische In-vitro-Studien
herzustellen, die Aufklirung von Ub-Signalprozessen blo-
ckiert.”*"" Einige fundamentale Fragestellungen sind daher
noch offen, und ein vollstdndiges Bild der Ub-Signalprozesse
ist noch nicht erreicht.

4. Herstellung von ubiquitinierten Peptiden und
Ub-Ketten durch enzymatische Methoden

Seit der Entdeckung von Ub als Signal fiir den Abbau von
Proteinen wurden groBle Anstrengungen unternommen, um
enzymatische Methoden zum Aufbau von Ub-Ketten defi-
nierter Lénge und Art zu entwickeln. Wie bereits beschrie-
ben, ist eine der groften Schwierigkeiten bei diesem Ansatz
die Identifizierung der E2/E3-Enzyme fiir ein spezifisches
Ub-Konjugat. Ein weiteres Hindernis, das bei der Anwen-
dung enzymatischer Methoden in vitro auftreten kann, ist
eine ungeniigende Kontrolle der Art und Linge der Ub-
Ketten. Vor diesem Hintergrund identifizierten Pickard und
Mitarbeiter die Konjugationsfaktoren E2-25K und Mms2/
Ubcl3 fiir den In-vitro-Aufbau von K48- bzw. K63-ver-
kniipften Ketten.'">"""l Um eine beziiglich der Kettenlinge
kontrolliert ablaufende Synthese zu erreichen, waren einige
Modifikationen erforderlich, wie z. B. die Blockierung des C-
Terminus von Ubl und die Einfiihrung von K48C- oder
K48R-Mutationen in Ub2 (Schema 2). Nach der enzymati-
schen Kupplung dieser beiden Ub-Monomere wurde das Cys
des Ub2-Ubl durch Reaktion mit Ethylenimin zu einem Lys-
Mimetikum umgewandelt (S-Aminoethylcystein), um eine
weitere Kettenverldngerung zu erméglichen. Dariiber hinaus
wurde mithilfe der Hefe Ub-Hydrolase 1 (YUHI, yeast Ub
hydrolase 1) der C-Terminus der konsekutiven Di-Ub (Ub4-
Ub3) aus dem zusitzlichen C-terminalen Rest (D77) freige-
setzt, um das freie Di-Ub zu ergeben. Anschlieend wurden
diese Di-Ub-Bausteine enzymatisch verkniipft und fithrten so
zu den zweifach blockierten Tetra-Ub-Ketten (Ub,).l"® Be-
merkenswerterweise werden durch diese Strategie Ub-Ketten
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Schema 2. Enzymatische Synthese einer K48-verkniipften Tetra-Ub-
Kette.

mit einem Isopeptidmimetikum produziert, das im Vergleich
zur natiirlichen Verkniipfung andere geometrische und elek-
tronische Charakteristika aufweisen konnte.

Vor kurzem stellten Fushman und Mitarbeiter K48-ver-
kniipfte Ketten kontrollierter Lange mit der nativen Isopep-
tidverkniipfung her, indem sie zur Erzeugung des Ub-Bau-
steins UbK48Lys(Boc) genetisch kodiertes Lys(Boc)-OH
basierend auf einem Pyrrolysyl-tRNA-Synthetase/tRNAPyl-
Paar einsetzten.""”) Zur Herstellung K48-verkniipfter Di-Ub-
Ketten wurde UbK48Lys(Boc) in Gegenwart von E1 und E2-
25K umgesetzt, wobei der C-Terminus des proximalen Ub mit
D77 modifiziert wurde, um Polymerisation zu unterdriicken.
Die Boc-Gruppe wurde dann entfernt, um noch einen Ubi-
quitinierungsschritt fiir eine weitere Kettenverldngerung zu
ermoglichen.

Plough und Mitarbeiter verwendeten ebenfalls E2-25K
zur Herstellung ubiquitinierter Peptide, die aus 13 Amino-
sduren bestehen und iiber Isopeptidbindungen mit HA-mar-
kiertem Ub verkniipft sind.'*! Dieses Substrat diente zur
Aufklarung des Spaltungsmechanismus von UCH-L3, von
dem man weil3, dass es die Abspaltung von kleinen Addukten
vom Ub-C-Terminus katalysiert.*17123]

Komander und Mitarbeiter setzen vor kurzem die E2-
Ligase UbE2S!"?" fiir den Aufbau der nichtverankerten K11-
verkniipften Di-Ub-Kette ein. Die erhaltenen Mengen
reichten fiir eine Charakterisierung durch NMR-Spektro-
skopie und Rontgenstrukturanalyse aus. Dariiber hinaus
konnten vierzehn DUBs durch Screening identifiziert
werden, von denen die Cezanne-DUB bevorzugt die K11-
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verkniipfte Kette gegeniiber den K63-, K48- und linearen
Ketten spaltete.!'” Dixit und Mitarbeiter erzeugten die K11-
verkniipfte Di-Ub-Kette und fiihrten eine Rontgenstruktur-
analyse durch.? Interessanterweise unterschied sich diese
kompakte Struktur von der Komander’schen Struktur hin-
sichtlich der Aminosiuren, die an der Ub-Ub-Grenzfldche
beteiligt sind. Dies deutet darauf hin, dass dieselbe Kette in
Losung zwei verschiedene Konformationen annehmen kann,
was die dynamische Natur der Ub-Ketten widerspiegelt."**!

Eine neuere Methode, die auf der Rekonstitution des
Ubiquitinierungsmechanismus in Bakterien basiert, wurde
zur Herstellung von ubiquitinierten Proteinen wie z.B. mo-
noubiquitiniertem Rpn10 genutzt.'™ Fiir die Herstellung der
noch verbleibenden Ub-Ketten (K6, K33, K27, K29) bedarf
es einer weiteren Suche nach neuen enzymatischen Mecha-
nismen.

5. Nichtenzymatische Methoden zur Herstellung
von Ub-Konjugaten

Die chemische Totalsynthese und die Semisynthese bieten
einzigartige Ansitze fiir die Erzeugung von hochgradig ho-
mogenen posttranslational modifizierten Proteinen sowie von
Proteinen mit ungewohnlichen Konnektivitdten. Die chemi-
sche Synthese erlaubt einen auflerordentlich hohen Grad an
Kontrolle auf atomaree Ebene.'”*'?! Insbesondere vermei-
den chemische Methoden die enzymatischen E1/E2/E3-Me-
chanismen, deren Identifizierung als gro3es Hindernis ange-
sehen wurde. Ein weiterer Vorteil chemischer Synthesen ist
die Moglichkeit, Analoga der natiirlich vorkommenden Ub-
Biokonjugate herzustellen (z.B. mit spezifischen Ketten ubi-
quitinierte Peptide und Proteine). Im Prinzip sollte es damit
moglich sein, nahezu unbegrenzte Variationen (z.B. beson-
dere Markierungen) in praktisch jede beliebige Position eines
Ub-Biokonjugats einzuarbeiten. Allerdings erwiesen sich die
Gegenwart der Isopeptidbindung und die Grofe der Ub-
Ketten als eine echte Herausforderung fiir die Synthese-
chemie, sodass zusitzlich zu dem bestehenden Synthesere-
pertoire etliche neue Methoden entwickelt werden mussten.
Die folgenden Abschnitte geben einen Uberblick iiber die
Anwendung chemischer Ansidtze zum Aufbau nativer und
nichtnativer Isopeptidbindungen fiir die effiziente Synthese
von ubiquitinierten Peptiden und Proteinen sowie von Ub-
Ketten.

5.1. Chemische Synthese und Semisynthese des Ub-Monomers
von Ub-Derivaten

Die relativ geringe Gré8e von Ub (76 Aminosduren) er-
moglicht dessen direkte chemische Synthese mittels Fest-
phasenpeptidsynthese (SPPS, solid phase peptide synthesis).
Ramage und Mitarbeiter waren die Ersten, denen eine solche
Synthese mithilfe von Fmoc-SPPS gelang (Schema 3 A).[12:130]
Mit diesem Ansatz stellten sie Ub mit spezifisch fluorierten
Leu-Resten und anderen nichtnatiirlichen Aminoséuren an
verschiedenen Positionen her. Die Analoga wurden durch
Circulardichroismus (CD), NMR-Spektroskopie und Ront-
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genstrukturanalyse charakterisiert und auf ihr Verhalten ge-
geniiber retikulozytenaktivierenden und -konjugierenden
Enzymen getestet.!* Die Untersuchungen zeigten, dass
die verschiedenen Ub-Analoga trotz verédnderter Stabilitét
eine dhnliche Struktur und &hnliche biologische Eigenschaf-
ten aufwiesen wie das unmodifizierte Protein, was darauf
hindeutet, dass die Gesamtstruktur und nicht die Stabilitit
das fiir die Erkennung wichtige Element ist.

Ovaa und Mitarbeiter beschrieben ebenfalls eine lineare
Synthese von MonoUb, wobei sie vier verschiedene Pseudo-
prolin-Dipeptide und zwei Dimethoxybenzyl-Dipeptide in
die Synthese einsetzten. Unter den Bedingungen der
PyBOP/DIEA-Kupplung konnten verschiedenste Ub-Fusio-
nen erzeugt werden, beispielsweise N- und C-terminale Mo-
difikationen wie HA-Epitope und AMC. Unserer Arbeits-
gruppe gelang es, die direkte Synthese von Ub weiter zu
verbessern, indem wir nur zwei Dipeptidanaloga in Gegen-
wart der Kupplungsreagentien HCTU/DIEA einsetzten.
Damit konnten wir Ub-Bausteine im zweistelligen Milli-
grammbereich produzieren, die zur Herstellung ubiquiti-
nierter Peptide mit verschiedenen Ub-Ketten zunehmender
Liange genutzt wurden (sieche Abschnitt 5.4 fiir weitere De-
tails).[134

Die Herstellung von Ub und Ub-Analoga gelang auch
mithilfe von Ligationsstrategien. Kent und Mitarbeiter be-
schrieben ein Eintopfverfahren zur Herstellung von Ub aus
drei Fragmenten (Schema 3 B), bei welchem Ala46 und Ala26
zur Vereinfachung der nativen chemischen Ligation (NCL,
native chemical ligation) temporir zu Cys mutiert wurden.['!
Die Cys-Mutationen wurden spéter mit der von Dawson und
Mitarbeitern entwickelten Desulfurierungsreaktion wieder in
die urspriinglichen Ala-Reste iiberfiihrt.* Um den Effekt
von D-Aminosduren auf die Proteinfaltung und -struktur zu
untersuchen, setzten Kent und Mitarbeiter Ub als Protein-
modell ein und stellten das Ub-Diastereomer (0-Q35-Ub) fiir
kristallographische Studien her. Die Rontgenstruktur offen-
barte eine groBe Ahnlichkeit zwischen den Molekiilstruktu-
ren von natiirlichem Ub und seinem Diastereomer. Diese
Ergebnisse lieferten die experimentelle Bestdtigung dafiir,
dass der Ersatz eines natiirlichen, linksdrehenden Gly (G35 in
Ub) durch p-Aminoséduren keine groBere Storung der lokalen
oder globalen Konformation eines Proteinmolekiils verur-
sacht.

Unsere Arbeitsgruppe beschrieb die chemische Synthese
des Ub-Thioesters durch NCL mit N-Methylcystein als N-S-
Acyltransfersystem (Schema 3C)."™ In dieser Synthese
wurde Ub fiir den NCL-Schritt in die zwei Fragmente
Ub(1-45) und Ub(46-76) mit einem C-terminalen Thioester
bzw. einem N-terminalen Cys aufgespalten. Das C-terminale
Fragment, Ub(46-76), wurde ebenfalls mit N-Methylcystein
ausgestattet, um im Anschluss an den Ligationsschritt den N-
S-Acyltransfer zu ermoglichen und so die Bildung des Thio-
esters mit externen Thiolen wie 3-Mercaptopropionsidure
(MPA) zu vereinfachen.™® Die Fihigkeit, Ub-Thioester
chemisch herzustellen, erlaubt den Einbau nichtnatiirlicher
Aminoséuren in diese Vorstufe. Die Bedeutung dieser Stra-
tegie und ihre Anwendung in der Synthese von Ub-Ketten
wird in Abschnitt 5.4 beschrieben.
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Schema 3. Methoden zur chemischen Synthese und Semisynthese von Ub und Ub-Analoga.

Ub-Thioester wurden auch durch Intein-basierte Expres-
sion hergestellt (Schema 3D)."** Die Anwendung dieser
Strategie zur Ubiquitinierung von Peptiden und Proteinen
sowie zur Herstellung von Di-Ub-Ketten wird in den Ab-
schnitten 5.2-5.5 diskutiert. Plough und Mitarbeiter waren
die Ersten, die exprimierte Ub-Thioester einsetzten (Sche-
ma 3D), wobei sie durch direkte Aminolyse rekombinanter
Ub-Thioester, die durch Thiolyse der entsprechenden Ub-
Intein-Fusionen erzeugt wurden, Ub-Analoga mit C-termi-
nalen Elektrophilen herstellten (Schema 3 D). Diese Analoga
dienten als aktivitdtsbasierte Sonden zur Identifizierung von
Mitgliedern des Ub-Proteasomsystems (Schema 4).177142.143]
Insbesondere wurden 23 aktive DUBs identifiziert, von denen
zwei eng mit dem regulatorischen Proteasom-19S wechsel-
wirken, sowie eine DUB, die keine Sequenzhomologie mit
irgendeiner der bekannten DUBs aufweist."*? Basierend auf
dieser Studie und durch Feinabstimmung der elektrophilen
Komponente zur Erzeugung von Sonden der zweiten Gene-
ration, konnte eine neue Gruppe von DUBs identifiziert
werden. Bemerkenswerterweise ermoglichten diese aktivi-
titsbasierten Sonden auch die Identifizierung von E3-Ligasen
aus der HECT-Familie.')

Ein Nachteil dieses Ansatzes ist, dass nur eine Ub-Einheit
in der Sonde verwendet wird, wodurch der Einfluss der
Kettenstruktur ebenso wie der flankierenden Sequenz der
Isopeptidbindung unberiicksichtigt bleibt. Diese Struktur-
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Schema 4. Aktivititsprofiling zur Identifizierung neuer DUBs.

elemente sind jedoch sehr wichtig bei der Erkennung von
Proteinpartnern und konnen eine entscheidende Rolle bei
der selektiven Identifizierung spezifischer enzymatischer
Mechanismen spielen. Mit den heute zur Verfiigung stehen-
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den Synthesemethoden konnte diese Strategie nun auch auf
lingere Ketten ausgeweitet werden, um die Identifizierung
neuer Komponenten im Ub-System zu erméglichen, die sich
selektiv gegeniiber einer spezifischen Kette verhalten.

5.2. Chemische Methoden zum Aufbau der Isopeptidbindung

In den letzten Jahren wurden mehrere Methoden zum
Aufbau der natiirlichen Isopeptidbindung in Ub-Biokonju-
gaten entwickelt.* I Muir et al. beschrieben eine Strategie
basierend auf Auxiliar-vermittelter Ligation und Intein-Ex-
pression zum Aufbau ubiquitinierter, von H2B abgeleiteter
Peptide (Schema 5 A).¥ In dieser bahnbrechenden Arbeit
wurde mittels Fmoc-SPPS das H2B(115-125)-Peptid herge-
stellt, in dem K120 orthogonal mit iv-Dde (1-(4,4-Dimethyl-
2,6-dioxocyclohexyliden)-3-methylbutyl) geschiitzt war. Nach
der Abspaltung von iv-Dde
wurde Bromessigsdure an die
freie Aminogruppe des K120
gekuppelt, gefolgt von der
Anbindung des photospalt-
baren Auxiliars zur Aktivie-
rung der Ligation mit dem
exprimierten Ub(1-75)-Thio-
ester. Der Ligationsschritt
erwies sich als bemerkens-
wert langsam (5-7 Tage), was
vermutlich auf die sterische

0]

Br\)KNH

Hinderung an der Ligations- R

stelle zuriickzufithren war. Im
Anschluss daran wurde das D)
Auxiliar durch Bestrahlung
mit He/Cd-Laserlicht bei
325 nm entfernt, und das ge-
wiinschte ubiquitinierte
Peptid wurde erhalten. Die
geringe Reaktionsgeschwin-
digkeit und moderate Aus-
beute des Ligationsschrittes
schrankten die Anwendbar-
keit dieser Methode ein,'*")
dennoch war diese Studie der
Ausloser fiir zahlreiche For-
schungsaktivititen auf die-
sem Gebiet.

Mit dem Ziel, eine neue
Methode fiir die effiziente o
Synthese ubiquitinierter Pep-
tide zu entwickeln, beschrie-
ben Liu und Mitarbeiter
sowie unsere Arbeitsgruppe
unabhingig voneinander zwei
auf Mercaptolysin-Derivaten
basierende Strategien zum
Aufbau der Isopeptidbin-
dung. Liu etal. setzten or-
thogonal geschiitztes y-Mer-
captolysin ein, um eine se-
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quentielle Ligation iiber die o- und e-Amine iber eine
sechsgliedrige cyclische Zwischenstufe zu bewirken. Dieser
synthetische Rest wurde in ein kurzes Peptid eingebaut und
ermoglichte so die Ligation der Isopeptidbindung (ICL, iso-
peptide bond ligation) mit einem exprimierten Ub-Thio-
ester.¥! Eine abschlieBende Desulfurierung unter metall-
freien Bedingungen (VA-044, TCEP (Tris(2-carboxy-
ethyl)phosphine), tBuSH)!"*! ergab die gewiinschten ubiqui-
tinierten Peptide in guten Ausbeuten (Schema 5B). Unser
Ansatz bestand darin, den Thiol-,Henkel“ am e-Kohlen-
stoffatom des Lysins anzubringen (also in Form des d6-Mer-
captolysins), wodurch die Ligation iiber das e-Amin tiber ein
funfgliedriges cyclisches Intermediat verlief (Sche-
ma 5C).5 5 AuBerdem erweiterten wir die Anwendung
von d-Mercaptolysin auf Boc- und Fmoc-SPPS sowie auf se-
quentielle Ligationen, indem wir fiinf Analoga von 6-Mer-
captolysin mit unterschiedlichen orthogonalen Schutzgrup-

1. DBU
2. TFA "

OR Substrat

1. NCL, Ub(1-75)-SR, B)
2. UV (365 nm)

HoN
HS
Substrat

1. ICL, Ub(1-76)-SR2
2. Desulfurierung

Substrat

SPPS

1.ICL, Ub(1-76)-SR3
2. Desulfurierung
NHCDb:
NH, “
HS
c) MeS-S

Substrat BocHN

SPPS

NHAlloc
S-tBu

OH
o}

BocHN

Schema 5. Aktuelle Methoden zum Aufbau von Isopeptidbindungen. R =CH,CH,CH,C(O)NHCH;, R'=CH,,
R?=CH,CH,SO;H, R*=CH,CH,CO,H. DBU = 1,5-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-5-en, TFA=Trifluoressigsiure,
Cbz = Carbobenzyloxy, HOSu = N-Hydroxysuccinimid, Boc = tert-Butyloxycarbonyl.

www.angewandte.de

Chemie

6955



Angewandte

6956

Aufsiitze

pen entwickelten (Abbildung 5, 1-5).1°% Kiirzlich beschrie-
ben Chin und Mitarbeiter ein genetisch kodiertes 8-Mercap-
tolysin, mit dem die Analoga 6-9 (Abbildung 5) hergestellt
wurden, um deren effizienten und ortsspezifischen Einbau in
rekombinante Proteine mithilfe eines Pyrrolysyl-tRNA-Syn-
thetase/tRNAy,-Paars zu untersuchen. Die Methode wurde
anhand der Synthese von K6-verkniipftem Di-Ub und ubi-
quitiniertem SUMO demonstriert.!'>]

NHAlloc NHz-(2-Cl) NHBoc
StBu SAcm STrt
H H
BocHN © BocHN OH FmocHN ©
1 0 2 O 3 0
NHBoc BocN—\ NH2 SH
S
SPMB
OH
FmocHN OH FmocHN OH  HN 5
4 O 5 0 6
X
BocHN BocHN O NH
S-SMe SH SH
O,N
OH OH
HoN OH HoN HoN
o o) 0
7 8 9

Abbildung 5. d-Mercaptolysin-Analoga, die fiir Boc- und Fmoc-SPPS
und sequentielle Ligationen (1-5) sowie fiir den Einbau in rekombi-
nante Proteine (6-9) hergestellt wurden.

Ovaa und Mitarbeiter beschrieben die Verwendung von
0-Mercaptolysin in der Synthese von markierten Ub- und
Ubl-Assays (Ubl=ubiquitin-like). Die Fluoreszenzeinheit
TAMRA (5-Carboxytetramethylrhodamin) wurde an den N-
Terminus des Dipeptids 8-Mercaptolysin-Gly konjugiert, das
mit Ub oder Ubl ligiert wurde, um Fluoreszenzpolarisations-
assays zu erzeugen. Der Assay erwies sich als niitzlich fiir die
Analyse mehrerer DUB-Aktivitdten wie UCH-L3, USP7 und
USP21 sowie zur Bestimmung ihrer kinetischen Parame-
ter.>

Die Arbeitsgruppen von Komander und Chin entwickel-
ten eine Methode zum Aufbau der Isopeptidbindung mithilfe
genetisch kodierter orthogonaler Schutzgruppen und akti-
vierter Ligation (GOPAL, genetically encoded orthogonal
protection and activated ligation).®™ Bei dieser Strategie
(Schema 5D) wird genetisch kodiertes Lys(Boc) in der ge-
wiinschten Position eines spezifischen Substrats eingefiihrt
und der verbleibende Lys-Rest mit N-(Benzyloxycarbonyl-
oxy)succinimid (Cbz-OSu) geschiitzt. Dann wird die Boc-
Gruppe entfernt, was die direkte Kupplung mit dem voll-
standig Cbz-geschiitzten Ub-Thioester ermdglicht (erhalten
durch Intein-Expression). Der Aufbau der Isopeptidbindung
erfolgt durch eine selektive Acylierung des Thioesters in
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I [155]

Gegenwart von HOSu (N-Hydroxysuccinimid) und Ag'.
Abschlieend werden die Schutzgruppen entfernt, und die
Ub-Konjugate werden erhalten. Ein augenscheinlicher
Nachteil dieser Methode sind die relativ aufwéndigen
Schutzgruppenoperationen, die niedrige Produktausbeuten
zur Folge haben. Die Anwendung der Methode zur Synthese
von K6- und K29-verkniipften Di-Ub-Ketten fiir strukturelle
und funktionelle Analysen wird in Abschnitt 5.4 diskutiert.

Mit dem Ziel einer verbesserten Synthese ubiquitinierter
Peptide entwickelten wir eine auf SPPS und NCL basierende
Methode, die ohne Mercaptolysin-Analoga auskommt
(Schema 6).°! Unsere Strategie stiitzte sich auf die Ver-
wendung von orthogonal geschiitztem Lys(iv-Dde), das auch
von den Arbeitsgruppen von Muir™ und Przybyskil'"™ zur
Isopeptidbildung eingesetzt wurde. Nach der Beendigung der
Peptidsynthese wurde die &-Amino-Schutzgruppe selektiv
entfernt, um die Bildung der Isopeptidbindung und eine
weitere Peptidverlingerung des Ub(46-76) zu ermdglichen.
Das komplementére Fragment Ub(1-45) wurde durch Fmoc-
SPPS mittels N-Acylharnstoff-Chemie mit der Thioester-
funktionalitit am C-Terminus hergestellt.® Die beiden
Fragmente wurden mittels NCL ligiert, und der folgende
Desulfurierungsschritt ergab das gewiinschte ubiquitinierte
Peptid in hervorragender Ausbeute. Basierend auf dieser
Vorgehensweise untersuchten wir den Einfluss der Peptid-
substratldnge auf die Effizienz der Isopeptidbindungsspal-
tung durch UCH-L3. Vorangegangene biochemische und

HN-Q)
Q: Rink-Amid SPPS
o}
Z“NH
HsC
HaC L2
|
R—Peptid™—Q
1. 5% NaH4
2. SPPS
3. Spaltung & Reinigung
HS o
H
HN" N NUB@E7-76] ~NH
(o]
R— Peptid
R=Thz R =NH;
1. NCL, Ub(1-45)-SR' 1. NCL, Ub(1-45)-SR!
2. Methoxylamin, pH4 2. Desulfurierung
3.NCL, | Peptid —SR'
4. Desulfurierung
(o} o}

UB(1-76] 1~ “NH UB(i-76] }* "NH
L.

H
Peptid \H’N“\ Peptid H,N—| Peptid
(0]

Schema 6. Anwendung von SPPS und NCL/Desulfurierung zur Synthe-
se von ubiquitinierten Peptiden. R'=CH,CH,CO,CH,.
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strukturelle Untersuchungen offenbarten, dass in diesem  dass diese Di-Ub-Analoga in der Lage sind, die enzymatische
Enzym eine fehlgeordnete Crossover-Schleife bestehend aus ~ Ubiquitinierungsmaschinerie (d.h. E1/E2/E3) zu inhibieren.
20 Aminosduren am aktiven Zentrum vorliegt, die eine Eine Erweiterung der Methode fiihrte zu einer K29-ver-
Substratfilterung bewirkt und den Zugang groBerer Substrate  kniipften Tetra-Ub-Kette an Sepharose-Harz.!""! Nach In-
einschriankt.'21%-192l Um diese Studien weiter zu bestitigen,  kubation dieser immobilisierten Kette mit einem Hefe-Lysat
erzeugten wir vier ubiquitinierte Peptide unterschiedlicher =~ wurden mittels Affinitdtschromatographie zwei Proteine
Linge (8-, 15-,21- und 31-mer), die vom C-Terminus des H2B  identifiziert, die sehr stark mit K29-verkniipftem PolyUb
abgeleitet waren. Die Untersuchung dieser

Substrate mit UCH-L3 ergab, dass Peptide

mit bis zu ca. 20 Aminoséuren die bevor-  a) n H
zugten Substrate dieses Enzym sind, was HS Ub(1-75 KSH [Ub(1-75 I\S "
mit den fritheren strukturellen und bio- SupsEEtE HO~0 HO™ "0 k‘E
chemischen Daten iiberein- o erhalten durch s
stimmt [120-123.159-162] c-_A_c Expression
B) 0 Substrat
HNAa 0 (o]
))kNH [Ub(i- 75):]\‘1,H
5.3. Surrogate fiir die Isopeptidbindung HS Ub(i-75 SR o hH
SH
. 0
Parallel 2 den Stud}en zur Synthese Substrat erhalten durch
von Ub-Konjugaten mit natiirlich vor- erhalten iiber genetisch Intein-basierte Substrat
kommenden Isopeptidbindungen  be- kodierte Pyrrolysinanaloga ~ Expression
schrieben mehrere Arbeitsgruppen auch
die Entwicklung chemischer und semisyn- € 0 SErET H\)OL
thetischer Methoden zur Erzeugung von H?fN\E)\NH SR E ! NH
Isopeptidmimetika ~ (Schema 7).  Die Hs™
Hauptziele dieser Forschungen sind eine L 2
Vereinfachung der anspruchsvollen Syn- —— 2. Desulfurierung Substiat
these von [.Jb-Kon]ugaten“ und dle. Her- erhalten durch
stellung stabiler Analoga fiir verschiedene chemische Synthese
Studien, z.B. als aktivitidtsbasierte Sonden D)
fiir die Proteomik, DUB-Inhibitoren und Hs H
i i i SH Ub(1-76
fiir kr1staglograph1sche _Untersuchungen Sub n— UB(76)] H\) _WNwS
zur Aufklirung mechanistischer Aspekte o] 3
von DUBs. Allerdings eignen sich diese 02N / O \‘
. . erhalten durch Intein-basierte Substrat
Analoga nicht zur Erforschung bestimmter Expression und Aminolyse

biochemischer Aspekte von DUBs, z.B.

o}
k}r}eﬂtlsche .Charakterlslerungen und Spe- E) Ha. & OH Ub(1-74 )LN/\/\,/N.O
zifitétsprofile. AN o] J H ‘\fo
Wilkinson und Mitarbeiter waren die rNH Ub(1-74 2 N NH
Ersten, die K63-, K48-, K29_j K11- un.d Substrat erhalten durch Intein-basierte Substrat
Kopf-Schwanz-verkniipfte Di-Ubs mit erhalten durch Expression und Aminolyse
einer nichtnatiirlichen Isopeptidbindung chemische Synthese
M=
entwarfen und  herstellten  (Sche- N
. . . N [Ub(1-74) | N
ma 7A).'%) In ihrer Strategie wurde ein SN _}-Nﬁ’N‘/\NH
Cys in den gewiinschten Positionen des F) O%\ H F
proximalen Ub eingefiihrt und Gly76 des Sj o S
distalen Ub durch Cys ersetzt. Zur Erzeu- Substrat erhalten durch Intein-basierte Substrat
gung des Isopeptidanalogons wurden die  erhalten durch Expression =XPréession und Aminolyse
zwei Ub-Monomere in Gegenwart von 1,3-  und Alkylierung von Cys
Dichloraceton zur Reaktion gebracht. 0
Biochejmisch.e Untersuc.hungen zeigten, Il o Ns HC[COZH 0
dass diese nichthydrolysierbaren Analoga @) Ll N L
o OV oy 0" "NH 0 S0 NH
selektiv die Aktivitdt einiger DUBs inhi- OBATE LA OH NeN
bierten, z.B. von UCH-L3 und IsoT (Iso- H 3

peptidase T) in der Spaltung von Ub-
i i : _ Ub(1-76) erhalten Uber genetisch Ub(1-76

AMC. Die Studie be.:legte, dgss dl.e Yer ’ . cédiortes Aaidohomoalani (1-76)

kniipfungsart der Di-Ubs eine wichtige erhalten Igber genetisch

Rolle bei der Erkennung der untersuchten Kadipre FyRapsinanaloss

DUBs spielt. AuSerdem fand man heraus, Schema 7. Strategien fiir den Aufbau von Mimetika der Isopeptidbindung.
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wechselwirken. Hierbei handelt es sich um Ubp14, dem Hefe-
DUB, das dhnliche enzymatische Eigenschaften aufweist wie
das in Sdugetieren vorhandene IsoT, sowie um Ufd3, einen
mit dem Ub-Proteasomsystem assoziierten Cofaktor.

In einer neueren Studie beschrieben Chan und Mitarbei-
ter Pyrrolysin-Analoga fiir die ortsspezifische Protein-Ubi-
quitinierung."®! Hierbei wurde das Pyrrolysin-Analogon
(5,5)-D-Cys-e-Lys unter Verwendung des UAG-Codons in
Gegenwart von Pyrrolysyl-tRNA-Synthetase/tRNAP' gen-
technisch in das Calmodulin-Protein (CaM) eingebaut. Von
CaM weil3 man, dass es eine entscheidende Rolle im Calcium-
Signalsystem in Eukaryoten spielt. Die Einfithrung dieses
chemischen ,,Henkels“ ermoglichte eine ortsspezifische Li-
gation zwischen dem modifizierten Protein und dem
Ub(1-75)-Thioester, wodurch ubiquitiniertes CaM mit der
Mutation G76-D-Cys erhalten wurde (Schema 7B). Voran-
gegangene Untersuchungen hatten gezeigt, dass die Ubiqui-
tinierung von CaM an K21 dessen regulatorische Prozesse
moduliert, indem z.B. die CaM-Bindung an Kinase ge-
schwicht wird. Das synthetische Analogon von ubiquitinier-
tem CaM wies eine um 85 % geringere Fahigkeit zur Modu-
lation der Kinaseaktivitit als Wt-CaM auf, was vergleichbar
mit dem enzymatisch hergestellten ubiquitinierten CaM war.
In einer weiteren Studien untersuchte man den Effekt des
modifizierten ubiquitinierten Analogons auf die Aktivitét der
Proteinphosphatase 2B, die durch CaM reguliert wird. Hier-
bei stellte sich jedoch heraus, dass die Ubiquitinierung keinen
Effekt auf die Fahigkeit des CaM zur Modulation der Akti-
vitdt der Phosphatase 2B hat.

Analog zur Verwendung von D-Cys in der Ligationsstelle
konjugierten Muir und Mitarbeiter auf chemische Weise
L-Cys an ein Peptid-Lys, um anschlieend eine NCL mit dem
Ub(1-75)-Thioester zu bewirken. Nach dem NCL-Schritt
wurde Cys zu Ala desulfuriert und das ubiquitinierte Bio-
konjugat mit der Mutation G76A im Ub erhalten (Sche-
ma 7C). Die Anwendung dieser Methode in der Synthese
ubiquitinierter Analoga des H2B-Proteins!"*! wird in Ab-
schnitt 5.5 diskutiert.

Die Arbeitsgruppen von Muir und Zhuang beschrieben
unabhingig voneinander die Verwendung einer Disulfidbin-
dung als Ersatz fiir die Isopeptidbindung, wobei sie sich den
natiirlichen Cys-Rest in einem Protein zunutze machten
(Schema 7D).l7-1%81 Mit dieser genetischen Methode ist es
prinzipiell moglich, jedes Protein an einer spezifischen Bin-
dungsstelle zu ubiquitinieren. Die leichte chemische Reduk-
tion der Disulfidbindung in biologischen Systemen und die
notige Verwendung von Reduktionsmitteln bei vielen bio-
chemischen Experimenten konnten die Anwendbarkeit der
Methode jedoch einschranken. Dariiber hinaus ist die Me-
thode auf Proteine mit einem einzigen Cys beschrinkt. Die
Methode konnte gut eingesetzt werden, um die Rolle der
Ubiquitinierung in zwei unterschiedlichen Proteinen zu un-
tersuchen; diese Beispiele werden in Abschnitt 5.5 ndher
diskutiert.

In weiteren Studien zur Einfithrung neuer Surrogate von
Isopeptidbindungen entwickelten Ovaa und Mitarbeiter eine
Methode zur Herstellung ubiquitinierter Peptide, deren na-
tiirliche Isopeptidbindung durch eine Oximverkniipfung er-
setzt ist (Schema 7E).'*! Die Methode umfasst die Synthese
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zweier kurzer, von K48- und K63-verkniipften Di-Ub-Ketten
abstammender Peptide, die die Umgebung der Isopeptid-
bindung des proximalen Ub nachahmen. Der Lys-Rest in
beiden Peptiden wurde durch Aminoxyacetyl-L-diaminopro-
pionsdure ersetzt, um das nichtnatiirliche Isopeptid ortsspe-
zifisch einzufithren. Ub(1-74) mit einer Aminobutanal-
Funktion reagierte mit dem Aminoxypeptid unter Bildung
der Oximbindung. Mithilfe dieser Biokonjugate konnten
Oberflichenplasmonenresonanzstudien durchgefiithrt wer-
den, um den Einfluss der Peptidsequenz in der Umgebung der
Isopeptidbindung auf die Sperzifitit bekannter DUBs wie
USP7, USP4 und USP21 zu untersuchen. Die Bindungsstu-
dien ergaben, dass die getesteten DUBs zwischen den ver-
schiedenen stabilen Ub-Biokonjugaten differenzieren
konnen, und dass die Peptidsequenz, die die Isopeptidbin-
dung flankiert, eine wichtige Rolle fiir die Selektivitat spielt.

Mootz und Mitarbeiter setzten Cu'-katalysierte Klick-
reaktionen zur Herstellung SUMOlierter und ubiquitinierter
Substrate mit einer Triazolverkniipfung ein (Schema 7F).07
Die Methode umfasst die Intein-basierte Expression von
SUMO1, SUMO?2, Hefe Smt3 und Ub, in dem die beiden Gly-
Reste am C-Terminus ausgespart wurden, mit anschlieBender
Substitution der Thioesterfunktionalitdt durch Propargyl-
amin. Die Seitenkette des Cys im Substrat wurde mit Iod-
acetamidethylazid zur Einfithrung der Azidfunktion alkyliert,
um die Bildung des Triazols aus den beiden Vorstufenmole-
kiilen zu ermoglichen. Die Methode wurde auch zur Synthese
des SUMO-haltigen SUMO-spezifischen E2-Enzyms (Ubc9)
unter Verwendung von p-Azidophenylalanin verwendet, um
den Einfluss von SUMO?2 auf die enzymatische Aktivitdt von
UbcY zu untersuchen.'’!l Die Studie zeigte, dass SUMO-
yliertes Ubc9 mit SUMO?2 eine verdnderte Substratpréiferenz
fiir Sp100- und RanGAP-Proteine hat, wie dies zuvor auch fiir
SUMOI1 aufgedeckt wurde.'? Die Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die SUMOylierung von Ubc9 ein allgemeiner Me-
chanismus dieses Enzyms sein konnte, mit dem es die Diffe-
renzierung seiner Zielmolekiile reguliert.

Rubini und Mitarbeiter nutzten ebenfalls eine Klick-
reaktion zur Herstellung von Lys-verkniipften Di-Ub-
Ketten.'” Hierbei wurde der Lys-Rest des proximalen Ub
durch ein Propargyl-geschiitztes Lys ersetzt, wihrend das C-
terminale Gly des distalen Ub durch Azidohomoalanin er-
setzt wurde (Schema7G). Es wurde gefunden, dass die
Ketten mit der Triazolverkniipfung durch die Ubiquitinie-
rungsmaschinerie erkannt werden. Mootz und Mitarbeiter
nutzten ebenfalls Klickchemie zur Herstellung von Lys-ver-
kniipften Di-Ub-Analoga. Sie erhielten Triazol-modifizierte
Ketten in Mengen zwischen 100 pg bis einigen mg, was die
Untersuchung ihrer Bindungsaffinitét fiir die UBA-Doméne
des Mud1-Proteins ermoglichte.'’*! Das K48-Analogon ging
die stdrkste Bindung ein, die K27- und K11-Triazolanaloga
banden schwicher, und die iibrigen Ketten zeigten keinerlei
Bindung an diese Domine.

Da die Spezifitit einer Ub-Kette in hohem Male durch
ihre charakteristische Konformation bestimmt wird, ist es fiir
vergleichende Messungen entscheidend, dass eine Modifika-
tion der Verkniipfungsart die Konformation nicht stort.
Bisher ist allerdings unklar, welchen Einfluss der Austausch
einer Isopeptidbindung auf die Dynamik und die Konfor-
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mation einer spezifischen Kette hat. Prinzipiell ist nicht aus-
zuschlieBen, dass strukturelle Eigenschaften veridndert
werden, was dann zu fehlerhaften Analysen fithren kann. Da
die hier beschriebenen Synthesestrategien auf Expressions-
methoden basieren, sollte es moglich sein, markierte Ub-
Bausteine (z. B. °N) fiir NMR-Studien zu erzeugen, an denen
der Effekt von Isopeptidmimetika mit Blick auf die oben
genannten Aspekte untersucht werden konnte.

5.4. Synthese von Ub-Ketten mit natiirlichen Isopeptidbindungen

Ein wichtiger Fortschritt in der chemischen Biologie des
Ub war die Entwicklung von Strategien zur Herstellung von
hochgradig homogenen Ub-Ketten, ohne dabei die fiir jede
Kette spezifische enzymatische Maschinerie heranziehen zu
miissen. In dieser Hinsicht gelang unserer Arbeitsgruppe
erstmals die Herstellung von Lys-verkniipften Di-Ub-Ketten
mithilfe eines vollstindig synthetischen Ansatzes."” Unsere
Methode beruhte auf der Synthese
des proximalen Ub aus zwei Frag-
menten Ub1C (Ub46-76) und UbIN
(Ub1-45), das das 6-Mercaptolysin in HS A)
gewiinschter P051t19n enthielt (Sche- H2N

ma 8A). Das proximale Ub wurde

anschlieBend  durch  &-Mercap-

tolysin-vermittelte ICL mit dem dis- NCL, /™NH
talen Ub-Thioester verkniipft. Ein s
Desulfurierungsschritt  tiberfiihrte

den Cys46-Rest in jeder Di-Ub-
Kette in das natiirliche Ala46 und
entfernte gleichzeitig den Thiol-
Henkel der Isopeptidbindung, wo-
durch die natiirliche Di-Ub-Struktur
entstand. Die Ketten wurden in mg-
Mengen und mit hoher Reinheit er-
halten. Thre korrekte Faltung wurde

Ub1(A46C)

CD-spektroskopisch bestédtigt, und Methoxylamin,
ihre Aktivititen gegeniiber den pH 4
beiden DUBs UCH-L3 und IsoT

wurden untersucht. IsoT vermittelt

den Abbau von nichtverankerten NH,

PolyUb-Ketten in vivo.'’*” Unsere HS
Ergebnisse zeigten, dass IsoT die
meisten dieser Ketten spalten kann,
was die groBe Substratbandbreite
dieses Enzyms bestitigt, wohingegen
UCH-L3 keinerlei Aktivitidt gegen
eine dieser Ketten aufwies."”!

Wir nutzten einen Semisynthe- v
seansatz zur Isotopenmarkierung
einzelner Segmente von Ub-Ketten,
um deren monomerspezifisches mo-
lekulares Verhalten aufzukliren.!”!
Die schwachen Wechselwirkungen
zwischen den Monomeren der Ub-
Ketten erschweren die strukturelle
Charakterisierung durch Rontgen-
strukturanalyse, dennoch gab es be-

Ub1(K*27)

R' = CH,CH,CO,H, R*=
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SR3

Ub1(K*6) Ub1(K*29)
Ub1(K*11) Ub1(K*33)

1. ICL, Ub2-SR'
2. Desulfurierung

K6-(Ub2-Ub1)

K1 1-(Ub2-Ub1)
K27-{Ub2-Ub1)
K29-(Ub2- Ub1)
K33-(Ub2-Up1)( Ub1 )

Schema 8. Synthese vollstindig Lys-verkniipfter Di-Ub-Ketten: A) vollsynthetischer Ansatz; B) enzy-
matischer Ansatz in Kombination mit chemischen Methoden. K* =98-Mercaptolysin,
CH,CH,SO;H, R*=
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reits mehrere erfolgreiche Studien.>3%%-971%] Dje Schwie-
rigkeiten sind darauf zuriickzufiithren, dass die Ub-Ketten
entweder nicht kristallisieren oder dass die resultierenden
Kristallstrukturen oftmals nicht die physiologisch relevanten
Konformationen in Losung widerspiegeln.*?%%! Dies
macht die NMR-Spektroskopie zu einem sehr wichtigen
Werkzeug zur Untersuchung der Konformation und Dynamik
dieser Ketten. Leider ist es aufgrund der homopolymeren
Beschaffenheit der PolyUbs nahezu unmoglich, die NMR-
Signale der individuellen Ub-Einheiten der Kette aufzulsen,
sofern die Ubs nicht durch Isotopenmarkierung differenziert
werden.

Um diese Herausforderungen anzugehen, stellten wir
K48- und K33-verkniipfte Di-Ub-Ketten mit einheitlich °N-
angereichertem distalem Ub her. Wir verwendeten moderne
NMR-Methoden basierend auf Isotopen-Editing/Filterung,
um die distalen und proximalen Ubs in ein und derselben
Kette zu untersuchen.”! Diese Studie ermoglichte erstmals
die Charakterisierung der Struktur, der lokalen intramono-

/™NH
B
s ) o
HS SPPS Ub2(1-76) OH
HN™ N Ub1C E1, ATP
NCL,

(@]
/\NH

NH,
HS o
S
+  (Upb2(1-78) " ~gR2
Ub1(G76V)

Ub1(A46C)

Ub1(K*6)
Methoxylamin, Ub1(K*11) 1.1CL
pH 4 Ub1(K*27) 2. Desulfurierung
Ub1(K*29)
Ub1(K*33)
Ub1(K*48)
NH, Ub1(K*63)
HS
Ub1(K*48)
Ub1(K*63) K8[Ub2-Ub1(G76V)]
K11[Ub2-Ub1{G76V}]
\ ] K27[Ub2-Ub1{G76V}]
K29[Ub2-Ub1(G76V})]
ot K33[Ub2-Ub1(G76V}]
1.1CL, Ub2-SR K48[Ub2-Ub1(G76V)]
2. Desulfurierung K63[Ub2-Ub1(G76V)]
A O O
Ub2 NH

K48-(Ub2-Ub1)
K63-(Ub2- Ub1)

Ub1(G76V)

CH,CH,CO,Me.
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meren Dynamik, der konformativen Eigenschaften und der
Ligandenbindungseigenschaften von K33-verkniipftem Di-
Ub. Die NMR-Daten offenbarten relativ schwache Kontakte
zwischen den Doménen in K33-verkniipftem Di-Ub, die iiber
die hydrophobe Region des distalen Ub vermittelt werden.
AuBlerdem zeigten unsere Daten, dass UBA2 von hHR23A
die K33-verkniipfte Kette zehnfach schwicher bindet als die
K48-verkniipfte Di-Ub-Kette, was darauf hindeutet, dass
diese Kette nicht als Signal fiir den proteasomalen Abbau
dient. Eine Beschrinkung unserer Methode besteht darin,
dass das proximale Ub chemisch synthetisiert wird und es sehr
schwierig ist, es auf die gleiche Art zu markieren wie das
exprimierte distale Ub. Ein neuer Ansatz unter Verwendung
von genetisch kodiertem d8-Mercaptolysin konnte hier Ab-
hilfe schaffen und es erméglichen, gewiinschte Markierungen
in sowohl das distale als auch dsa proximale Ub einzufiih-
ren.!™

Kurz nach Erscheinen unserer Veroffentlichung zur Syn-
these der Lys-verkniipften Di-Ubs beschrieben Ovaa und
Mitarbeiter eine Semisynthese dieser Zielmolekiile (Sche-
ma 8B).** Die Autoren erzeugten das proximale Ub durch
direkte Synthese an festen Phase (siche Abschnitt 5.1) unter
Verwendung von §-Mercaptolysin™” zur Vermittlung des
ICL-Schrittes. Ein sehr interessanter Aspekt dieser Synthese
ist der Einsatz des E1-Enzyms zur Herstellung des distalen
Ub in Form des Thioesters. Gly76 wurde im proximalen Ub zu
Val mutiert, um eine Aktivierung des C-Terminus als Thio-
ester durch das E1-Enzym zu vermeiden.

Das Konzept der Verwendung des E1-Enzyms zur Her-
stellung des Ub-Thioesters wurde durch Fushman und Mit-
arbeiter auf die Synthese von Di- und Tri-Ub-Thioestern
ausgeweitet. Die Autoren modifizierten aufBlerdem die
GOPAL-Strategie, ™ indem sie anstelle von Cbz die unter
milden Bedingungen abspaltbare Alloc-Schutzgruppe ein-
setzten. Auf diese Weise erzeugten sie K11-verkniipfte Di-,
Tri- und Tetra-Ubs, K33-verkniipftes Di-Ub und gemischte
Verkniipfungen von K11 und K33 in der Tri-Ub-Kette. Durch
Markierung einzelner Segmente gelang es auflerdem, das
mittlere Ub im homogenen und gemischt-verkniipften K11-
Tri-Ub NMR-spektroskopisch zu charakterisieren.['”)

Die Arbeitsgruppen von Liu und Liu beschrieben eben-
falls eine Synthese der K48-verkniipften Di-Ub-Kette. Das
proximale Ub wurde durch sequentielle Ligation aus drei
Fragmenten aufgebaut, wobei K48 durch y-Mercaptolysin
ersetzt wurde, um die Ligation des Riickgrats und des Iso-
peptids zu ermoglichen.['”

Die Arbeitsgruppen von Chin und Komander nutzten die
in Abschnitt 5.2 beschriebene GOPAL-Strategie®®! zur Her-
stellung von K6- und K29-verkniipften Di-Ub-Ketten. Dies
ermoglichte erstmals die Aufkldrung der Kristallstruktur der
K6-verkniipften Di-Ub-Kette, die eine kompakte, asymme-
trische Konformation erkennen lie, in der die bekannte hy-
drophobe Region des proximalen Ub mit einer bis dahin
unbekannten hydrophoben Region bestehend aus L71, 136
und L8 des distalen Ub wechselwirkt. Die Autoren testeten
auBlerdem elf DUBs aus verschiedenen Familien auf ihre
proteolytischen Aktivitditen und Spezifititen gegeniiber
diesen Ub-Ketten. Interessanterweise zeigte das TRABID-
Enzym, das als spezifisch fiir K63-verkniipfte Ketten ange-
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nommen wurde, eine 40-fach hohere Spaltungseffizienz ge-
geniiber K29-verkniipftem Di-Ub.

Mit der Verfiigbarkeit aller Arten von Di-Ub-Ketten be-
steht die Moglichkeit, diese in vergleichenden Studien zu
untersuchen. Solche Experimente konnen Aufschluss iiber
die Beziehung zwischen einer Kettenstruktur und ihrer Bin-
dungsaffinitdt und -spezifitit gegeniiber verschiedenen UBDs
und DUBs geben. Zum Beispiel testeten Sixma und Mitar-
beiter alle verfiigbaren Di-Ub-Ketten gegen zwolf USP-Iso-
peptidasen und fanden, dass die Enzyme alle Verkniipfungen
hydrolysierten, ohne dabei eine besondere Spezifitét fiir eine
bestimmte Kette zu zeigen."® In einer #hnlichen Studie
fiihrten Komander und Mitarbeiter ein umfassendes Scree-
ning aller Di-Ub-Ketten gegen die humane Ovarialkarzinom-
Doméne von TRABID durch und fanden, dass dieses Enzym
spezifisch sowohl die K29- als auch die K33-verkniipfte Kette
hydrolysiert. Interessanterweise brachte diese Studie eine
neue UBD-Domine bestehend aus Ankyrin-Wiederho-
lungseinheiten zum Vorschein, die sich als entscheidend fiir
die katalytische Aktivitdit und Spezifitit von TRABID
erwies.'®J

Die oben beschriebenen Studien mit Di-Ub-Ketten lie-
ferten niitzliche Informationen iiber verschiedene Aspekte
der Ub-Biologie und werden auch in Zukunft wichtig fiir das
Gebiet sein. Dariiber hinaus gilt aber weiterhin ein Haupt-
augenmerk der Synthese von Ketten, die unterschiedliche
Verkniipfungsarten (Abbildung 2) und eine zunehmende
Anzahl an Ub-Monomeren iiber Di-Ub hinaus enthalten.
Mehrere In-vitro-Studien deckten z.B. auf, dass zwar die
meisten UBDs an das Ub-Monomer binden, dass aber eine
steigende Zahl an Ub-Einheiten in einer spezifischen Kette
zu einer starkeren Bindung fithren kann und moglicherweise
auch die zellulédre Spezifitdt der Wechselwirkung mit anderen
Proteinen, wie z. B. DUBs, verstirkt wird.”'7>%1:8 Auch kann
es sein, dass die von einer Di-Ub-Kette iibernommene
Strukturinformation die native Struktur der lingeren Kette,
z.B. Tetra-Ub, nicht vollstindig reprasentiert.’” Ein weiteres
Beispiel fiir die Bedeutung der Kettenldnge und ihren Ein-
fluss auf das Schicksal ubiquitinierter Proteine kann im Falle
der K48-verkniipften Kette beobachtet werden. Es war all-
gemein akzeptiert, dass das minimale Signal fiir einen pro-
teasomalen Abbau eine Kette aus vier Ub-Molekiilen ist.!"*
Dennoch wurde gefunden, dass einige verhéltnisméBig kleine
Proteine effizient in ihrer monoubiquitinierten Form abge-
baut werden.”#**13 Fiir andere Ketten ist die zur Weiter-
leitung eines bestimmten Signals bevorzugte Linge noch
unklar. Infolgedessen ist die Herstellung von Ketten unter-
schiedlicher Léngen in freier oder verankerter Form ent-
scheidend, um einige der offenen Fragestellungen in diesem
Gebiet 16sen zu konnen.

Mit Blick auf diese Aspekte berichteten wir kiirzlich iiber
die erste chemische Totalsynthese einer verankerten K48-
verkniipften Tetra-Ub-Kette. Die Kette besteht aus 304
Aminoséduren und ist damit das bisher ldngste chemisch syn-
thetisierte Protein.® Zum Aufbau der Kette setzten wir li-
neare und konvergente Strategien ein, wobei der Schliissel-
schritt der Aufbau von Di-Ub mit einer C-terminalen Thio-
esterfunktionalitdt war (Schema 9). Bei der Entwicklung und
Umsetzung dieser Synthesestrategie waren allerdings meh-
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rere Hindernisse zu beseitigen. Da z.B.
mehrere Ligationsschritte zum Aufbau
der verschiedenen Ub-Bausteine und
der finalen Konjugation des Tetra-Ub
notig waren, blieb die Ausbeute zunéchst
relativ gering. Auch erschwerte die Ge-
genwart von sieben Thiolgruppen in der
letzten Stufe die vollstindige Desulfu-
rierung, sodass wir gezwungen waren,
die Cys46-Reste in jedem Baustein ein-
zeln zu desulfurieren, bevor wir die
finale Konjugation des Tetra-Ub mit der
korrekten Faltung und der gewiinschten
Aktivitat gegeniiber IsoT vornehmen
konnten.

Wir konnten diese Hindernisse
kiirzlich iiberwinden, indem wir die Bausteine direkt an einer
Festphase herstellten, wodurch sich die Zahl an Ligations-
schritten und Thiolgruppen verringern lieB."* Auf diese
Weise gelang es uns, einen Satz ubiquitinierter Peptide un-
terschiedlicher Kettenldngen (Mono-, Di-, Tri- und Tetra-)
und Verkniipfungsarten (K63, K38) in einem effizienten,
konvergenten Prozess herzustellen (Abbildung 6). Wir ver-
wendeten diese Sédtze ubiquitinierter Peptide, um erstmals die

NH,

SH
NH,

SH

HNﬁ
s o
+
O 1.1CL Ub2
)J\ 2. Methoxylamin, pH4
SR

O,N
by +

S e}

N
o
N 1.1CL

]
CHz NHz 2 uv

+ 3. MPA, pH1
O
SR

NH

Ub1

SH

Ub4
Ub3

Schema 9. Konvergenter Ansatz zur Herstellung von Tetra-Ub. Die Ub-Bausteine 1-4 wurden chemisch

synthetisiert. R=CH,CH,CO,H.

Aktivitat zweier DUBs, UCH-L3 und IsoT, zu bestimmen.
Unsere Studie zeigte deutlich auf, dass mit steigender Ket-
tenldnge die Hydrolyseeffizienz sank, obgleich UCH-L3 das
Tripeptid vom proximalen Ub beider Kettenarten (K48 und
K63) abspalten kann. Das Absinken der Spaltungseffizienz
war bei den K63-verkniipften Ketten starker ausgeprigt als
bei der K48-verkniipften Kette.
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FK-T

FKT

Abbildung 6. Das Tripeptid FKT, verkniipft mit Mono-, K48- oder K63-Di-, Tri- und Tetra-Ub.

5.5. Synthese und Semisynthese monoubiquitinierter Proteine

Die oben beschriebenen Methoden zum Aufbau der na-
tiven Isopeptidbindung und ihren Mimetika konnten auch zur
Synthese monoubiquitinierter Proteine genutzt werden. Dies
ermoglichte eine Vielzahl von Studien zur Analyse des Ein-
flusses der Monoubiquitinierung auf die Proteinstruktur und
-funktion. Die Produkte wurden mit hoher Homogenitit und
in relativ groBen Mengen er-
halten. Interessanterweise
zeigten neue Proteomikstudi-
en, dass die Monoubiquitinie-
rung eine Hauptform der
Mannigfaltigkeit von Ub-Bio-
konjugaten ist.””!

Die Synthese von mono-
ubiquitiniertem H2B stellt das
erste Beispiel fiir die Anwen-
dung chemischer Methoden in
Kombination mit einer Semi-
synthese zur Herstellung eines
monoubiquitinierten Proteins
dar. Das H2B-Protein ist eines
der vier Histon-Proteine
(H2A, H2B, H3 und H4), die
das Nukleosom bilden, das von
147 Basenpaaren der DNA im
eukaryotischen Chromatin
umbhiillt ist.'*"! Histone unter-
liegen verschiedenen post-
translationalen  Modifikatio-
nen, z.B. Phosphorylierungen,
Acetylierungen und Ubiquiti-
nierungen, und zwar iiberwie-
gend an ihren N-und C-termi-
nalen Enden. Diese Modifikationen spielen wesentliche
Rollen bei der Regulierung der Chromatindynamik, der
Genexpression und der DNA-Reparatur.'* 1% Das Histon
H2B liegt in Sdugetieren an K120 monoubiquitiniert vor, und
kiirzlich wurde beschrieben, dass es auch an K34 eine Mo-
noubiquitinierung eingeht."®! Trotz intensiver Studien zur
Rolle der K120-Ubiquitinierung bleiben jedoch mehrere
Fragen offen. Zum Beispiel weifs man noch nicht, wie ubi-
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quitiniertes H2B in Chroma-
tin erkannt und von den be-
kannten DUBs verarbeitet
wird, ob es Kreuzbeziehun-
gen zwischen den verschie-
denen PTMs gibt und wie
sich diese zahlreichen Modi-
fikationen auf die Regulie-
rung der Genexpression aus-
wirken. Ein wichtiges Hin-
dernis bei entsprechenden
Studien war das Fehlen ge-
eigneter Reagentien auf der

NCL
e}

A. Brik und L. Spasser

1. NCL
2. UV (365 nm) HS

Basis von homogen ubiquiti- SR o SHH K120 Desulfurierung K120

niertem H2B. NLWN H28(1-125)
Eine spezielle Frage be- Sl <

trifft die Kreuzbeziehung

zwischen der Ubiquitinie- o o]

rung und der Methylierung B) HzN\:)LNH \frH\)kNH

von K79 von H3. Diese Mo- 0 HS/: 1.NCL _ 0

difikation, die eine der wich- SR3 s § r;;lgroxylamm o

tigsten PTMs darstellt, be- i < H ' SR® K120

einflusst die Chromatin- N N 4. Desulfurierung H2B(1-125)

struktur und reguliert die H o

Genexpression. Friihere

Daten zeigten eine Korrela- ¢, NO,

tion zwischen der Ubiquiti- o N~ |

nierung und einer verstérk- NH s H

ten Methylierung von K79, Kl R S Disulfid-Austausch 3 \L

die durch die K79-spezifische S

Methyltransferase =~ DotlL SH s

(disrupter of telomeric silen- (K1£10$:3) _N ("“200“

cing 1-like)  Kkatalysiert (Ogl\l@ S}— H2B(1-125)

wird. 'l Der Mechanis- 2

mus einer solchen Kreuzbe-
ziehung blieb allerdings un-
bekannt. Es wurde vorge-
schlagen, dass die Ubiquiti-
nierung von H2B direkt eine K79-Methylierung induzieren
konnte, entweder durch eine Anderung der nukleosomalen
Zuginglichkeit oder durch die Verstirkung der enzymati-
schen Funktion.['*1%]

Um Aufschluss iiber diesen Prozess zu erhalten, entwi-
ckelten Muir und Mitarbeiter eine Semisynthese zur erstma-
ligen Herstellung von monoubiquitiniertem H2B (Sche-
ma 10 A)."*"1 In jhrer Synthese wurde das H2B in zwei
Fragmente aufgeteilt: H2B(1-116) und H2B(117-125) von
denen das letztere mit einem photolytisch aktiven Auxiliar
ausgestattet (Abschnitt 5.2) und zusitzlich am N-Terminus
mit orthogonal geschiitztem Cys (urspriinglich Alal17) ver-
sehen wurde. Der Aufbau des ubiquitinierten H2B begann
mit einer Auxiliar-vermittelten Ligation des H2B(117-125)-
Peptids mit dem Ub(1-75)-Thioester, wobei unter Lichtein-
wirkung simultan das Auxiliar und die 2-Nitrobenzylgruppe
abgespalten wurden und so ubiquitiniertes H2B(117-125) in
moderater Ausbeute resultierte. Im Anschluss daran wurde
dieses Fragment mit exprimiertem H2B(1-116)-Thioester li-
giert, um das ubiquitinierte H2B(A117C) in voller Linge zu
erhalten. Durch einen abschlieenden Desulfurierungsschritt
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Schema 10. Strategien zur Herstellung von Ub-H2B (iber native und nichtnative Isopeptidbindungen.
R' = (CH,);C(O)NHCH;, R*=CHjs, R*=CH,CH,SO;H.

wurde Cys117 in Alal17 iiberfiihrt, und es entstand das native
ubiquitinierte H2B in hervorragender Reinheit.

Die semisynthetische Variante des ubiquitinierten H2B
wurde erfolgreich in das Histon-Oktamer mit rekombinan-
tem Wt-H2A, H3 und H4 eingebaut. Auch andere modifi-
zierte Histon-Oktamere mit rekombinantem mutiertem H3-
(K79R) mit und ohne ubiquitiniertem H2B wurden herge-
stellt. Dinukleosomen mit asymmetrischer Insertion von
ubiquitiniertem H2B und H3(K79R) wurden ebenfalls ge-
bildet. Biochemische Untersuchungen zeigten, dass ubiquiti-
niertes H2B direkt die Methylierung von H3K79 durch
DotlL aktiviert. Dariiber hinaus waren die asymmetrischen
Dinukleosomen ein Nachweis dafiir, dass eine effiziente
Methylierung von H3K79 die Gegenwart von ubiquitiniertem
H2B in demselben Nukleosom erfordert, was eine direkte
biochemische Kreuzbeziehung zwischen der Methylierung
und der Ubiquitinierung an separaten Histon-Proteinen in-
nerhalb eines Nukleosoms belegt.

In Anbetracht der moderaten Ausbeute und des relativ
langsamen Auxiliar-vermittelten Ligationsschrittes begannen
Muir und Mitarbeiter mit der Suche nach alternativen Stra-
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tegien fiir die Synthese von monoubiquitiniertem H2B
(Schema 10B,C). Zwei Strategien wurden entwickelt, die
zwar eine effiziente Synthese erméglichten, andererseits aber
die native Struktur des ubiquitinierten H2B beeintrachtigten.
Bei der ersten Methode wurde mit Ub-G76C verzweigtes
H2B(117-125) fiir die NCL mit dem Ub(1-75)-Thioester ver-
wendet. Die nach der NCL noch ausstehenden Schritte dh-
nelten der vorangegangenen Strategie, wobei der abschlie-
Bende Desulfurierungsschritt das ubiquitinierte H2B-Kon-
strukt mit einer G76A-Mutation ergab (Schema 10B).['5¢!
Trotzdem stimulierte dieses Analogon die DotlL-Aktivitét
auf dhnlichem Niveau wie der Wildtyp. Den Autoren gelang
es, eine kinetische Charakterisierung der DotlL-Aktivitat
anhand der ubiquitinierten H2B-haltigen Nukleosome
durchzufithren, wiahrend man in fritheren Untersuchungen
auf Peptid- und Proteinsubstrate zuriickgegriffen hatte.
Hierbei wurde eine Beschleunigung der katalytischen Wir-
kung von Dot1L auf nukleosomale Substrate festgestellt. Um
die Bedeutung der strukturellen Eigenschaften von Ub fiir die
Aktivitdt von DotlL zu beurteilen, wurde Ub durch Smt3
(UDbl) ersetzt. Dieser Wechsel fithrte zu einem Ausbleiben der
DotlL-Stimulierung, was wahrscheinlich in der spezifischen
Erkennung der Ub-Oberfliche begriindet ist. Interessanter-
weise hatte eine Mutation von zwei der drei Aminosduren der
hydrophoben Region in Ub (L8A/I44A) (zusdtzlich zu
G76A) keinen Einfluss auf den Methylierungsschritt, was
darauf hindeutet, dass die hydrophobe Region nicht an der
Erkennung von DotlL beteiligt ist.

Trotz der Tatsache, dass dieses Ub-H2B-Analogon die
Isopeptidbindung enthélt, konnte der Austausch von G76A
die Aktivitdten von DUBs beeinflussen, die bekannte Spezi-
fitdten fiir Ub-H2B aufweisen, z.B. das deubiquitinierende
SAGA-Modul.®*"! Dies verbleibt zu priifen, um die An-
wendung dieses Ub-H2B-Analogons auf Studien von DUBs
erweitern zu konnen.

Die zweite von Muir und Mitarbeitern beschriebene
Strategie zur Synthese von monoubiquitiniertem H2B basiert
auf einer Disulfidverkniipfung als Ersatz fiir die Isopeptid-
bindung (Schema 10C).""”) Um dies zu erreichen, wurde
Lys120 zu Cys mutiert, wahrend eine Intein-vermittelte
Thioumesterung mit Cysteamin einen Thiol-Henkel am C-
Terminus des Ub erzeugte. Im Anschluss daran wurde das
H2B(K120C), nach Aktivierung mit 2,2’-Dithiobis(5-nitro-
pyridin) (DTNP), mit dem Ub-Thiol umgesetzt und das Di-
sulfid-Analogon von ubiquitiniertem H2B erhalten. Bemer-
kenswert ist, dass dieses Analogon eine gegen DotlL stabile
Methylierung aufweist. Mit dieser Methode gelang die Syn-
these eines kleinen Satzes an ubiquitinierten H2B, wobei die
Position der Ubiquitinierung von H2B (108, 116, 125) sowie
Position 22 von H2A verindert wurden, sodass Ub an unter-
schiedlichen Oberflichenstellen des Nukleosoms prisentiert
wurde. Interessanterweise stimulierte die Ubiquitinierung
von H2B in Position 125 und von Position 22 in H2A (die in
der Nihe der Bindungsstelle des Ub in nativem ubiquiti-
niertem H2B liegt) einen GroBteil der DotlL-Aktivitit.
Ubiquitinierung in den Positionen 108 und 116 verminderte
die Dot1L-Aktivitdt dagegen deutlich.

Unter Verwendung des Disulfid-Analogons von ubiqui-
tiniertem H2B untersuchten Muir und Mitarbeiter auch den
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Einfluss der Ubiquitinierung auf die lokale und hohere
Ordnung von Chromatinfasern."” Die dynamische Struktur
mit unterschiedlichen Zustdnden ist eine bemerkenswerte
Eigenschaft des Chromatins und spielt eine wichtige Rolle bei
der Genregulierung. Die Primérstruktur des Chromatins
faltet sich zu einer kompakten Sekundérstruktur aus 30 nm
groBBen Fasern sowie zu einer riesigen Tertidrstruktur, die
letztlich ein vollstindiges Chromosom bildet. Die Verdich-
tung der Fasern wird durch PTMs reguliert,"* z. B. durch eine
Acetylierung von K16 in H4.”! Trotz mehrerer Vorschlige
und Modelle zum Einfluss der Ubiquitinierung auf die Sta-
bilisierung des Nukleosoms'*? stand eine detaillierte
Analyse dieser Modifikation auf die Chromatin-Verdichtung
lange Zeit aus. Muir und Mitarbeiter nutzten ihre chemisch
definierten Nukleosom-Arrays in Kombination mit einem
Fluoreszenzpolarisationsassay, um Aufschluss iiber diesen
Prozess zu erlangen. Dabei zeigte sich, dass die Ubiquitinie-
rung auf eine Weise mit der Verdichtung der Chromatinfasern
interferiert, die eine offene und zugingliche Konformation
der Fasern zur Folge hat. Zwei bedeutsame Erkenntnisse
konnten aus dieser Studie gewonnen werden: 1) Ubiquiti-
niertes H2B und acetyliertes H4 beeinflussten die Chromatin-
Verdichtung iiber unterschiedliche Mechanismen, und sofern
beide Modifikationen vorhanden sind inhibieren sie die
Chromatinstruktur hoherer Ordnung auf synergistische
Weise. 2) Der Ersatz von Ub in Ub-H2B durch Hubl, einem
Ubl mit dhnlicher Faltung und zu 23 % mit Ub iibereinstim-
mender Sequenzhomologie, bewirkte keine signifikante
Chromatin-Verdichtung. Das letztere Ergebnis spricht dafiir,
dass das Aufreilen der Faser spezifisch fiir Ub ist, was ver-
mutlich auf dessen einzigartige Oberfldche und nicht auf eine
sterische Hinderung zuriickzufiihren ist.

Parallel zu den Arbeiten von Muir et al., die einen Thiol-
Austausch fiir den Aufbau von Ub-H2B-Analoga nutzten,
beschrieben Zhuang und Mitarbeiter eine sehr &hnliche
Vorgehensweise zur Synthese von ubiquitiniertem PCNA
(proliferating cell nuclear antigen).'"®®! PCNA ist an der
DNA-Replikation und DNA-Reparatur, der Kontrolle des
Zellzyklus und der Chromatin-Remodellierung beteiligt.”®!
Es ist auBerdem dafiir bekannt, Monoubiquitinierungen in
Position 164 einzugehen (Schema 11 A), was eine entschei-
dende Rolle in der eukaryotischen Transldsionssynthese
(TLS) spielt.?™ Bei der DNA-Reparatur erfordert der Pro-
zess den Ersatz der replikativen Polymerase durch eine
nichtklassische Polymerase, ein Vorgang, an dem ubiquiti-
niertes PCNA mitwirkt. Im Speziellen erhoht ubiquitiniertes
PCNA die Affinitit von TLS-Polymerasen wie Poln, das eine
UBD fiir PCNA besitzt und die TLS-Polymerasen zu DNA-
Schadstellen rekrutiert. Die Rekonstitution von ubiquiti-
nierter PCNA invitro unter Zuhilfenahme der enzymati-
schen Maschinerie ergab nur wenige pg dieses Biokonjugats.
Mithilfe der beschriebenen Disulfidmethode (Schema 11B)
gelang es jedoch, mg-Mengen eines hochgradig homogenen
PCNA zu erzeugen. Dieses Analogon wies im Vergleich zum
nativen PCNA normale Aktivitdt im Polymeraseaustausch-
test auf. Ermutigt durch diese Ergebnisse wurden mehrere
PCNA-Analoga hergestellt, die in unterschiedlichen Positio-
nen ubiquitiniert waren, darunter K164, K127, K107 und R44.
Interessanterweise hatte die Ubiquitinierungsposition keinen
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tausch und C) Klickchemie.

signifikanten Einfluss auf die Effizienz des Polymeraseaus-
tauschs. Dieser Befund wurde der Tatsache zugeschrieben,
dass Ub aufgrund der Flexibilitdt der Disulfidverkniipfung
einen gro3en Konformationsraum einnehmen kann, was die
Bildung funktioneller terndrer Komplexe mit den Polymera-
sen ermoglicht.

Die Arbeitsgruppen von Marx und Rubini nutzten eben-
falls Klickchemie, um monoubiquitinierte PCNA mit einer
Triazolverkniipfung als Isopeptidsurrogat herzustellen
(Schema 11 C).”* Dieses synthetische Mimetikum von Ub-
PCNA besal3 die Fahigkeit, die DNA-Synthese zu stimulie-
ren, wenn auch in einem geringeren Ausmaf als unmodifi-
ziertes PCNA.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Lashual
unternahmen wir die erste Semisynthese von monoubiquiti-
niertem o-Synuklein (a-syn) als ein erster Schritt zur Auf-
kldrung der Rolle der Ubiquitinierung in der Pathogenese der
Parkinson-Krankheit (PD).”*! Entsprechende Kenntnisse
sind entscheidend fiir das Versténdnis der Biologie von a-syn
und konnen letztendlich zur Identifizierung neuer therapeu-
tischer Zielstrukturen zur Behandlung von PD fiihren.™ Die
Krankheit ist gekennzeichnet durch den Verlust dopaminer-
ger Neuronen sowie die Gegenwart intrazelluldrer, haupt-
sdchlich aus a-syn bestehender Inklusionen, die als Lewy-
Korperchen (LBs, Lewy bodies) bezeichnet werden. Es
wurde berichtet, dass die meisten in LBs gefundenen a-syn-
Spezies mono- oder diubiquitiniert und, zu einem geringeren
Teil, auch an multiplen Lysinresten mehrfach ubiquitiniert
sind.?2®1 Mehrere Arbeitsgruppen haben daher versucht,
die Rolle der Ubiquitinierung bei der Regulierung der a-syn-
Aggregation und der Toxizitédt aufzuklaren.

Eine ortsspezifische Ubiquitinierung von a-syn gelang
unter der Verwendung enzymatischer Mechanismen bisher
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PCNA-Ub

PCNA-55-Ub

~ .
PCNA-1,4-Triazol-Ub ‘%

Schema 11. Synthese von monoubiquitiniertem PCNA durch A) einen enzymatischen Ansatz, B) Thiol-Aus-
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nicht, und demzufolge war es
schwierig, den Einfluss der
Ubiquitinierung an bestimm-
ten Lysinresten zu erfor-
schen.?'*?2 Um dieses Hin-
dernis zu umgehen, beschrie-
ben wir vor kurzem die Semi-
synthese von an K6 monoubi-
quitiniertem a-syn (T7-Ub-a-
syn(K6)). Hierzu erzeugten wir
monoubiquitiniertes a-syn aus
einem rekombinant exprimier-
ten a-syn-Fragment, o-syn(19-
140), das einen N-terminalen
Cys-Rest enthielt, sowie einen
synthetischen Peptidthioester
a-syn(1-18) mit orthogonal ge-
schiitztem 0-Mercaptolysin in
N Position 6 (Schema 12).1% Im
L\ Anschluss an den Ligations-

schritt wurde die Acm-Schutz-
gruppe quantitativ abgespal-
ten, um eine ortsspezifische
Ubiquitinierung an K6 zu er-
moglichen. Der abschlieende
Desulfurierungsschritt  ergab
das native monoubiquitinierte a-syn T7-Ub-a-syn(K6) in
hoher Ausbeute und mit hoher Homogenitit. Die Verbin-
dung wurde zahlreichen biophysikalischen Untersuchungen
unterworfen, die alle auf eine korrekte Faltung hindeuteten.

Boc-SPPS

Expression

|

HS
* §
HoN -Syn(20-140)
o
SR

1.NCL

2. Acm-Abspaltung

NH,

SH

H
N{4-Syn(20-140)
0
1.1CL, T7-Ub-SR!
o}
@ NH 2. Desulfurierung
K&

[ a-Syn(1-140) j

Schema 12. Semisynthese von monoubiquitiniertem a-Synuklein.
R = CH,CH,CONH,, R' = CH,CH,SO;H.
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Interessanterweise  offenbarten ein ThT-Bindungsassay
(ThT=Thioflavin T) und Transmissionselektronenmikro-
skopie (TEM), dass die Ubiquitinierung an K6 eine signifi-
kante Hemmung der a-syn-Fibrillenbildung bewirkte. Diese
Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass die N-terminale
Ubiquitinierung von a-syn die monomere Form dieses Pro-
teins stabilisiert und somit dessen Oligimerisierung und Fib-
rillogenese in vitro verhindert.

Frithere Studien hatten eine enge Verbindung zwischen
der Ubiquitinierung und der Phosphorylierung von o-syn an
S129 innerhalb der Lewy-Korperchen gezeigt.”2%2! Der
Effekt von ubiquitiniertem o-syn auf die Phosphorylierung
wurde allerdings noch nicht untersucht. Interessanterweise
ergaben unsere Studien, dass die Ubiquitinierung an K6 nicht
die Phosphorylierung an S87 und S129 durch phosphorylie-
rende Kinasen beeinflusst.

Unsere Studie belegt eindrucksvoll, welchen Nutzen die
Semisynthese von Proteinen zur Aufkldrung der Rolle von
PTMs bei der Modulation der a-syn-Funktion hat. Es bleibt
noch zu testen, inwieweit die Verlagerung der Ub-Position
von K6 auf andere Aminosiuren, z.B. K23, einen dhnlichen
Effekt auf die Aggregation und die Kinaseaktivitét hat.

Mithilfe der Disulfid-Methode zur Verkniipfung von Ub
mit einem Proteinsubstrat stellten Pratt und Mitarbeiter neun
ubiquitinierte a-syn-Derivate her, in denen K6, K10, K12,
K21, K23, K32, K34, K46 und K96 des a-syn einzeln zu Cys
mutiert waren. Diese Studie zeigte, dass verschiedene Ubi-
quitinierungspositionen unterschiedliche Effekte auf die Bil-
dung von a-syn-Fibrillen ausiiben.*'*!

6. Zusammenfassung und Ausblick

Das Gebiet der Ubiquitine ist dank der Entwicklung
neuer Synthesemethoden in eine neue Ara eingetreten. Mit-
hilfe dieser Methoden lassen sich nun wertvolle Biokonjugate
zur Untersuchung zahlreicher Aspekte der Ub-Biologie zu-
ginglich machen. Verschiedene ubiquitinierte Peptide und
Proteine wurde hergestellt, die gegenwirtig zur Beantwor-
tung fundamentaler Fragen auf diesem Gebiet untersucht
werden. Samtliche Formen von Ub-Ketten mit definierten
Léangen und Arten stehen nun zur Verfiigung, und einige sind
bereits kommerzialisiert. Diese Biokonjugate wurden sowohl
mit der nativen Isopeptidbindung als auch mit anderen,
nichtnativen Verkniipfungen hergestellt, um verschiedene
Aspekte von UBDs, DUBs und E2/E3-Ligasen studieren zu
konnen. Forschungen dieser Art werden unser Wissen dar-
iiber erweitern, wie diese Ub-Maschinerien ihre Funktionen
und Spezifitidten auf molekularer Ebene entwickeln.

Jiingere Fortschritte auf dem Gebiet der genetisch ko-
dierten nichtnatiirlichen Aminosiduren ermoglichten den di-
rekten Einbau von §-Mercaptolysin in rekombinante Protei-
ne, was prinzipiell die Einfithrung von Ub und Ubl an jeder
beliebigen Position eines Proteins unabhéngig von seiner
GroBe erlauben sollte. Diesen Methoden stehen die chemi-
schen Methoden gegeniiber, die sich dadurch auszeichnen,
dass sie eine vollstdndige Kontrolle der atomaren Struktur
erlauben, was fiir eine Vielzahl von Untersuchungen niitzlich
sein konnte, z. B. zur hochspezifischen Markierung der Ketten
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und zur Analyse der Querbeziehungen zwischen PTMs. Mit
den heute verfiigbaren Methoden sollte auch die herausfor-
dernde Synthese polyubiquitinierter Proteine méglich sein.
Hieraus konnten sich interessante Einblicke zum Einfluss der
Kettenldnge und Kettenart auf das Ub-Signal ergeben, z.B.
welche Proteinsubstrate im Anschluss an die Mono- oder
Polyubiquitinierung abgebaut werden.

Die beiden Vorgédnge der Phosphorylierung und Ubiqui-
tinierung von Proteinen weisen mehrere Ahnlichkeiten auf,
wovon man in der Wirkstoffforschung profitieren konnte. !
Wihrend das therapeutische Potential von Kinaseinhibitoren
ausfiihrlich erforscht wurde (was zur Entwicklung mehrerer
Wirkstoffe fiir die Krebstherapie fiihrte), verlauft die Wirk-
stoffentwicklung auf dem Gebiet des Ubiquitins deutlich
langsamer. Durch die hohe Diversitit des Ub-Systems (das in
dieser Hinsicht die Phosphorylierung deutlich tibertrifft) und
aufgrund der Beteiligung einer betrichtlichen Zahl von
Komponenten (E1/E2/E3-Enzyme, DUBs, 19S-Komponente
des Proteasoms) bieten sich mehrere Ansatzpunkte fiir die
Entwicklung von Wirkstoffen, die auf das Ub-System abzie-
len. In dieser Hinsicht glauben wir, dass sich die hier vorge-
stellten chemischen Methoden als duBlerst niitzlich fiir die
Wirkstoffentwicklung erweisen konnten, indem sie z. B. Ub-
basierte Sonden und Assays zur Vereinfachung des Ent-
wicklungsprozesses verfiigbar machen.””"®! Insgesamt glauben
wir, dass diese Strategien in einer Weise zur Erforschung des
Ub-Signals beitragen konnen, die anderweitig nicht moglich
sind.

Diese Arbeit wurde von der Israel Science Foundation und der
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