Angewandte
Chemie

DOI: 10.1002/ange.201407192

@ Posttranslationale Modifikationen NI @I Ll W T 1%

{:.” Analyse des Ubiquitincodes durch proteasebestindige Ubiquitinketten
W mit definierter Verkniipfung**

Tatjana Schneider, Daniel Schneider, Daniel Rosner, Saurav Malhotra, Franziska Mortensen,

Thomas U. Mayer,* Martin Scheffner* und Andreas Marx*

Abstract: Ubiquitylierung ist eine komplexe posttranslationale
Modifikation, und die Deregulierung dieses Signalweges ist mit
verschiedenen menschlichen Erkrankungen assoziiert. Ubi-
quitylierung kommt in unterschiedlichen Varianten vor: Neben
Monoubiquitylierung werden auch Ubiquitinketten mit ver-
schiedenartiger Verkniipfungen an Substratproteinen gebildet.
Das Schicksal der ubiquitylierten Proteine wird dabei durch
den Verkniipfungstyp der konjugierten Ubiquitinkette be-
stimmt. Der zugrundeliegende Mechanismus ist bisher nur
diirftig charakterisiert. Wir zeigen hier ein neues Konzept,
basierend auf Kodonerweiterung und Klick-Chemie-vermit-
telter Polymerisation, um Ubiquitinketten mit definierten Ver-
kniipfungen herzustellen, die widerstandsfihig gegeniiber
ubiquitinspezifischen Proteasen sind und natiirliche Funktio-
nen haben. Das Potenzial dieser kiinstlichen Ketten fiir die
Analyse des Ubiquitincodes wird durch verkniipfungsspezifi-
sche Auswirkungen auf den Verlauf des Zellzyklus gezeigt.

Viele, wenn nicht alle eukaryotischen Proteine werden ko-
valent mit Ubiquitin modifiziert (,,Ubiquitylierung*).! Tat-
sdchlich werden zahlreiche fundamentale zelluldre Prozesse
durch Ubiquitylierung reguliert, und entsprechend wird eine
fehlerhafte Ubiquitylierung mit verschiedenen menschlichen
Krankheiten, darunter Krebs und neurodegenerative
Krankheiten, in Verbindung gebracht.! Ubiquitylierung wird
durch das aufeinanderfolgende Wirken von mindestens drei
Enzymklassen, einem E1 Ubiquitin-aktivierenden Enzym,
den E2 Ubiquitin-konjugierenden Enzymen und den
E3 Ubiquitinligasen erzielt.®’! Monoubiquitylierung be-
schreibt die kovalente Verkniipfung einer einzelnen Ubiqui-
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tineinheit mit dem Substratprotein iiber eine Isopeptidbin-
dung zwischen der Carboxylgruppe am C-terminalen Glycin
von Ubiquitin und der e-Aminogruppe eines Lysins im Sub-
strat. In vielen Fallen kann Ubiquitin als sein eigenes Substrat
fungieren, was zur Modifikation von Substratproteinen durch
Ubiquitinketten fiihrt (,,Polyubiquitylierung*). Da Ubiquitin
sieben Lysine enthilt (K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63)
und jedes davon, wie auch die a-Aminogruppe des N-termi-
nalen Methionins, zur Kettenbildung genutzt werden kann,
birgt Polyubiquitylierung durch die Vielzahl an unterschied-
lichen Verkniipfungstypen eine grofe Diversitdt an mogli-
chen Signalen. Normalerweise werden sowohl die Lysinreste,
als auch das N-terminale Methionin ortsspezifisch durch die
Konjugationsmaschinerie genutzt, was zur Entstehung ho-
mogener Ubiquitinketten fiithrt. Der vorliegende Verkniip-
fungstyp in der Kette bestimmt das weitere Schicksal des
polyubiquitylierten Proteins. Die am besten charakterisierte
Funktion, Proteine fiir den Abbau durch das 26S-Proteasom
zu markieren, wird durch die Modifikation des Substratpro-
teins mit einer Ubiquitinkette von mindestens vier Ubiqui-
tineinheiten, verkniipft iiber K48, erreicht.”) Dariiber hinaus
dienen ebenfalls K11- und moglicherweise auch K29-ver-
kniipfte Ubiquitinketten als Signale fiir den proteosomalen
Abbau® Tm Gegensatz dazu spielen K63-verkniipfte Ubi-
quitinketten eine Rolle in nicht proteosomalen Prozessen wie
Endozytose, DNA-Reparatur und Signaltransduktion,”
wihrend lineare (N-terminal verkniipfte) Ubiquitinketten an
der NF-kB-Aktivierung beteiligt sind.®! Die Existenz von K6-
, K27- und K33-verkniipften, polyubiquitylierten Proteinen
wurde beschrieben, allerdings ist deren Funktionen nach wie
vor unklar.*"!

Ein groBes Hindernis, um zu verstehen, wie die Art der
Verkniipfungen das Schicksal eines modifizierten Proteins
beeinflusst, ist die Schwierigkeit, spezifisch verkniipfte
Ketten in ausreichenden Mengen zu erzeugen. Da sie nicht
durch molekularbiologische Techniken zugénglich sind,
wurden Ubiquitinketten enzymatisch synthetisiert, was bisher
nur fiir K11-, K48- und K63-verkniipfte, sowie lineare Ketten
moglich ist.**1 AuBerdem ist die Verwendbarkeit dieser
Ubiquitinketten z.B. in Zellextrakten stark durch die Tatsa-
che eingeschridnkt, dass diese Ketten schnell durch deubi-
quitylierende Enzyme (DUBs) abgebaut werden.'""! Eine
potenzielle Losung des letzteren Problems wurde kiirzlich
durch die Verwendung der genetisch codierten Ubiquitin
Mutante UbL73P gefunden, da die daraus enzymatisch auf-
gebauten Ubiquitinketten widerstandsfahig gegeniiber DUBs
sind."! Um die Synthese verkniipfungsspezifischer Ubiqui-
tinketten jeglicher Art zu ermoglichen, wurden unterschied-
liche chemische Herangehensweisen angewendet, darunter
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Thiol-En-Kopplung,'” Silber-vermittelte chemische Kon-

densation™ und chemische Synthese kombiniert mit chemi-
scher Isopeptidligation!"! (zusammengefasst in einem Uber-
sichtsartikel!™™). Des Weiteren haben die Gruppen um Brik
und Strieter difunktionalisierte Ubiquitinvarianten syntheti-
siert, um Ketten durch Polymerisation herzustellen.'>!* Die
Verkniipfungen zwischen den einzelnen Ubiquitineinheiten
sind jedoch weiterhin durch DUBs spaltbar. Um die Funktion
einzelner Ubiquitinketten ndher zu beleuchten, werden daher
zusitzliche Herangehensweisen, die die Resistenz gegentiber
DUBs mit der einfachen Herstellung von jeder erwiinschten
Verkniipfung vereinen, dringend benétigt. Vor kurzem haben
wir — sowie auch andere Gruppen — Methoden zur Herstel-
lung von monoubiquitylierten Substraten und Ubiquitindi-
meren vorgestellt. Dazu wurde der Einbau nichtnatiirlicher
Aminosduren in Proteine mit bioorthogonaler Chemie kom-
biniert, um Triazolverkniipfungen zu erzeugen.'®! Zu diesem
Zweck wurde das azidfunktionalisierte Methionin-Analogon
Azidohomoalanin (Aha, Abbildung 1a) am C-Terminus von
Ubiquitin eingebaut und ein bestimmtes Lysin im Substrat
durch ein alkinfunktionalisiertes Lysin-Analogon (Plk, Ab-
bildung 1a) ersetzt, um eine Ubiquitylierung durch Cu'-ka-
talysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (,,Klick-Chemie“) zu
ermoglichen.
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Abbildung 1. Beide nichtnatiirlichen Aminosiuren, die fir die Klick-Reaktion benétigt werden, kénnen gleichzeitig
und ortsspezifisch in Ubiquitin eingebaut werden. a) Konzept der angewandten Strategie. Das Zielgen wird in
methioninauxotrophen E.-coli-B834(DE3)-Zellen exprimiert. Das verwendete Minimalmedium beinhaltet statt Me-
thionin Azidohomoalanin (Aha; griin) und ein propargylmodifiziertes Lysinderivat (Plk; blau). Aha wird von der
endogenen MetRS und tRNAY® verwendet und durch SPI anstelle von Methionin ins Proteom eingebaut. Die
PyIRS und tRNA™" (blau) aus Methanosarcina barkeri werden mithilfe eines Helferplasmids exprimiert und akzep-
tieren Plk als Substrat, wodurch der Einbau eines Alkins gegentiber des amber-Stoppkodons erméglicht wird
(ACS). b) Struktur der vier hergestellten Ubiquitin KxPlk G76Aha Varianten. Die vier Alkineinheiten, die separat in
die jeweilige Variante eingebaut wurden, sind in blau dargestellt und entsprechend des ersetzten Lysins beschrif-
tet. Die in jeder Variante vorkommende C-terminale Azidgruppe, ist in griin dargestellt. ) SDS-PAGE-Analyse und

Coomassie-Farbung der gereinigten Ubiquitinvarianten.
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Wir zeigen jetzt eine Methode zur Herstellung von DUB-
resistenten Ubiquitinketten jeden Verkniipfungstyps, durch
die Verwendung von difunktionalem Ubiquitin. Unser Vor-
gehen ist allgemein anwendbar und ohne komplizierte Aus-
stattung fiir chemische Synthesen ausfithrbar. Hierbei werden
beide nichtnatiirlichen Aminosiuren, die fiir die Klick-Re-
aktion benotigt werden, Aha und Plk, durch die gleichzeitige
Anwendung von ACS (,,amber codon suppression*) und SPI
(,,selective pressure incorporation®) in Ubiquitin eingebaut
(Abbildung 1a). AnschlieBende, auf Klick-Chemie basieren-
de Polymerisation ermoglicht dann die effiziente Bildung von
gleichartigen Ubiquitinpolymeren. Um die natiirliche Ver-
kniipfungsposition zu erhalten, wurde Aha anstelle des C-
terminalen Glycins in Ubiquitin eingebaut und ein einzelnes
Lysin ortsspezifisch durch Plk ersetzt. Als Beispiele wurden
Lysine an der Position 11, 27, 29 oder 48 als Konjugations-
stelle ausgewdhlt, da K11- und K48-verkniipfte Ubiquitin-
ketten bereits ausfiihrlich charakterisiert wurden, wohinge-
gen nur wenig iber K27 und K29 verkniipfte Ketten bekannt
ist (Abbildung 1b). Alle vier Varianten wurden in methi-
oninauxotrophen E.-coli-B834(DE3)-Zellen in Minimalme-
dium mit Aha exprimiert, um die SPI durchzufiihren.
Gleichzeitig wurde Plk in das Medium gegeben, um mit
einem Helferplasmid, das auf dem pEVOL-Konstrukt ba-
siert,l!'” die ACS zu er-
moglichen. Nach der
Reinigung mittels GST-
Tag und anschlieender
Thrombinspaltung!'®®!
konnten Volllingenpro-
teine, die beide nichtna-
tirlichen Aminoséduren
enthalten, mit Ausbeu-
ten zwischen 0.5 mg und
20mg pro Liter Ex-
pressionskultur erhalten
werden (Abbildung 1c¢).
Nach Herstellung dieser

G76

C . . .
) Ubiquitin KxPlk G76Aha difunktionalen Protelge
wurden zunidchst die

[kDal] ,,3/"\ ‘}\/ﬂ:\ ,,3/'19 ‘,;)8’ Polymerisationseigen-
35— schaften der Ubiquitin-
25 | — varianten K11Plk
20 .- G76Aha, K27P1k
G76Aha und K29Plk
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G76Aha untersucht. In
allen Fillen konnte die
effiziente Bildung von
Oligo- und Polymeren
mittels SDS-PAGE de-
tektiert werden (Abbil-
dung 2a). Fiir Ubiquitin
K27Plk G76Aha und
Ubiquitin K29Plk
G76Aha, wurden lange
Polymere mit bis zu 30
Einheiten beobachtet,
was auf eine hocheffizi-
ente Reaktion hindeu-
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Ubiquitin K11Plk G76, welches hier als Po-
lymerisationsterminator fungiert, hindeutet.
Da bekannt ist, dass natiirlich verbundene
Ubiquitinketten durch E1 aktiviert werden
konnen, ') haben wir im Folgenden unter-
sucht, ob die kiinstlich verkniipften Ketten,
die ein Glycin am C-Terminus tragen, eben-
falls vom E1-Enzym aktiviert werden und
immer noch Substrate der Ubiquitylierungs-
maschinerie sind. Um dies zu testen, wurde

\\>
Zb

\

Q

N3 n

Abbildung 2. Durch Klick-Reaktion bilden Ubiquitinvarianten lange Polymere, sowohl frei
in Lésung, als auch an Substratproteinen. a) Analyse der Polymerbildung mit drei Ubiqui-
tinvarianten KxPlk G76Aha nach Klick-Reaktion mittels SDS-PAGE und Coomassie-Far-
bung. Die Verunreinigung in Ubiquitinpréparation (Ub) K11Plk G76Aha ist mit einem
Stern gekennzeichnet. b) Reaktion mit difunktionalem Ubiquitin und alkinfunktionalisier-
ter Pol B. In der Klick-Reaktion werden sowohl freie Ubiquitinketten als auch ubiquitylierte
Pol B gebildet. c) Analyse der Klick-Reaktionsprodukte bei Verwendung unterschiedlicher
Mengen von Ubiquitin K11Plk G76Aha und Pol § K61Plk mittels SDS-PAGE und Coomas-
sie-Farbung (linkes Feld) oder Western-Blot (rechtes Feld) mit einem Hisg-Tag-spezifischen

Antikérper.

tet. Bei den Ubiquitinvarianten mit Plk an den Positionen
K11 und K48 (Abbildungen 2a und S2 in den Hintergrund-
informationen) wurde eine etwas geringere Effizienz hin-
sichtlich langer Polymere gefunden.

Als nichstes — in Ubereinstimmung zu jiingsten Ergeb-
nissen von Brik und Mitarbeitern™® — wurde die Moglichkeit
untersucht, Ubiquitinketten in einem einzigen Reaktions-
schritt ortsspezifisch an einem Zielproteinen aufzubauen
(Abbildungen 2b,c). Als Beispiel wurde Hise-markierte
humane DNA-Polymerase  (Pol B) K61PIk,'®! — also ein
Protein mit einer Alkingruppe als einzige bioorthogonale
Funktionalisierung und folglich ein Substrat fiir Polyubi-
quitylierung — mit Ubiquitin K11Plk G76Aha in verschiede-
nen Verhiltnissen gemischt und die Klick-Reaktion durch-
gefiihrt. Wie erwartet, wurde in der Abwesenheit von Pol
K61PIlk die Bildung von freien Ubiquitinketten beobachtet,
wihrend Pol 3 K61PIk allein eine einzelne Bande ergab.
Wurden beide Proteine gemischt, konnte eine Vielzahl an
hochmolekularen Banden nachgewiesen werden, deren In-
tensitdten mit der Menge an zugegebenem Ubiquitin zunahm.
Um herauszufinden, welche Banden polyubiquitylierter Pol §
entsprachen, wurden Western-Blot Analysen mit einem An-
tikorper gegen den Hiss-tag durchgefiihrt. Stark polyubi-
quitylierte Pol 3 sowie mono- und diubiquitylierte Konjugate
wurden sogar bei geringen Ubiquitinkonzentrationen nach-
gewiesen, was zeigt, dass Polyubiquitylierung von Zielpro-
teinen in einem einzigen Reaktionsschritt realisierbar ist.
Weiterhin haben wir eine dhnliche Reaktion mit nur alkin-
funktionalisiertem Ubiquitin (K11Plk G76) als Substrat der
Polyubiquitylierung getestet (Abbildung Sla). Wie erwartet,
verringerte sich die Linge der Ubiquitinketten bei steigender
Menge an K11Plk G76, was auf die Ubiquitylierung von
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ein E6AP-Autoubiquitylierungsassay durch-
gefilhrt  (Abbildungen S1b, Slc). Dabei
konnte gezeigt werden, dass durch Klick-
Reaktion hergestellte Ubiquitinketten akti-
viert werden und kovalent an E6AP oder
andere, freie Ubiquitinketten konjugiert
werden konnen (was zur Bildung ldngerer
Oligomere fiihrt).

Als nichstes untersuchten wir, ob die
Verkniipfung der einzelnen Ubiquitineinhei-
ten iiber Triazole Ketten ergibt, die natiirli-
che Eigenschaften aufweisen, was bereits fiir
Diubiquitine durch Mootz und Mitarbeiter
gezeigt werden konnte.”! Zu diesem Zweck
wurde ein Antikorper benutzt, der selektiv an
K48-verkniipfte =~ Ubiquitinketten  bindet
(Abbildung S2). Tatsachlich wurden nur K48-
verkniipfte Oligomere erkannt, wihrend fiir andere Ketten-
topologien keine Signale detektiert werden konnten.

Um zu beweisen, dass die kiinstlich verkniipften Ubiqui-
tinketten iiber Potenzial bei der Untersuchung der Ubiqui-
tinsignalwege verfiigen, haben wir deren Auswirkungen auf
die Aktivitdt des 26S-Proteasoms in Xenopus-laevis-Eiex-
trakten, einem Modellsystem zur funktionalen Analyse der
Zellzyklusregulierung durch das Ubiquitin-Proteasom-
System, untersucht. Wir postulierten, dass im Fall einer kor-
rekten Topologie der kiinstlichen Ketten, diese vom 26S-
Proteasom oder anderen fiir den proteosomalen Abbau be-
notigten Faktoren erkannt werden, aber aufgrund der Tria-
zolbindung DUB-resistent sind und so am Proteasom ge-
bunden bleiben und mit dem Abbau natiirlicher Substrate
konkurrieren. Um dies zu testen, wurde der zellzyklusab-
hingige Abbau von Cyclin-B beobachtet. Da bekannt ist, dass
Cyclin-B mittels K11-verkniipfter Ubiquitylierung fiir pro-
teosomalen Abbau markiert wird,® haben wir die kiinstlich
verkniipften K11 Ketten benutzt. Aulerdem wurden K27-
und K29-verkniipfte Ketten getestet, da bislang unklar ist, ob
sie effizient vom Proteasom erkannt werden und den Abbau
von Substratproteinen vermitteln. Cyclin-B wird nach Ca®'-
Zugabe, aufgrund der Aktivierung der multimeren E3-Ligase
»Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome* mittels einer
Signalkaskade, die Fertilisation imitiert, schnell abgebaut.p”
In Ubereinstimmung mit der Tatsache, dass freie Ubiquitin-
monomere nicht vom Proteasom erkannt werden, beein-
flusste die Zugabe von monomerem Ubiquitin K11Plk
G76Aha den Abbau von Cyclin-B nicht (Abbildung 3a).
Bemerkenswerterweise konnte durch die Zugabe der glei-
chen Menge (und sogar geringeren Mengen; Abbildung S3)
an K11-verkniipften Ketten der calciuminduzierte Abbau von

- | Polp~(Ub),

Ub K11Plk
G76Aha
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Abbildung 3. K11-verkniipfte Ketten verhindern den Abbau von Cyclin-B im Xenopus-
Eiextrakt. a) Im Cyclin-B-Western-Blot ist zu erkennen, dass nach der Zugabe von Cal-
cium (Ca”"), Cyclin-B in Extrakten, die mit K11-verkniipften Ketten oder MG262 behan-
delt wurden stabil bleibt, wohingegen es effektiv abgebaut wird, wenn die Extrakte mit
Mono-Ub K11Plk G76Aha, K27-verkniipften und K29-verkniipften Ketten behandelt
werden. Tubulin dient dabei als Ladekontrolle. b) Coomassie-gefirbte SDS-PAGE-Ana-
lyse der Ubiquitinpriparationen, die in den Xenopus-Eiexktrakt Experimenten einge-
setzt wurden. Die in jeder Spur aufgetragene Proteinmenge entspricht der in (a) ein-
gesetzten Menge. c) Pufferbehandelte Extrakte verlassen nach der Zugabe von Ca**
das meiotische Stadium, weisen Interphasenchromatin (Vergréerung des makierten
Bereichs in der unteren Reihe) und keine Mikrotubuli-Spindelstrukturen auf, wohinge-
gen Extrakte, die mit MG262 oder K11-verkniipften Ketten behandelt wurden, meiose-
typische, bipolare Spindeln (obere Reihe) und kondensiertes Chromatin (Vergréerung
des markierten Bereichs in unterer Reihe) zeigen. Spindeln und Chromosomen

wurden durch die Zugabe von TRITC-Tubulin bzw. DAPI visualisiert.

Cyclin-B verhindert werden. Zusitzlich wurden auch die
DNA-Morphologie und die Bildung des Spindelapparates
iiberpriift. Nach Ca**-Zugabe zeigten die pufferbehandelten
Extrakte eine typische Interphasenkernstruktur (Abbil-
dung 3c), was den Austritt aus der Meiose in Folge des
Cyclin-B-Abbaus bestétigt. Dagegen zeigten Extrakte, die
mit K11-verkniipften Ketten oder mit dem Proteasominhi-
bitor MG262 behandelt wurden, kondensiertes Chromatin
und bipolare Spindelstrukturen (Abbildung 3¢), was auf die
Aufrechterhaltung der Meiose hindeutet, da Cyclin-B nicht
mehr abgebaut werden kann. Diese Daten zeigen somit, dass
die kiinstlichen Ubiquitinpolymere in Zellextrakten physio-
logisch funktionell sind.

Interessant ist, dass Zugabe der gleichen Menge an
sowohl K27-verkniipften wie auch K29-verkniipften Ketten
den Cyclin-B-Abbau nicht beeintrichtigt (Abbildung 3a,b).

Dies deutet darauf hin, dass K27-verkniipfte und K29-
verkniipfte Ketten nicht oder nur schwach vom Proteasom
gebunden werden und damit vermutlich andere zelluldre
Funktionen haben als ein Signal fiir proteosomalen Abbau
darzustellen. Alternativ konnten im meiotischen Extrakt

www.angewandte.de
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auch diejenigen Proteine fehlen, die mit K27-
und K29-verkniipften Ketten modifizierte Pro-
teine zum Proteasom transportieren.

Zusammenfassend haben wir eine direkte
und einzigartige Herangehensweise fiir die Her-
stellung von Ubiquitinen mit zwei nichtnatiirli-
chen Aminosiduren entwickelt, die fiir bioortho-
gonale Polymerisationen geeignet ist. Dabei
wurde Glycin 76 durch ein Azid ersetzt, wahrend
ein alkinfunktionalisiertes Lysinderivat ortsspe-
zifisch anstelle eines der sieben natiirlichen
Lysine eingebaut wurde. Fiir die vier untersuch-
ten, doppelt modifizierten Ubiquitinvarianten
wurden Ausbeuten im Milligrammbereich er-
halten, und Klick-Chemie lieferte Ubiquitinket-
ten mit definierter Verkniipfung. Dariiber hinaus
konnten wir zeigen, dass unsere Herangehens-
weise das Potenzial hat, problemlos definierte
polyubiquitylierte Zielproteine in einem einzi-
gen Reaktionsschritt herzustellen. Aufgrund der
Widerstandsfahigkeit dieser Ketten gegeniiber
Proteasen konnten verkniipfungsspezifische Ef-
fekte auf den Fortschritt der Meiose im kom-
plexen biologischen System von Xenopus-laevis-
Eiextrakten untersucht werden. Tatsdchlich
fanden wir heraus, dass, anders als Kl11-ver-
kniipfte Ubiquitinketten, K27- und K29-ver-
kniipfte Ketten nicht als Signal des proteo-
somalen Abbaus dienen. Des Weiteren lieferten
wir Hinweise dafiir, dass Ubiquitinketten durch
die Ubiquitylierungsmaschinerie aktiviert und
enbloc auf Substrate iibertragen werden
konnen. Demzufolge ergibt sich aus den beiden
Eigenschaften der Ketten, ndmlich die definierte
Verkniipfung und ihre Widerstandsfahigkeit ge-
geniiber DUBs, dass es sich bei ihnen um au-
Berordentlich wertvolle Werkzeuge fiir die
Analyse des Ubiquitincodes in komplexen bio-
logischen Systemen handelt.
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