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Die Konjugation von Ubiquitin (Ub) an Proteine ist an der Regula-
tion vieler Prozesse beteiligt. Die Modifikation dient als in trans wir-
kendes Erkennungselement, wobei strangabwiirts gelegene Effektoren
an das modifizierte Protein binden und dessen Schicksal und/oder
Funktion bestimmen. Die allgemein akzeptierte Auffassung ist, dass
eine PolyUb-Kette, die iiber das interne Lys48 von Ub verkniipft und
an einem internen Lys-Rest des Substrats verankert ist, das kanonische
Signal fiir die Erkennung und den Abbau durch das Proteasom dar-
stellt. Jiingste Studien haben jedoch gezeigt, dass das Signal weitaus
vielfiltiger ist und dass Ketten auf der Basis anderer interner Ver-
kniipfungen sowie lineare oder heterologe Ketten aus Ub oder Ub-
artigen Proteinen und selbst MonoUb vom Proteasom erkannt wer-
den. Dariiber hinaus wurden auch Ketten beschrieben, die an andere
als interne Lys-Reste binden. All diese jiingsten Entdeckung stellen die

hochenergetische  Thioesterbindung
mit diesem Enzym bilden (im Falle der
HECT (,,homologous to the E6-AP C-
terminus*)-Ligasen), oder es kann di-
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gegenwiirtig akzeptierte Sichtweise in Frage.

1. Einleitung

Die kovalente Konjugation von Ubiquitin (Ub) wird
durch eine dreistufige enzymatische Reaktion vermittelt.
1) Ein Ub-aktivierendes Enzym (E1) katalysiert eine ener-
gieabhingige Reaktion (die Energie liefert ATP), die eine
hochenergetische Thioesterbindung zwischen der Carboxy-
gruppe des terminalen Glycinrestes im Ubiquitin und einem
Cysteinrest des Enzyms erzeugt. 2) Eines von mehreren Ub-
Carrier-Proteinen (E2; auch bekannt als Ub-konjugierende
Enzyme, UBCs) transferiert Ubiquitin von der hochenerge-
tischen Thioesterbindung mit E1 zu einer hochenergetischen
Thiosterbindung mit E2. 3) Eine der zahlreichen substrat-
spezifischen Ub-Proteinligasen (E3) katalysiert eine dritte
Reaktion. Je nach Art der Ligase kann Ubiquitin eine dritte
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rekt zum ligasegebundenen Substrat

transferiert werden (im Falle von

RING (,really interesting gene“)-Li-

gasen). In vielen Fillen erzeugt die
Reaktion schrittweise eine PolyUb-Kette, deren erste Ub-
Einheit mit einer e-NH,-Gruppe eines Lys-Restes im Substrat
verbunden ist. Die Ub-Einheiten sind iiber eine Isopeptid-
bindung zwischen dem C-terminalen Gly der einen Einheit
und der e-NH,-Gruppe des internen Lys48 der vorhergehen-
den Einheit verkniipft.!!! Proteine, die auf diese Weise modi-
fiziert sind, werden durch das 26S-Proteasom erkannt und
abgebaut. Das 26S-Proteasom ist ein Enzym mit drei ver-
schiedenen proteolytischen Aktivitidten: einer Chymotrypsin-
artigen, einer Trypsin-artigen und einer peptidylglutamyl-
peptidhydrolysierenden Aktivitit. Wahrend des Protein-
abbaus wird Ub durch die Aktivitit deubiquitinierender
Enzyme (DUBs) rezykliert. Die DUBs zerlegen die Ubiqui-
tin-Ketten, indem sie die Isopeptidbindung zwischen dem C-
terminalen Glycin von Ub und der Aminogruppe des Lysin-
restes entweder in der proximalen Ub-Einheit in der Kette
oder im Substrat hydrolysieren (falls es die erste Ub-Einheit
ist). Der proteasomale Abbau der Ub-markierten Proteine
spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation grundlegender
zelluldrer Prozesse, darunter die Steuerung des Zellzyklus
und der Zellteilung, die Aufrechterhaltung der zelluldren
Qualitédtskontrolle und die Regulation der Konzentration von
Transkriptionsfaktoren.”! Ub enthilt sieben interne Lysin-
reste, und die allgemeine Hypothese war, dass Ketten, die
iiber andere Lysine als Lys48 verkniipft sind, nicht-proteoly-
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tische Funktionen haben. Zum Beispiel werden mehrere
Schritte in der Aktivierung von NF-«kB oder der Regulation
der Endozytose durch Lys63-verkniipfte Ub-Ketten vermit-
telt.”! In diesen Fillen steuert die Modifikation die Funktion
des markierten Proteins, das nicht eliminiert wird.

Fiir viele Jahre war die allgemein akzeptierte Auffassung,
dass die Kette 1) mindestens vier Ub-Einheiten enthalten
muss,'! 2) aus Ub-Einheiten aufgebaut sein muss, die {iber
interne Lys48 verkniipft sind,”” und 3) an einer e-NH,-Grup-
pe eines Lysinrestes im Zielsubstrat verankert ist.[’! Jiingste
Ergebnisse haben jedoch einen sehr viel breiteren Satz von
Ub-basierten proteolytischen Signalen aufgezeigt, die wir in
diesem Kurzaufsatz vorstellen wollen.

2. Einzelne und mehrfache Monoubiquitinierungen

Mehrere kiirzlich durchgefiihrte Studien belegen, dass das
Proteasom Substrate erkennen kann, die durch einfache oder
mehrfache Monoubiquitinierung modifiziert wurden (Abbil-
dung 1). So wurde gefunden, dass ein Peptid einer Mindest-

Abbildung 1. Monoubiquitinierung. a) Modifikation eines Proteins
durch einfache Monoubiquitinierung. b) Modifikation eines Proteins
durch mehrfache Monoubiquitinierungen. Graue Kugeln: Ub, schwarze
Kugeln: Lys (K).

ldnge von 20 Aminosduren effizient abgebaut wird, wenn es
linear an Ub fusioniert wird, ohne dass eine weitere Ketten-
verlingerung erforderlich wire.l” Fiir diese linearen Fusio-
nate wurde gezeigt, dass ein einzelnes Ub den Abbau von
Peptiden aus bis zu ungefihr 150 Aminosiuren vermittelt.”
Ein Beispiel fiir ein natiirlich vorkommendes Substrat, das
nach einfacher Monoubiquitinierung eines spezifischen Lys-
Restes abgebaut wird, ist das Protein PAX3 (paired box 3
protein), ein Regulator der Muskeldifferenzierung. Die Re-
aktion wird durch die TAF1-Ligase katalysiert.”) In shnlicher
Weise fiihrt die Konjugation eines einzelnen Ub zum prote-
asomalen Abbau des Zelladhisionsrezeptors Syndecan4, der
an der Zellmigration beteiligt ist."

Bei einigen Substraten ist ihre Modifizierung durch
mehrfache Monoubiquitinierungen erforderlich, um ihren
proteasomalen Abbau zu vermitteln. Zum Beispiel muss
p105, der Vorldufer des NF-«xB-Transkriptionsfaktors pS0, an
mehreren Lysinen in der C-terminalen Doméne des Molekiils
monoubiquitiniert werden, um, unter Freisetzung des N-ter-
minalen p50-Segments, das die aktive Untereinheit des
Transkriptionsfaktors darstellt, prozessiert zu werden.!"! Der
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Zellzyklusregulator Cyclin B1 wird nach mehrfachen, von der
APC/C-Ub-Ligase katalysierten Monoubiquitinierungen ab-
gebaut.l Beschrinkt man die Zahl der Lysinreste, die als
Ub-Anker fungieren konnen, so ,erzwingt“ man damit die
Bildung von OligoUb- und/oder PolyUb-Ketten.”

Diese Befunde legen ein neues dynamisches Konzept der
Dichte/Aviditdt des Ub-Signals nahe: Die rdumliche Anord-
nung einer geniigend groBen Zahl einzelner Ub-Einheiten,
die an mehrere Stellen des proteasomalen Ub-Rezeptors
binden, gewéhrleistet eine starke Bindung des markierten
Substrats an das Proteasom, wodurch ein effizienter und
prozessiver Abbau des Substrats erfolgen kann. Beschriankt
man die Zahl der Ub-Anker auf dem Substrat, so wird damit
die Bildung einer PolyUb-Kette erzwungen. Die miteinander
verbundenen Einheiten dieser PolyUb-Kette ersetzen dann
die einzelnen Einheiten, die andernfalls iiber mehrere Anker
entlang dem Substrat verteilt sind. Das Konzept eines dyna-
mischen und adaptiven Signals kann erweitert werden und,
neben anderen Charakteristika, auch die Linge des Substrat
einschlieBen. Ein einzelnes Ub hat die niedrigste Affinitét fiir
das Proteasom, wihrend bei einer Verldngerung der Kette die
Affinitét schrittweise ansteigt. Bei kurzen Substraten konnte
daher eine einzelne Einheit oder eine kurze Ub-Kette genii-
gen, um das Substrat ausreichend stark an das Proteasom zu
binden und so dessen effizienten Abbau sicherzustellen.
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Léngere Substrate diirften ldngere Ketten bendtigen. Diese
Hypothese wurde in einer jiingsten Studie untermauert, in der
gezeigt wurde, dass ein einzelnes Ub den Abbau kiinstlicher
(HA-Repeats) oder natiirlich vorkommender Substrate
(Hugl, Cks2 und a-Synuclein) aus bis zu ungefihr 150 Ami-
nosiuren unterstiitzt.®!

3. PolyUb-Ketten
Homogene Ub-Ketten mit identischen internen Verkniipfungen

Ubiquitin ist ein Polypeptid aus 76 Aminosduren, davon
sieben Lysine in den Positionen 6, 11, 27, 29, 33, 48 und 63.
Das am héiufigsten vorkommende Ub-Polymer, das an der
Markierung von Substraten fiir deren Abbau beteiligt ist, ist
eine homogene Kette, in der jede Ub-Einheit iiber eine Iso-
peptidbindung mit dem Lys48 der vorhergehenden Ub-Ein-
heit verkniipft ist.>*¥) Es wurde angenommen, dass nur Ket-
ten dieses Typs in der Lage sind, Substrate fiir ihren prote-
asomalen Abbau zu markieren. Eine massenspektrometri-
sche Analyse(™® hat gezeigt, dass homogene Ketten auf der
Basis von Verkniipfungen der Lysinreste 29, 11, 27 und 6 (in
abnehmender Haiufigkeit) ebenfalls einen proteasomalen
Abbau vermitteln konnen. Zum Beispiel konnten mehrere
Studien nachweisen, dass homogene Ketten auf der Basis von
Lys11-Verkniipfungen, die durch APC/C-Ub-Ligase!" auf-
gebaut waren, wichtige Mediatoren des Proteinabbaus wih-
rend der Zellteilung sind.'! Die Bildung solcher Ketten, die
(wie die Lys48-verkniipften Ketten) ebenfalls an die S5-Un-
tereinheit des Proteasoms binden,!'®! ist moglichweise von
einem TEK-Box-Motiv abhingig, das sowohl auf Ub als auch
dem Substrat gefunden wurde.["*"!

Andere Studien haben gezeigt, dass Lys33-verkniipfte
und Lys63-verkniipfte Ketten™ ebenfalls vom Proteasom
erkannt werden. Es scheint daher, dass homogene Ketten
basierend auf Verkniipfungen sdmtlicher interner Lysinreste
(Abbildung 2) in der Lage sind, Proteine fiir den protea-
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somalen Abbau zu markieren. Zu beachten ist jedoch, dass
einige dieser Studien mit zellfreien Systemen ausgefiihrt
wurden und die entsprechenden zelluldren Ereignisse mogli-
cherweise nicht realistisch reproduzieren.

Heterogene Ub-Ketten mit unterschiedlichen internen
Verkniipfungen

Da Ub-Ketten enzymatisch synthetisiert werden, war es
logisch anzunehmen, dass sie homogen, d.h. iiber den glei-
chen internen Lys-Rest verkniipft sind. Massenspektrome-
trische Analysen haben jedoch gezeigt, dass gemischte Ketten
mit Verkniipfungen unterschiedlicher interner Lysinreste
(Abbildung 3a) ebenfalls Proteine fiir den proteasomalen
Abbau markieren konnen. Ein Beispiel fiir ein solches Pro-
tein ist Cyclin B1, das Untersuchungen zufolge nicht nur, wie
schon bekannt, durch mehrfache Monoubiquitinierungen, ™
sondern auch durch kurze Ub-Ketten mit internen Ver-
kniipfungen der Lysine 11, 48 und 63 markiert wird."> Damit
ein Signal gentigend hoher Ub-Dichte erzeugt werden kann,
konnte es sein, dass verschiedene Proteine je nach Verfiig-
barkeit ihrer Ub-Anker Mischungen von Ketten unter-
schiedlicher Langen und interner Verkniipfungen benutzen.

Ferner wurden mehrfach verzweigte (gegabelte) Ketten
beschrieben,' in denen mehr als eine Ub-Einheit an die
vorhergehende Ub-Einheit gebunden ist (Abbildung 3b).
Diese Ketten binden allerdings nur schwach an das Protea-
som,?) was vermuten lisst, dass sie nicht die Funktion
haben, Proteine fiir den Abbau zu markieren. Zum Beispiel
erzeugt die Autoubiquitinierung von RinglB gemischte
mehrfach verzweigte Ketten mit Verkniipfungen der Lysine 6,
27 und 48; diese Ketten stimulieren die monoubiquitinie-
rende Ligaseaktivitidt des Proteins fiir sein Substrat, Histon
H2A.')

Abbildung 2. Homogene Ubiquitinketten. Ketten basierend auf Verkniipfungen der Lysine 6, 11, 27, 29, 33, 48 oder 63.
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a)

Abbildung 3. Heterogene Ubiquitinketten. a) Gemischte Ketten basie-
rend auf Verkniipfungen unterschiedlicher Lysine. b) Mehrfach ver-
zweigte (gegabelte) Ketten, in denen mehrere Ub-Einheiten an charak-
teristischen Lys-Resten in einer einzelnen Ub-Einheit verankert sind.

Heterologe gemischte Ub- und UbL-Ketten

Die Lys-Reste bestimmter Proteine kénnen durch das
Ub-artige (UbL) Protein SUMO (small ubiquitin modifier)
modifiziert werden. Diese Modifikation reguliert eine Viel-
zahl von Prozessen, darunter die Stressantwort und DNA-
Reparatur, die Signaltransduktion und den Transport von
Proteinen in ihre subzelluliren Kompartimente.*!! SUMO
kann als Monomer an einen Lys-Rest des Substrat konjugiert
werden, oder aber, dhnlich wie Ub, eine homogene Kette
bilden. Kiirzlich wurde gezeigt, dass SUMOylierung und
Ubiquitinierung miteinander kooperieren. In einer ersten
Studie wurde gefunden, dass Zellen, die mit dem Proteasom-
Inhibitor MG132 behandelt wurden, Ketten von SUMO1?
sowie von SUMO2 und SUMO3®! anreichern, was darauf
hindeutet, dass solche Ketten an der Markierung von Pro-
teinen fiir deren Abbau beteiligt sind. In einem anderen Ex-
periment ergab die Aufreinigung von Ub-Addukten ebenfalls
SUMO2-Konjugate,™ was darauf schlieBen lisst, dass diese
UbL Teil einer PolyUb-Kette sein kann (Abbildung 4). Des
Weiteren wurde vorgeschlagen (wenn auch nicht unmittelbar
nachgewiesen), dass Mono- oder Poly-SUMOylierung eine
Vorbedingung fiir eine Polyubiquitinierung mit anschlieBen-
dem Proteinabbau ist, womit beide Modifikationen an den
gleichen Stoffwechselweg gekoppelt wiren.*!

Angew. Chem. 2013, 125, 202 —209

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

@ngewandte
Ch

Abbildung 4. Heterologe Ubiquitin-Ketten. Ketten aus Ub und einem
Ub-artigen Protein.

Ein direkter Beweis, dass heterologe Ketten aus SUMO
und Ub zu proteasomalem Abbau fithren konnen, stammt aus
Studien zur Behandlung von akuter Promyelozytenleukdmie
(APL) mit Arsentrioxid. Dabei wurde gefunden, dass der
Wirkstoff den Abbau des Promyelozytenleukdmie/Retin-
sdurerezeptor-alpha(PML-RARa)-Fusionsproteins indu-
ziert. Das Protein geht zuerst eine Poly-SUMOylierung ein
und rekrutiert dabei die RING-Finger-Protein 4(RNF-4)-Ub-
Ligase.” Die nachfolgende Kettenverlingerung durch Poly-
ubiquitinierung der SUMO-Ketten markiert PML-RARa fiir
den proteasomalen Abbau.”*! In einem anderen Beispiel
wurde gezeigt, dass das Entfernen der SUMO-spezifischen
Protease SENP1 (eines deSUMOylierenden Enzyms) zur
Unterdiickung der hypoxischen Antwort fiihrt, indem der
Hypoxie-induzierbare Faktor (HIF) la fiir den raschen Ab-
bau markiert wird. Es wurde ferner gezeigt, dass HIFla
SUMOyliert wird, indem das Ubiquitinligaseprotein
von Hippel-Lindau (pVHL) an HIF1a rekrutiert wird, was in
dessen Ubiquitinierung und Abbau resultiert.’” Wahr-
scheinlich stabilisiert die Deletion von SENP1 die SUMO-
Kette von HIFla, was die Elongation der SUMO-Kette
durch Ub und folglich den HIF1a-Abbau effizienter macht.
Es ist noch nicht geklirt, was die anfidngliche SUMOylierung
von HIFla stimuliert und wie diese Modifikation mit der
normalen Sauerstoffversorgung (Normoxie) zusammenhingt,
bei der spezifische Prolinreste im Protein hydroxyliert wer-
den, ein Prozess, der auch im Zusammenhang mit der Re-
krutierung der pVHL-Ligase beschrieben wurde.

Diese Beispiele zeigen eine weitere Komplexitidtsebene
des Ub-Systems auf, die den Signalprozess fiir den protea-
somalen Proteinabbau auf Systeme jenseits von Ub ausdehnt.
Das Zusammenspiel zwischen den zwei unterschiedlichen
Modifikationssystemen konnte zu einer praziseren Regulati-
on des Proteinabbau beitragen. Zu beachten ist aber, dass die
Bildung heterogener Ketten nur eine begrenzte biologische
Rolle spielen konnte, und die Beteiligung solcher Ketten an
der proteasomalen Erkennung muss erst noch fiir andere
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Substrate nachgewiesen werden. Es ist moglich, dass Proteine
primér fiir nicht-proteolytische Funktionen SUMOyliert und
dann spéter ubiquitiniert werden, um zum Proteasom geleitet
zu werden.

Lineare Ub-Ketten

In den oben beschriebenen Ub-Ketten sind die Einheiten
iber Isopeptidbindungen zwischen dem C-terminalen Gly76
des distalen Ub-Molekiils und verschiedenen internen Lysi-
nen des proximalen Ub-Molekiils miteinander verkniipft.
Kiirzlich wurde nun eine andere Art von Kette beschrieben,
in der die Verkniipfungen in einer Kopf-Schwanz-Anordnung
konjugiert sind. Hier ist der C-terminale Rest der einen
Einheit iiber eine Peptidbindung mit dem N-terminalen Rest
der proximaleren Einheit verkniipft (Abbildung 5). Die li-

Abbildung 5. Lineare Ubiquitinketten. Ketten, in denen die Ub-Einhei-
ten in Kopf-Schwanz-Anordnung verkniipft sind.

neare Kette wird durch die Ub-Ligase LUBAC (linear ubi-
quitin chain assembly complex) aufgebaut. LUBAC besteht
aus drei Proteinen: SHARPIN (SHANK-associated Rh do-
main-interacting protein), einer lingere Isoform von HOIL-
1L (heme-oxidized iron-regulatory protein 2 Ub ligase-1) und
HOIP (HOIL-1L-interacting protein).’”’! Es wurde gezeigt,
dass LUBAC lineare Ub-Ketten am griin-fluoreszierenden
Protein (GFP) aufbauen kann, wobei das erste Ub an den N-
Terminus gebunden wird. Diese Modifikation resultiert im
proteasomalen Abbau des markierten GFP, was auf eine
mogliche Beteiligung linearer Ub-Ketten in der Erkennung
von Substraten durch proteasomale Rezeptoren schlielen
ldsst.”¥ Gestiitzt werden diese Daten durch den Befund, dass
eine lineare TetraUb-Kette den Abbau des eukaryotischen
Replication-Clamp-Proteins PCNA befordert. Diese Reakti-
on wird durch den Komplex aus CDC48 (AAA ATPase cell
division protein 48), NPL4 (nuclear protein localization pro-
tein 4) und UFD (Ub fusion degradation 1) vermittelt.*!
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4. Ubiquitinierungen an Nicht-Lysin-Stellen
Interne Ubiquitinierungsstellen

In der Mehrzahl der Fille findet die Ubiquitinierung an
internen Lys-Resten des Zielsubstrats statt. Jiingste Studien
haben jedoch gezeigt, dass Ub in manchen Fillen iiber eine
Esterbindung an Ser oder Thr oder tiber eine Thioesterbin-
dung an Cys konjugiert werden kann (Abbildung 6).*"! Zum

Abbildung 6. Ubiquitinierung an anderen Resten als Lys (Cys (C), Ser
(S) und Thr (T)).

Beispiel ubiquitiniert die murine y-Herpesvirus-E3-Ligase
mK3 einhergehend mit Ube2j2, der kognaten E2 von mK3,
den zytoplasmatischen Schwanz von MHC (major histocom-
patible complex I heavy chain) bevorzugt an Thr und Ser. Das
Protein wird dann tiber den ERAD-Pfad (endoplasmic reti-
culum associated degradation) abgebaut.’!! In einer anderen
Studie wurde gezeigt, dass Neurogenin (NGN), ein die neu-
ronale Differenzierung regulierender Transkriptionsfaktor,
sowohl an Lys als auch Nicht-Lys-Resten (Cys, Ser und Thr
sowie dem N-terminalen Rest) ubiquitiniert wird. Wichtig
dabei ist, dass Ub-Ketten, die an unterschiedlichen Resten
verankert sind, als Signale fiir den proteasomalen Abbau
dienen konnen. ¢!

N-terminale Ubiquitinierung
Es scheint, dass eine Ub-Kette neben internen Resten

auch an der o-NH,-Gruppe des N-terminalen Rests des
Substrats erzeugt werden kann (Abbildung 7).

"

K4

Abbildung 7. Ubiquitinierung an einem N-terminalen Rest.
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Das erste Protein, fiir das gezeigt wurde, dass es durch N-
terminale Ubiquitinierung markiert wird, war MyoD (myo-
blast determination protein 1).5% Der Studie folgten mehrere
weitere Berichte iiber andere Proteine, die dhnlich ubiquiti-
niert werden.® Die Existenz einer N-terminalen Ubiquiti-
nierung wirft die interessante Hypothese auf, dass die N-ter-
minale Acetylierung, die eine verbreitete posttranslationale
Modifikation ist, zum Schutz von Proteinen vor Ubiquitinie-
rung und Abbau dient.?¥

Wabhrscheinlich verleiht die Nutzung eines zuséitzlichen
Ub-Ankers dem System jene zusétzliche Flexibilitét, die fiir
die Feinabstimmung der Proteolyse seiner unzdhligen Sub-
strate benotigt wird.

5. Ubiquitinierung an Nicht-Konsensus-Stellen

Die Ubiquitinkonjugation wird von einer komplexen
Abfolge enzymatischer Reaktionen katalysiert und scheint
intuitiv hochspezifisch zu sein. Daher war die Entdeckung
iiberraschend, dass es keine bekannten Konsensus- oder ho-
mologen Ubiquitinierungsstellen gibt. Es scheint, dass die
Ubiquitinierungsstellen im Falle einiger weniger Proteine
spezifisch sind, bei manchen Proteinen unbestimmte Cha-
rakteristika gemeinsam haben und in vielen Féllen promis-
kuitiv sind.

Bei einer Gruppe von Proteinen — p19™**!, PAX3, IxBa
und p53 — wurden spezifische Anker-Lysine identifiziert, ob-
wohl die umgebenden Aminosduren keine offensichtlichen
gemeinsamen Merkmale haben. Es konnen ein einzelner oder
mehrere Anker vorhanden sein; im Falle mehrerer Anker
sind diese typischerweise in einer Region des Zielproteins
geclustert. Allerdings variiert der Grad an Spezifitit (d.h. die
Beteiligung anderer Lysinreste auBer denen in der spezifi-
schen Stelle), und es miissen auch nicht alle Lysinreste im
Cluster an der Erkennung des spezifischen Substrats beteiligt
sein. Zum Beispiel ist in p19™**! Lys62 der hauptsichliche
Ub-Akzeptor,® wihrend in PAX3 die Modifikation von
Lys437 oder Lys475 geniigt, um das Protein fiir seinen Abbau
zu markieren (die Ubiquitinierung eines Restes verhindert
sogar die Modifikation des zweiten).”” Die Ubiquitinierung
von IxBa findet an Lys21 und/oder Lys22 statt,’® wihrend fiir
p53 berichtet wurde, dass ein Cluster aus sechs Lysinresten in
der C-terminalen Domiine modifiziert wird.””

Eine systematischere Analyse der Ubiquitinierungsstellen
wurde durch Tandemmassenspektrometrie von Hefeprotei-
nen ausgefiihrt® und ermoglichte die halbquantitative und
voraussetzungfreie Kartierung von posttranslationalen Mo-
difikationsstellen.” Durch Analysieren der in diesen Studien
gewonnenen Datensitze fanden Catic und Mitarbeiter, dass
sich, mit einer Ausnahme, alle durch Ub modifizierten Lysine
auf der Oberfldche des Proteins befinden miissen. Und auch
bei der einzigen Ausnahme, in der der Lysinrest begraben ist,
muss das Protein vor der Ubiquitinierung entfalten (Lys370 in
der Glutamatdehydrogenase 1).1* Es gibt also eine klare
Priferenz fiir die Ubiquitinierung in Schleifenregionen, ge-
folgt von der Ubiquitinierung in a-Helices (einer spiralen
Struktur eines Proteins, in der die Riickgrat-N-H-Gruppe
einer bestimmten Aminoséure an die Riickgrat-C=O-Gruppe
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der vier Reste entfernten Aminosiure bindet).*”! Interes-
santerweise befinden sich die Ub-Lysinreste 48 und 63, die in
PolyUb-Ketten am héufigsten modifiziert werden, in Schlei-
fenregionen. Versuche, charakteristische Aminosduren in
Nachbarstellung zu den ubiquitinierten Lysinen zu identifi-
zieren, ergaben keine klaren Ergebnisse.*) Ahnliche Resul-
tate wurden auch in einer hierzu unabhédngigen Studie ge-
funden, in der demonstriert wurde, dass bevorzugte Ubiqui-
tinierungsstellen oberflichenzugingliche Lysinreste sind, die
in der geordneten Sekundirregion (Coil > Helix > (3-Falt-
blatt > Turn) lokalisiert und von kleinen, positiv geladenen
Resten umgeben sind.™ "

In vielen Fillen sind die Ubiquitinierungsstellen schwer
zu identifizieren. Zum Beispiel muss im Fall des p105-Vor-
laufers von NF-kB die Ubiquitinierung an mehreren Lysin-
resten (ca. 30) stattfinden, die im C-terminalen Teil des Mo-
lekiils (einem Segment mit ca. 500 Aminosduren) lokalisiert
sind. Allerdings scheint die exakte Lokalisierung der modi-
fizierten Reste keinen Einfluss auf den Ausgang der Prozes-
sierung zu haben: Offenbar bestimmt lediglich die Zahl der
modifizierten Reste das Ausma$ und die Geschwindigkeit der
Prozessierung von p105.014

Bei vielen anderen Substraten sind die Ubiquitinie-
rungsstellen nicht spezifisch. Cyclin B1 kann an jedem ein-
zelnen Lysinrest im Molekiil ubiquitiniert werden, selbst an
kiinstlich eingefiihrten Stellen.*! Ahnliche Befunde wurden
fiir die ¢-Kette des T-Zell-Antigenrezeptors beschrieben.[*!

Die niedrige evolutiondre Konservierung der Ubiquiti-
nierungsstellen konnte ein Ausdruck der Vitalitdt und An-
passungsfihigkeit des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS)
sein, dessen mit wichtigste Funktion es ist, fremde, mutierte
und anderweitig denaturierte/fehlgefaltete Proteine zu ent-
fernen.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die uniiberschaubare Zahl an proteolytischen Substraten
und die Notwendigkeit, eine ,,Hierarchie® fiir ihren Transport
in die Abbaumaschinerie zu errichten, erforderte wahr-
scheinlich die Evolution vieler unterschiedlicher Signale, die
vom Proteasom und den Transportproteinen erkannt werden.
Unterschiedliche Strukturen und Lingen von Ub-Ketten
konnen feine Abwandlungen der Wechselwirkung zwischen
dem Proteasom und den Substraten bereitstellen und auf
diese Weise Affinitdten und Abbauraten regulieren. Es sollte
erwiahnt werden, dass die am héufigsten vorkommenden
Ketten, die die Mehrheit der Substrate fiir den Abbau mar-
kieren, nach wie vor Lys48-verkniipfte Ketten sind. Aber
selbst diese Ketten konnen noch andere Verkniipfungen
enthalten, die ihnen andersartige Charakteristika verleihen,
wie sie fiir die Feinabstimmung des proteolytischen Prozesses
benotigt werden. Es sollte betont werden, dass die Multipli-
zitdt von Verkniipfungen innerhalb einer vorwiegend Lys48-
verkniipften Kette auch die Promiskuitédt des Konjugations-
systems widerspiegeln kann und nicht unbedingt eine biolo-
gische Anforderung ist, denn alles, was ein Proteasom
braucht, ist eine ,kritische Masse”“ von Lys48-verkniipften
Ub-Einheiten. Auch sind Anomalien des Ub-Systems die
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Ursache verschiedener Pathologien, einschlieBlich bosartiger
Tumoren und neurodegenerativer Storungen. Der zusitzliche
Grad an Komplexitdt und Spezifitdt des Signals spiegelt sich
moglicherweise auch in diesen Anomalien. Deshalb wird ein
fundiertes Verstdndnis des Mechanismus der proteasomalen
Erkennung die Entwicklung hochspezifischer Wirkstoffe mit
nur geringen Nebenwirkungen ermdoglichen.

Die Forschungen in der Arbeitsgruppe von A.C. werden von
der Dr. Miriam and Sheldon Adelson Foundation for Medical
Research (AMRF), der Israel Science Foundation (ISF) und
der Deutsch-Israelischen Projektkooperation (DIP; zusam-
men mit T.S.) gefordert. A.C. ist Israel Cancer Research Fund
(ICRF) USA Professor. T.S. wird von der DIP (in Zusam-
menarbeit mit A.C.) und der Deutschen Forschungsgemein-
schaft gefordert.
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