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Synthetische Todeskiisse: Chemischer Zugang zu ubiquitinierten Proteinen — Erweiterung des

genetischen Codes — Massenspektrometrie von modifizierten Nukleinséuren

Ubiquitinierte Proteine

@ Der hohe Stellenwert der Pro-
teinregulierung durch Ubiquitin in
der eukaryotischen Biologie ist un-
angefochten. Ubiquitinierung ist
langst nicht mehr Gegenstand allein
der biologischen Forschung, son-
dern hat Einzug in die chemische
Proteinsynthese gehalten, wie meh-
rere Arbeiten im letzten Jahr zeigten.

Nichts ist fiir die Ewigkeit

@ Unsere Zellen produzieren un-
entwegt Proteine, doch wie konnen
die Zellen solche Proteine erkennen,
die abgebaut werden sollen? Nahezu
alle Proteine, die das Proteasom ab-
baut, werden zuvor gebrandmarkt.
Diese Markierung erfolgt in Euka-
ryoten durch Konjugation an Ubi-
quitin (Ub), einem hochkonservier-
ten Protein aus 76 Aminosiuren und
einer Molekillmasse von 8,5 kDa.
Errungenschaften
zum Ub-induzierten Proteinabbau
wurden mit dem Chemienobelpreis
im Jahr 2004 an Avram Hershko,
Aaron Ciechanover und Irwine Rose
gewtirdigt.'™

Die Ubiquitinierung ist eine der
haufigsten posttranslationalen Mo-
difikationen (PTM), die erhebliche
Auswirkungen auf Regulierung und
Stabilitat von Proteinen, Zellzyklus,
Transkription, DNS-Reparatur und
Proliferation hat. Die drei Enzyme
El (aktivierendes Enzym), E2
(konjugierendes Enzym) und E3
(Ligase) spielen bei dem Prozess
der Ubiquitinierung eine herausra-
gende Rolle (Abbildung 1), wobei

Fundamentale

30 bis 40 E2- und mehrere hundert
E3-, jedoch nur zwei E1-Varianten
Maschinerie
ausmachen. Gemeinsam vermogen

diese enzymatische
diese Enzyme, C-terminales Glycin
von Ub in Abhangigkeit von ATP
mit einer e-NH,-Gruppe der Lysin-
seitenkette eines Substrates durch
eine Isopeptidbindung zu verknup-
fen. Ein Zielprotein lasst sich ein-
fach (mono-Ub) oder mehrfach
(multi-mono-Ub) modifizieren. Da-
ruber hinaus besitzt Ub selbst sie-
ben Lysine (an den Positionen KO,
K11, K27, K29, K33, K48 und K63)
und die Bildung von linearen und
Ub-Ketten
schiedlicher Lange und Konnektivi-
tat ist moglich (poly-Ub). Daraus
ergibt sich eine ungeheure Komple-
xitat zelluldrer Signale, deren Fehl-

verzweigten unter-

regulierung mit vielen Krankheiten
wie Krebs, Herz- und neurodegene-
rativen Erkrankungen in Verbin-
dung gebracht wird.*®

Die Interpretation der durch
Ubiquitinierung  hervorgerufenen
Signale und deren Ubersetzung in
zellulare Funktionen erfolgt durch
Ub-Bindungsdomianen (UBD). Die-
se reagieren empfindlich auf unter-
schiedliche Substrat-Ub- und Ub-
Ub-Verknupfungen. Isopeptidasen
oder Deubiquitinasen (DUBs) ga-
rantieren letztendlich die Reversi-
bilitat dieser PTM. UBDs und DUBs
sind somit attraktive pharmazeuti-
sche Targets.” Die Erforschung
spezifisch ubiquitinierter Proteine
ist jedoch nicht trivial, da insbe-
sondere die Identifikation, Isolati-

on und Charakterisierung von
E2/E3-Enzymen und deren effi-
zienter Gebrauch in vitro duf8erst
schwierig sind. So sind zurzeit drei
E2-Enzyme bekannt, deren Bin-
dungsspezifitait und Aktivitit mit
freiem Ub ausreichen, um ubiquiti-
nierte Verbindungen zu syntheti-
sieren. Trotz signifikanter Erkennt-
nise in der enzymatischen Ubiqui-
tinierung — die unter anderem zur
Identifikation der K11-spezifischen
DUB Cezanne fithrten® — ist die
Synthese von Designer-Ub-Konju-
gaten und poly-Ub-Ketten unter-
schiedlicher Langen und Verzwei-
gungen entscheidend, um mecha-
nistische Aspekte der Ubiquitinie-
rung aufzuklaren und gerade den
atypischen Ub-Ketten (K6, K11,
K27, K29, K33 Verknupfung) bio-
logische Aufgaben zuzuweisen.

Was kann die Chemie leisten?

¢ Die Einfuhrung chemischer
Modifikationen und ungewohnli-
cher Verknuipfungen von Ub und
seinen Konjugaten ist durch che-
mische Synthese oder Semisynthe-
se moglich. Dabei kommen sowohl
chemische als auch biochemische
Methoden zur Geltung, wobei ein
hohes Maf§ an Kontrolle gewahr-
leistet ist. Die Verknupfung durch
eine Isopeptidbindung und die
Grofse von Ubiquitin sind jedoch
synthetisch schwierig.

In den vergangenen Jahren gab es
bei der chemischen Synthese von

Ub-Verbindungen enorme Fort-
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schritte, wobei zwei sich unterschei-
dende, letztendlich sich jedoch er-
ganzende Teilgebiete herausstechen:
Zum einen gelang es, native Isopep-
tidbindungen elegant darzustellen,
zum anderen wurden verschiedenar-
tige Isopeptid-Mimetika mit teils
neuartigen und nutzlichen Eigen-
schaften generiert. Letztere sollen
die Synthese vereinfachen und stabi-
le Analoga fur verschiedenartige Stu-
dien und Strukturaufkldrung liefern.

Native Ub-Konjugate

@ Eine héufig verwendete Metho-
de, um Ub-Protein-Konjugate dar-
zustellen, ist die Protein-Semisyn-
these, wobei die Expressed Protein
(EPL)
ist.”1? Dabei handelt es sich um ei-

Ligation hervorzuheben
ne chemoselektive Ligation, die
synthetische Peptide mit rekombi-
nanten Proteinen verknupft. So ge-
lang es Tom W. Muir, K120-ubiqui-
tiniertes Histon H2B durch zwei or-
thogonale Ligationen, photolyti-
sche Entschiitzung und Raney-Ni-
ckel-Desulfurisierung herzustellen
(Abbildung 2a). Zudem war eine

Korrelation zwischen Ubiquitinie-
rung und verstarkter Methylierung
in Position K79 des Histons H3
durch die K79-spezifische Methyl-
transferase hDot1L nachweisbar.'"
Da fur diese Methode jedoch Liga-
tionen und selektive Entschiitzun-
gen benotigt werden, waren die er-
zielten Ausbeuten gering.

Nur wenig spater gelang die Syn-
these K6- und K27-verbundener
Ub-Dimere durch Erweiterung des
genetischen Codes und chemose-
lektiver Proteinchemie (genetically
encoded orthogonal protection and
activated ligation, GOPAL)." Statt
eines genetisch codierten Lysins in
Ub wurde an entsprechender Stelle
analoges H-Lys(Boc)-OH mutage-
netisch eingebaut (Abbildung 2b).
Nach orthogonaler Schiitzung aller
freien Amine in Ub steht nach Boc-
Entschutzung lediglich ein Lysin
zur weiteren Modifikation zur Ver-
figung und kann per Ligation mit
einem Ub-Thioester zusammenge-
fugt werden. AnschliefSende globa-
le Entschutzung liefert natives
konjugiertes Produkt. Mit ihren
K6- und K27-Di-Ub-Konjugaten
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zeigten Chin und Komander unter
anderem, dass TRABID, eine DUB
aus der Familie der Eierstocktumo-
re, eine 40-fach hohere Selektivitat
gegentiber K29-verbundenen Di-
Ub hat im Vergleich zu haufiger
auftretendem K63-Di-Ub.

Die Arbeitsgruppen von Ashraf
Brik und Hilal A. Lashuel unter-
suchten die Rolle von o-Synu-
clein(a-Syn)-K6-Monoubiquitinie-
rung.'” Der Schlusselschritt zur
Darstellung von mono-Ub-a-Syn
war eine EPL zwischen rekombi-
nant exprimiertem a-Syn (19-140)
mit einer A19C-Mutation und ei-
nem synthetischen Peptid-Thioes-
ter-0-Syn (1-18), der ein Acm-ge-
schiitztes d-Mercaptolysin in Posi-
tion 6 aufweist (Abbildung 2¢). Im
Anschluss an die Ligation wurde
die Acm-Gruppe entfernt, so dass
dann Ko-spezifische Ubiquitinie-
rung durch eine Isopeptid-chemi-
sche-Ligation (IPL) moglich wur-
de. Letztlich
K6-ubiquitiniertes a-Syn durch De-

entstand natives

sulfurisierung in guten Ausbeuten.
Mit dem so gewonnen Derivat wur-
de gezeigt, dass N-terminale Ubi-
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Abb. 1. Ubiquitinierung eines Proteinsubstrats durch die Enzyme E1, E2 und E3.

Nachrichten aus der Chemie| 61 | Marz 2013 | www.gdch.de/nachrichten

299




300 <{<Magazin) Biochemie

rot = rekombinant, griin = synthetisch

a) Schrittweise Ligation OR
O;N OR

hy 365 nm
—_—

H2B(1-118)
Thicester

b) GOPAL
Ubiguitin-intein gene fusion Amin
Schitzung .. e
i - < S
SR SR 2
Ligation, s
Entschitzung,
NH; Riickfaltung
Einbau von t- NH,
geschiitztem Lysin
Amin @ @
Schitzung . . . Selektive Lysin . .
. . Entschiitzung
@ @
% ¢ %@
c) ThioLys d) Genetischer Einbau von ThioLys
Ch h
NH;
HS.
+ Pyrrolysyl t(RNA
oder Synthetase
OH
UAG Amber HyN + tRNAcua
codierte Aminosaure o

NCL

3o =W
Metallfreie ﬂ

Desulfurisierung

Abb. 2. Synthetische und semisynthetische Methoden zur Darstellung ortsspezifisch ubiquitinierter Proteine. Synthetisches Ubiquitin: griin; rekombinantes
Ubiquitin: rot.
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quitinierung von @-Syn seine mo-
nomere Form stabilisiert und kei-
nerlei Effekte auf Phosphorylierun-
gen in den Positionen S87 und
S129 mit einigen getesteten haufi-
gen Kinasen aufweist.

Jungst gelang es Brik ebenfalls
auf chemischem Weg, Ub-Peptid-
Konjugate mit Ub-Ketten verschie-
dener Lange und Verkntuipfung zu
synthetisieren.'” Durch elaborierte
und
der

Einfluss der Kettenlainge und der

Festphasenpeptidsynthese
IPL/Desulfurisierung wurde

Verkntipfung auf die Erkennung
durch DUBs studiert.

Der
8-Mercaptolysin in Proteine kann

genetische Einbau von

dazu beitragen, mechanistische
und strukturelle Fragen der Pro-
tein-Ubiquitinierung zu beantwor-
ten (Abbildung 2d)." Es ist jedoch
festzuhalten, dass NCL- oder IPL-
Reaktionen meist stark denaturie-
rende Bedingungen benotigen und
somit nur auf riickfaltbare Protein
anwendbar sind.

Isopeptidmimetika

@ Den Grundstein fur die Darstel-
lung unnatirlicher Ub-Isopeptid-
Konjugate legte die Entwicklung
erster Di-Ub-Verbindungen.'® Da-
zu wurden zwei Cysteine ver-
knupft, die selektiv durch einen
1,3-Dichloraceton-Linker ver-
bruckt sind (Abbildung 3a). Studi-
en mit diesen unhydrolysierbaren
Verbindungen zeigten selektive In-
hibition von DUBs wie UCH-L3
und Isopeptidase T bei der Spal-
tung von Ub-AMC, einem fluoro-
genen Substrat fir viele DUBs.
Chan und seine Mitarbeiter co-
dierten genetisch den Einbau des
Pyrrolysin-Analogons D-Cys-g-Lys
in Calmodulin (CaM) (Abbildung
3b).!” Dazu nutzten sie die Ma-
schinerie fiir den Pyrrolysineinbau
in Anwesenheit eines UAG-Stop-
Codons. So fugten sie zwei expri-
mierte Produkte durch einen einzi-
gen Ligationsschritt zusammen.
Letztendlich unterschied sich das
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so gewonnene modifizierte
Ub*-CaM lediglich durch eine
Gly76(D-)Cys-Mutation von Wild-
typ(WT)-Ub-CaM und ermoglichte
Studien der Modulation von Kina-
sen und Phosphatasen.
Unabhingig voneinander entwi-
ckelten Tom Muir und Zhihao
Zhuang eine Methode zur Darstel-
lung von Disulfid-verbundenen
Protein-(S-S)Ub Konjugaten (Sche-
ma 3¢).'® ' Ein Nachteil solcher
Konjugate ist jedoch die Redukti-
onsempfindlichkeit der Disulfid-
brucken, was viele biologische As-
says undurchfithrbar macht. Des-
weiteren ist diese Methode nur spe-
zifisch auf solche Proteine mit ei-
nem einzigen Cystein anwendbar.
Eine robustere Variante der un-
naturlichen Ub-Isopeptid-Darstel-
lung, die auch denaturierenden Be-
dingungen standhalt, war die che-
moselektive Kondensation zwi-
schen einer Aminoxy-Gruppe und
einem Aldehyd zu einem Oxim
(Abbildung 3d).2” Mit einem Spa-
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Abb. 3. Chemoselektive Konjugationsstrategien zur Darstellung von unnatiirlichen Ub- oder Ubl-Konjugaten.
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cer wurde ein zur nativen Isopep-
tidbindung isosterisches Analogon
generiert, um einen dhnlichen
Raumanspruch zu gewahrleisten.
Der Effekt der Peptidsequenz nahe
der Isopeptidbindung wurde in Be-
zug auf Spezifitit fur einige DUBs
wie USP7, USP4 und USP21 durch
Oberflachenplasmonenresonanz-
spektroskopie (SPR) untersucht.
Henning D. Mootz und seine Mit-
arbeiter nutzten die Cu'-katalysierte
Huisgen-Cycloaddition (Klick-
Chemie), um Ub und kleine Ub-
dhnliche Proteine (Ub-like, Ubl) mit

220 _

Zielproteinen zu verbinden
diesem Zeitpunkt eine neue Technik
zur Verbindung zweier Proteine.
Chemisch (Abbildung 3e) oder mu-
tagenetisch (Abbildung 3f) erzeug-
tes Azid an den Zielproteinen wurde
mit  Ubl-Alkin-Derivaten — durch
Klick-Chemie verbunden, wobei
sich die neuen Triazol-Konjugate als
hydrolysestabil erwiesen. So wurde
auch erstmals ein aktives Enzym mit
einer chemischen Ubl-Modifikation

) In einer weiteren

synthetisiert.**
Studie diente Klick-Chemie dazu,
triazolkonjugierte Analoga aller sie-
ben verschiedenartig verkntpfter di-
Ubs zu synthetisieren.

Zeitgleich berichteten die Ar-
beitsgruppen von Andreas Marx
und Marina Rubini von einer Syn-
these  definierter  di-Ub-Ketten
durch Klick-Chemie.” Dafir er-
setzten sie in einem Ub mutagene-
tisch C-terminales Glycin mit Azi-
dohomoalanin (Aha) und in einem
anderen Ub das Akzeptorlysin
durch das propargylgeschiitzte Ly-
sinderivat Plk (Abbildung 3g). Die-
ses Verfahren ermoglichte die Ex-
primierung von sieben Alkin funk-
tionalisierten Ub-Plk-Derivaten in
guten Ausbeuten. In ihrer Annahme
bestatigt, dass eine Triazolbindung
ein gutes Isopeptidanalogon ist, er-
weiterten sie ihre Herangehenswei-
se auf die Monoubiquitinierung von
PCNA durch Klick-Chemie.*?

Einen weiteren Ansatz zur Dar-
stellung hydrolyseunempfindlicher
Ub-Verbindungen bietet die Syn-
these N-methylierter Isopeptidbin-
dungen (Abbildung 3h).* Nach
dieser Methode wurden stabile

Peptide und Proteine in ubiquiti-
nierter Form synthetisiert, wobei
die Modifikation durch eine Me-
thylgruppe die native Isopeptidbin-
dung nur minimal veréndert.

Wihrend eine Cu'-katalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition oder die
chemische N-Methylierung der
Isopeptidbindung hydrolysestabile
Derivate liefern, wurden im Ar-
beitskreis von Eric Strieter Thioet-
her-Konjugate synthetisiert, die
durch DUBs hydrolysierbar sind
(Abbildung 3i).29 Durch radika-
lisch initiierte Thiol-En-Kupplung
(TEQ) lieBen sich spezifische Iso-
peptidanaloga  (Ne-Gly-L-homo-
thiaLys) generieren, deren Aktivitat
gegentiber DUBs denen nativer Ne-
Gly-L-Lys-Derivate ahnelt. Zu die-
sem Zweck wurde genetisch das
Akzeptorlysin durch Cystein er-
setzt, womit eine TEC-Reaktion
mit einer Allylgruppe am C-Termi-
nus eines zweiten Ubs ermoglicht
wurde. Es liefen sich jedoch nur
sechs der sieben K-C-verbundenen
Dimere gewinnen, da mit dem
UbK27C/Ub-AA-Paar auf Grund
sterischer Unzuganglichkeit von
K27 keine TEC-Reaktion durch-
fahrbar war. Bedingt durch die Ein-
fachheit und die guten Ausbeuten
dieser Strategie wurden drei spezi-
fisch verzweigte Ub-Trimere gene-
riert (K6C, K48C; K11C, K48C
und K48C, K63C), mit denen sich
systematisch der Einfluss von wei-
terem Ub auf die Hydrolyse durch
DUBs an der K48-Verbindung un-
tersuchen liefS. Diese Studie legte
nahe, dass Verzweigungen in Tri-
meren ein Regulationsmechanis-
mus fur bindungsspezifische Inter-
aktionen sind.

Fazit und Ausblick

@ Fortschritte in der chemischen
Biologie haben ein neues Zeitalter in
der Untersuchung funktionaler Pro-
teine eingeldutet. Die hier prasentier-
ten Ansitze ermoglichen die Synthe-
se von nattrlichen und unnatirli-
chen Ub-Verbindungen unterschied-
licher Zusammensetzungen.””*®

Es ist jedoch von Fall zu Fall zu

unterscheiden, welcher Ansatz sich

zur Untersuchung eines bestimmten
Sachverhaltes am besten eignet. Es
wurden beispielsweise Aspekte der
Aktivitit und Spezifitat diverser
DUBs und UBDs oder des Crosstalks
zwischen Ub und anderen PTMs be-
leuchtet, die zur Entwicklung neuer
Medikamente beitragen konnen. In
Zukunft kénnen nun auch gemisch-
te Ub-Ubl-Konjugate synthetisiert
und untersucht werden.

Bei diesen Aufgaben ist die Syn-
these von unnatiirlichen Isopeptida-
naloga oft eine leichter zugangliche
Alternative zur Synthese nativer Bin-
dungen. Es ist dabei jedoch stets kri-
tisch zu hinterfragen, ob neuartige
unnattrliche Konjugate Verande-
rungen dynamischer oder struktu-
reller Eigenschaften nach sich zie-
hen. Technische Fortschritte wie Ub-
AQUA-(absolute quantification)-
Massenspektrometrie (MS), zweidi-
mensionale Gelelektrophorese-MS,
bindungsspezifische Antikorperent-
wicklung, Ub-Sensoren und synthe-
tische UBDs werden dazu beitragen,
neuartige biologisch relevante Ub-
Konjugate zu identifizieren.*”
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Erweiterung des genetischen Codes

¢ Einblicke
Funktion lebender Systeme zu ge-

in die molekulare

winnen, hangt zunehmend von der
Fahigkeit von Chemikern ab, Che-
mie in intakten Zellen durchzufiih-
ren. Ein besonders zuganglicher
und vielseitiger Ansatz zur Einftth-
rung neuer chemischer Funktionen
in zellulare Systeme ist die Adapti-
on der zentralen zelluléren Biosyn-
thesemaschinerie selbst — der gene-
tisch kodierten Proteinbiosynthese.
Diese Erweiterung des genetischen
Codes hat in den letzten Jahren gro-
e Fortschritte gemacht und Ein-
sichten in viele biologische Prozes-
se geliefert, die mit traditionellen
Methoden nicht oder nur schwer
zuganglich gewesen wiéren."

Das Prinzip dieser Methode be-
ruht auf einem Paar aus Aminoacyl-
tRNA-Synthetase und tRNA, das eine
nichtkanonische Aminosaure (non-
canonical amino acid, ncAA) mit ge-
wunschter Funktion prozessieren
kann. Dieses Paar verhilt sich ortho-
gonal, es kann also nicht mit seinen
im Wirtsorganismus vorhandenen
Gegenstiicken oder kanonischen
Aminosauren kreuzreagieren. Dage-
gen ist es mit den generellen Transla-
tionskomponenten, etwa Elongati-
onsfaktoren (beispielsweise EF-Tu in
E. coli) und dem Ribosom kompati-
bel (Abbildung 1, S. 304). Mit
tRNAs, die ein freies (nonsense oder
frameshift) Codon erkennen, etwa
das Amber Stopcodon (TAG), lisst
sich die ncAA nach tRNA-Aminoa-
cylierung ribosomal und positions-
spezifisch in beliebige Proteine direkt
in der Zelle einbauen. Mit diesem
Ansatz wurden in den letzten zehn
Jahren viele chemische und biophy-
sikalische Funktionen erstmals in
Proteine eingebaut, etwa funktionel-
le Gruppen fir bioorthogonale Kon-

) Fluorophore,”

)

jugations-Chemie,*
photoaktivierbare ~ Aminosauren,”
Photo-Crosslinker,” Metall-Chelato-
ren,® isotopenmarkierte Aminosau-
ren far NMR-Studien” oder post-
translationale Modifikationen.”

Eine besondere Stirke der Me-

thode ist die direkte und unkom-
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plizierte ~ Anwendung  solcher
Funktionen in vivo; insbesondere
in der Zellbiologie gibt es daher be-
reits viele, teils sehr unterschiedli-
che Anwendungen.” Im Folgenden
beschranken wir uns auf Entwick-
lungen, die grundlegende Aspekte
der Methode selbst betreffen. Dies
sind insbesondere:

e die Einfithrung mehrerer
gleicher oder unterschiedlicher
ncAA in ein Protein in Abhan-
gigkeit von individuellen
Codons,

¢ die Installation orthogonaler
Paare in weiteren, insbesondere
in hoheren Organismen sowie

¢ der Einbau von Aminosauren,
die strukturell stark von den bis-
herigen ncAA abweichen und so
bisher nicht zugéngliche Funk-
tionen ermdglichen konnten.

Weitere Trends sind die Verwen-
dung von Organismen mit erwei-
tertem genetischen Code fur das
evolutive Design neuer Protein-
funktionen und die Nutzung ver-
anderter oder heterologer Amino-
saure-Biosynthesewege fur die inte-
grierte Synthese und Inkorporation
von ncAA.

Einbau mehrerer und mehrerer
unterschiedlicher ncAA in Proteine

@ Wihrend fur die genetische Co-
dierung mehrerer identischer ncAA
prinzipiell das Amber-Stopcodon
genutzt werden kann, sind fur die
genetische Codierung mehrerer,
unterschiedlicher ncAA zusitzliche
freie Codons notig. Fur beide Falle
gab es erste Erfolge vor allem durch
die Erzeugung orthogonaler Paare
aus Ribosom und messenger RNA
(mRNA). Dies machte erstmals die
Veranderung von Ribosomen durch
evolutives Design moglich, ohne
die naturliche Proteinbiosynthese
des Wirts zu beeinflussen. Dies ge-
lang durch Mutagenese-Experi-
mente zur Erkennung artifizieller
mRNA-Shine-Dalgarno-Sequenzen
durch veranderte 16S-rRNA-Ein-
heiten des Ribosoms.” -




