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Die Konjugation von Ubiquitin an verschiedenste
Proteine spielt eine entscheidende Rolle für die Re
gulation zahlloser zellulärer Vorgänge.[1] Die Fehlre
gulation dieses Vorgangs wurde mit verschiedenen
humanen Erkrankungen, darunter Krebs und neuro
degenerative Erkrankungen, in Verbindung ge
bracht.[2] Für die Ubiquitylierung wird Ubiquitin zu
nächst von einem ubiquitinaktivierenden Enzym (E1)
auf Kosten von ATP (ATP=Adenosintriphosphat)
aktiviert (Abbildung 1a), wobei sich ein Thioester
zwischen dem C terminalen Glycin von Ubiquitin und
einem Cystein von E1 bildet.[3] Darauffolgender
Transfer auf einen Cysteinrest eines ubiquitinkonju
gierenden Enzyms (E2) initiiert die Konjugation von
Ubiquitin an ein Zielprotein (zumeist über eine Iso
peptidbindung an einen Lysinrest). Dieser Prozess
bençtigt in den meisten Fällen die Hilfe einer Ubi
quitin Ligase (E3).[3] Da UBA1 eines von nur zwei
verschiedenen bekannten humanen E1 Enzymen für
Ubiquitin ist,[4] kçnnte die Veränderung seiner Akti
vität vorteilhaft für die Behandlung verschiedener
Krankheiten sein. Daher sind Assays, die es ermçgli
chen, die Aktivierung von Ubiquitin durch UBA1
direkt und ohne den Einfluss weiterer Enzyme der Ubiqui
tylierungskaskade zu studieren, wichtige Hilfsmittel, um die
Aktivität von UBA1 zu analysieren und Modulatoren seiner
Aktivität zu identifizieren.

Bisher wurden allerdings nur wenige Assays beschrieben,
mit deren Hilfe sich die Aktivität von UBA1 direkt bestim
men lässt.[5] Diese Assays sind arbeitsaufwändig und nicht
geeignet, die Aktivität von UBA1 kontinuierlich zu messen.

Bis heute gibt es keinen Assay, der es ermçglicht, die Akti
vierung von Ubiquitin in Echtzeit direkt zu untersuchen, und
somit geeignet wäre, Effektoren von UBA1 auf einfache
Weise zu identifizieren. Daher haben wir uns entschieden,
einen konzeptionell neuen Assay auszuarbeiten: Echtzeitde
tektion der Ubiquitinaktivierung durch die Beobachtung der
Spaltung eines ATP Analogons (Abbildung 1b), das mit zwei
Fluorophoren markiert ist, die Fçrster Resonanzenergie
transfer (FRET) eingehen. In diesem ATP Analogon sollte
die Anregung des Fluoreszenzdonors (D) zu einer Übertra
gung der Anregungsenergie auf den Fluoreszenzakzeptor
führen, dessen Fluoreszenz beobachtet werden kann. Nach
der Spaltung der a/b anhydridischen Bindung dieses Analo
gons sollte FRET nicht mehr mçglich sein und daher eine
direkte Emission des Donors beobachtet werden. Auf diese
Art resultiert die Aktivität von UBA1 in einer großen ¾n
derung der Fluoreszenzeigenschaften des ATP Analogons.
¾hnliche Ansätze wurden bereits verwendet, um die Aktivi
tät anderer hydrolysierender Enzyme, z.B. Proteasen, zu
studieren.[6]

Für diesen zeitaufgelçsten ATPase Sensorassay (time
resolved ATPase sensor assay, TRASE) müssen zwei Fluo
rophore an ATP angeknüpft werden. Die N6 Position wurde
schon früher als Stelle, an der ATP ohne Verlust der Sub
strateigenschaften für UBA1 modifiziert werden kann,[7]

identifiziert. Daher muss die zweite Modifikation an der

Abbildung 1. a) Mechanismus der Aktivierung von Ubiquitin durch UBA1. Ubi

quitin wird unter Verbrauch von ATP über die Bildung eines Thioesters auf

UBA1 geladen. AMP Adenosinmonophosphat, PP Pyrophosphat. b) Konzept

der neuen Methode zur Untersuchung der Ubiquitinaktivierung. Das intakte

ATP Analogon zeigt Fluoreszenz des Akzeptors (A) bei Anregung der Donors

(D) aufgrund von FRET. Nach der Spaltung durch UBA1 kann direkte Fluores

zenz des Donors beobachtet werden.
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Phosphatkette angebracht werden, damit sich die
beiden Fluorophore nach der enzymatischen Hydro
lyse voneinander trennen. Da frühere Studien außer
dem gezeigt haben, dass Phosphatester stabil sind,[8]

haben wir zunächst das g modifizierte Triphosphat II
und das d modifizierte Tetraphosphat III in Bezug auf
die Initialisierung der Autoubiquitylierung von E6AP
getestet. Diese Reaktion bençtigt UBA1 und das E2
Enzym UbcH5b (Abbildung 2a,b). E6AP ist ein E3
Enzym, das ursächlich mit der Entwicklung von drei
verschiedenen humanen Erkrankungen in Zusam
menhang gebracht wurde: Zervixkrebs, Angelman
Syndrom und autistische Stçrungen.[9] Da nur die von
UBA1 katalysierte Reaktion ATP abhängig ist, kor
relieren die Entstehung von polyubiquityliertem
E6AP (E6AP Ub), das nicht in das Gel einläuft,[10] und
der Verbrauch von Ubiquitin direkt mit dem ATP
Verbrauch durch UBA1. Interessanterweise ist das d
modifizierte Tetraphosphat III ein besseres Substrat
für UBA1 als das Triphosphat II (Abbildung 2b). Um
diese Befunde zu bestätigen, wurden potenzielle
Kontaminationen mit ATP durch Vorbehandlung mit
der alkalischen Phosphatase aus Garnelen (shrimp
alkaline phosphatase, SAP) entfernt. Dieses Enzym ist
nicht in der Lage, II und III zu hydrolysieren (Abbil
dung 2b). Auch unter diesen Bedingungen wurde be
obachtet, dass III ein besseres Substrat ist als II.

Mit dieser Information haben wir als nächstes das
doppelt markierte Analogon IV synthetisiert (Abbil
dung 2c). Die Fluorophore Sulfo Cy3 und Sulfo Cy5
wurden ausgewählt, da sie besonders für FRET An
wendungen bei kleinen Donor Akzeptor Abständen
geeignet sind.[11] Die Synthese begann mit Triphosphat
1.[7] Die Phosphatkette wurde durch Aktivierung mit
1 Ethyl 3 (3 dimethylaminopropyl)carbodiimid
(EDC) und darauffolgende Zugabe von 6 Azid
ohexylphosphat modifiziert, wobei 2 in 23%Ausbeute
erhalten wurde. Abspaltung der Trifluoracetamid
(TFA) Schutzgruppe mit Natriumhydroxid, gefolgt
von der Kupplung mit dem Sulfo Cy5 NHS Ester
(NHS=N Hydroxysuccinimid), ergab 23% des ein
fach modifizierten Moleküls 3. Dieses wurde in 74%
durch eine Reduktion des Azids mit Tris(2 carboxy
ethyl)phosphan (TCEP) weiter zu 4 umgesetzt. Ab
schließend wurde mit dem NHS Ester von Sulfo Cy3
gekuppelt, wodurch das Endprodukt IV in 61% Aus
beute erhalten wurde.

Nach Validierung der Fluoreszenzeigenschaften
von IV in einem Phosphodiesterase Assay (Abbil
dung 2d und Hintergrundinformationen, Abbil
dung S1) wurde IVals ATP Ersatz für UBA1 getestet.
Wie an der Entstehung von polyubiquityliertem E6AP
gesehen werden kann (Abbildung 2b), verwendet
UBA1 tatsächlich IV als Substrat. Die Analyse des
Ubiquitinniveaus ergab, dass in Gegenwart von IV viel
weniger Ubiquitin konjugiert wurde als in der von
ATP. Weiterhin ergab ein Titrationsexperiment, dass
zumindest 250 mm IV bençtigt werden, um eine ma
ximale Reaktionsgeschwindigkeit zu erreichen (Hin

Abbildung 2. Ubiquitinaktivierung durch UBA1 kann direkt in Echtzeit beobach

tet werden. a) Strukturen der ATP Analoga, die genutzt wurden, um das Sub

stratspektrum von UBA1 zu untersuchen. b) Untersuchung des Substratspek

trums von UBA1 mit dem E6AP Autoubiquitylierungsassay. Die Aktivität von

UBA1 wird über das Entstehen von polyubiquityliertem E6AP (E6AP Ub) und

den Verbrauch von Ubiquitin in einer Coomassie gefärbten SDS PAGE detek

tiert. Die Proben, die mit SAP vorbehandelt wurden, sind markiert. Das Experi

ment wurde dreimal durchgeführt. c) Synthese der doppelt markierten Sonde IV.

A) 1. EDC Hydrochlorid, DMF, 2.5 h, RT; 2. MeOH, 3 h, RT; 3. 6 Azidohexyl

phosphat, 12 h, 40 8C, 23%; B) 0.1m NaOH, 4 h, RT; C) Sulfo Cy5 NHS Ester,

0.1m NaHCO3, DMF, pH 8.7, 12 h, RT, 23% (über zwei Stufen); D) TCEP, Et3N,

H2O, MeOH, 4 h, RT, 74%; E) Sulfo Cy3 NHS Ester, 0.1m NaHCO3, DMF,

pH 8.7, 12 h, RT, 61%. d) Fluoreszenzspektren von IV nach Behandlung ohne

(blau) und mit (rot) der Phosphodiesterase I aus C. adamanteus (Snake Venom

Phosphodiesterase, SVPD), die IV quantitativ spaltet. e) Aktivierung von Ubiqui

tin durch verschiedene Konzentrationen an UBA1 kann direkt durch die Spal

tung von IV detektiert werden, indem die Fluoreszenzintensität des Donors (D)

gemessen wird. Werte sind Mittelwert �Standardfehler des Mittelwerts von drei

Messungen.
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tergrundinformationen, Abbildung S2). Dies zeigt, dass auch
der KM Wert für IV deutlich hçher ist als der für ATP [(4.7�
1.0) mm].[12] Wegen der sperrigen Modifikationen an ATP ist
dies jedoch nicht erstaunlich.

Abschließend haben wir IV verwendet, um die Aktivität
von UBA1 in der Abwesenheit aller anderen Enzyme der
Ubiquitylierungskaskade in Echtzeit zu detektieren. Hierzu
haben wir IV und Ubiquitin mit verschiedenen Konzentra
tionen UBA1 in einem 384 Well Format inkubiert und das
Fluoreszenzsignal über die Zeit verfolgt (Abbildung 2e). Ein
zeitabhängiger linearer Anstieg des Fluoreszenzsignals des
Donors Sulfo Cy3 bei 590 nm kann für alle UBA1 Konzen
trationen detektiert werden. Die Steigung der Fluoreszenz
kurven korreliert linear mit der Konzentration von UBA1
(Hintergrundinformationen, Abbildung S3). Dies belegt die
gute Anwendbarkeit des Assays.

Als nächstes haben wir getestet, ob das Analogon IV, das
für UBA1 optimiert wurde, auch für die Untersuchung an
derer E1 Enzyme ubiquitinähnlicher Proteine (Ubiquitin
like proteins, Ubls) verwendet werden kann.[13] In diesem
Zusammenhang haben wir die Aktivierung von NEDD8
durch APPBP1/UBA3[13, 14] und von SUMO1 durch SAE1/
SAE2[13,15] in Gegenwart von IV untersucht (Abbildung 3a).

Alle drei E1 Enzyme kçnnen mit dem TRASE Assay un
tersucht werden, wie an der Steigung der Fluoreszenz in
Gegenwart des kognaten Ubl zu erkennen ist. Weiterhin
konnte Aktivität ausschließlich detektiert werden, wenn das
korrekte E1 Ubl Paar verwendet wurde.

Um die Anwendbarkeit des Assays weiter zu untermau
ern, haben wir den mçglichen Einfluss von E2 Enzymen auf
die E1 Aktivität untersucht. Wie in Abbildung 3b zu sehen
ist, wurde ein Anstieg der Aktivität der einzelnen E1 Enzyme
in Gegenwart der kognaten E2 Enzyme detektiert, während
keine Stimulation durch nicht kognate E2 Enzyme gemessen
wurde. Damit ist TRASE ein einfaches Hilfsmittel, um die
Spezifität von E2 für E1 Enzyme zu bestimmen und, gene
reller, um positive und negative Effektoren der E1 Aktivität
zu untersuchen.

Inhibitoren von UBA1 wurden für die Behandlung be
stimmter Krebsarten vorgeschlagen.[16] Dennoch sind bis
heute nur wenige UBA1 Inhibitoren bekannt,[16 18] was daran
liegen kçnnte, dass bisher keine robusten Assays zur Detek
tion der UBA1 Aktivität in einem Hochdurchsatzverfahren
verfügbar waren. Tatsächlich beruhten bisherige Screens auf
der Verwendung von zellbasierten Assays, die die Degrada
tion eines Zielproteins detektieren,[18] oder auf der Verwen
dung der Detektion von Ubiquitinketten in vitro.[19] In diesen
Assays werden auch Inhibitoren aller anderen Enzyme der
Ubiquitylierungskaskade gefunden, die während aufwändiger
Validierung ausgeschlossen werden müssen. Im Unterschied
hierzu detektiert TRASE die Aktivität von UBA1 direkt
(d.h. in Abwesenheit jeglicher anderer Enzyme oder Rea
gentien) und scheint daher sehr gut geeignet für das Screening
von UBA1 Inhibitoren zu sein. Da der Assay weiterhin
mehrere Datenpunkte zu verschiedenen Zeiten liefert,
kçnnen Verbindungen, die die Fluoreszenzcharakteristika
von IV verändern anstatt UBA1 zu inhibieren, einfach aus
geschlossen werden.

Um die Anwendbarkeit von TRASE für die Identifizie
rung von UBA1 Inhibitoren zu demonstrieren, haben wir
1279 Verbindungen getestet, die entweder Naturstoffe oder
von der FDA zugelasseneMedikamente sind. Hierbei wurden
fünf Verbindungen identifiziert, die die Aktivität von UBA1
um mindestens 90% inhibieren (siehe auch Hintergrundin
formationen, Abbildungen S4 und S5). Die weitere Charak
terisierung mit dem TRASE Assay ergab, dass eine Verbin
dung b Lapachon (Abbildung 4a) die E1 Aktivität mit
einem IC50 Wert von (1.62� 0.13) mm inhibiert (Abbil
dung 4b). Diese Verbindung ist auch in der Lage, die Auto
ubiquitylierung von E6APmit einem ähnlichen IC50 Wert von
(1.59� 0.07) mm zu inhibieren (Abbildung 4b und Hinter
grundinformationen, Abbildung S6). b Lapachon ist ein be
kannter Stoff mit antikarzinogener und proapoptotischer
Aktivität in verschiedenen Zelllinien,[20] wurde aber bisher
noch nicht mit der Inhibition des Ubiquitylierungswegs in
Verbindung gebracht. Um weitere Belege zu erhalten, dass b
Lapachon mit der E1 Aktivität in einem physiologisch rele
vanten System interferiert, haben wir uns entschieden, b

Lapachon im Extrakt aus Xenopus laevis Eiern zu untersu
chen,[21] der ein wertvolles System ist, um den Ubiquitylie
rungsweg im Zusammenhang mit der Zellzyklusregulation zu
untersuchen. Der in der Metaphase arretierte Extrakt wurde
mit b Lapachon oder DMSO, in einem für diese Reaktionen
üblichen System, vorbehandelt.[22] Durch die Zugabe von
Calcium wurde der Arrest in der Metaphase aufgehoben, was
zur Aktivierung der E3 Ligase „Anaphase Promoting Com
plex/Cyclosome“ (APC/C)[23] und damit zum Abbau von
Cyclin B führt. In der Gegenwart von DMSO verringern sich
die Niveaus an Cyclin B schnell. Dies zeigt an, dass es ubi
quityliert und durch das proteasomale System abgebaut
wurde (Abbildung 4c). ImUnterschied hierzu bleibt Cyclin B
in Gegenwart von b Lapachon für eine längere Zeit detek
tierbar. Daher lassen diese Daten darauf schließen, dass b

Lapachon den Abbau von Cyclin B durch Inhibition der Be
ladung von E1 im Xenopus laevis Eiextrakt verhindert.

Wir präsentieren hier mit TRASE eine neuartige Me
thode, um die Aktivität des ATP verbrauchenden Enzyms

Abbildung 3. Anwendungsbreite der Methode. a) Aktivierung von Ubi

quitin und von den Ubls NEDD8 und SUMO1 durch ihre kognaten E1

Enzyme. b) Stimulierender Effekt der E2 Enzyme auf ihre kognaten E1

Enzyme. Die Steigung der Fluoreszenzintensität wurde durch lineare

Anpassung an die Fluoreszenzintensität über die Zeit bestimmt. % Sti

mulation wurde aus der Steigung der Fluoreszenz bei 590 nm relativ

zum Mittelwert der Steigung ohne E2 berechnet. Werte sind Mittelwert

�Standardfehler des Mittelwerts von drei Messungen.
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UBA1 zu messen. Die Methode basiert auf der Verwendung
eines fluorogenen ATP Analogons, das seine Fluoreszenz
charakteristik bei Spaltung deutlich ändert. Die Methode
ermçglicht die Detektion und Quantifizierung der Aktivie
rung von Ubiquitin und von ubiquitinähnlichen Proteinen
durch ihre kognaten E1 Enzyme in Abwesenheit der restli
chen Ubiquitylierungskaskade in Echtzeit auf eine einfache
und parallele Art und Weise. Zusätzlich kann die Methode
verwendet werden, um Auswirkungen von Proteininterak
tionen auf die E1 Aktivität zu studieren, wie exemplarisch für
die E1 E2 Interaktion gezeigt. Dies erçffnet z.B. die Mçg
lichkeit, TRASE auch für das Screening von Inhibitoren von
E2 Enzymen einzusetzen. Weiterhin kçnnen wir zeigen, dass
die Methode gut für Hochdurchsatzverfahren geeignet ist,
und identifizieren b Lapachon als neuartigen Inhibitor für
UBA1. Der präsentierte Assay kçnnte aber nicht nur zur
Verfolgung der Aktivität von E1 Enzymen geeignet sein; er
hat auch das Potenzial für die Untersuchung anderer ATP
verbrauchender Enzyme.
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