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Das Ubiquitin-Proteasom-System in

Proteinqualitdtskontrolle und Regulation

Wolfgang Hilt

Institut fiir Biochemie, Universitéit Stuttgart

Die Zelle muss die Integritdt ihrer Proteine
sicherstellen und deren Aktivitdt regu-
lieren. Die Proteinausstattung der Zelle,
das Proteom, reprdsentiert die im Genom
gespeicherte Information. Fehlerhafte oder
geschddigte Proteine tun das nicht und
miissen umgehend entfernt werden. Das
Proteom muss auBBerdem stindig modu-
liert werden. Dies ist wichtig zur Anpas-
sung der Zelle an bestimmte Bedingungen
oder zur Durchfiihrung definierter zellu-
Idrer Programme, wie z. B. dem Teilungs-
zyklus oder der Zelldifferenzierung. Bei der
Erfiillung beider Aufgaben - Entfernung
von Proteinmiill und Regulation der Akti-
vitdt von Proteinen - spielen selektive
Proteolyseprozesse eine vitale Rolle. Um
Proteine mit hoher Selektivitdt direkt an
ihrem zelluldren Wirkort zerstéren zu
kénnen, hat die Evolution eine bemerkens-
wert komplexe Maschinerie hervorge-
bracht, das Ubiquitin-Proteasom-System.
Dieses greift zentral in multiple Funktionen
der Zelle ein.
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Abb. 1: Das UP-System: Proteasomen degradieren Zielproteine, die durch Anheftung von Polyubiqui-
tinketten markiert wurden. Ubiquitin ist ein kleines Protein mit 76 Aminosduren, das in Eukaryoten
hoch konserviert vorkommt. Ubiquitin wird durch Bindung an ein E1-Enzym aktiviert, anschlieBend auf
E2-Ubiquitin-Konjugasen iibertragen. E3-Ubiquitin-Ligasen vermitteln oder bewirken nach Ubernahme
der Ubiquitineinheit schlieBlich die Modifizierung der Zielsubstrate. Das UP-System greift durch
(signalgesteuerte) Proteolyse von Regulatoren oder anderen Zielproteinen kontrollierend in unter-
schiedliche zelluldre Funktionen ein. Stérungen des Systems tragen bei zur Entstehung schwerer

Erkrankungen.

Das Ubiquitin-Proteasom-System

P Injeder Siugerzelle findet man ca. 30.000
Proteasomen, hochkomplexe Nano-Proteo-
lysemaschinen, entwickelt fiir den effizien-
ten Abbau von Zielproteinen. Proteasomen
bestehen aus einem 20S-Kernkomplex. Die-
ser trigt verborgen im Inneren seiner Hohl-
zylinderstruktur die proteolytisch aktiven
Zentren. An beiden Enden finden sich zu-
sitzlich zwei regulatorische 19S-Komplexe.
Diese zeichnen sich verantwortlich fiir die
Erkennung und Bindung von Substratpro-
teinen, deren Entfaltung und Transport der
Polypeptidketten zu den proteolytischen
Zentren des 20S Kerns!'l. Die im Zytoplas-
ma und Zellkern operierenden Proteolyse-
maschinen miissen ihre Substrate mit hoch-
ster Prizision erfassen. Wie wird diese Se-
lektivitit erreicht? Ein spezielles Adressier-

system, das Ubiquitinsystem, wihlt Ziel-
proteine aus und markiert diese fiir den Ab-
bau. Dazu werden in einer Enzymkaskade
bestehend aus E1-, E2- und E3-Enzymen
Polyubiquitinketten am Zielprotein aufge-
baut (A4b. 1). Proteasomen bauen in der Re-
gel nur solchermalBen markierte Proteine
ab (eine Ubersicht zu Ausnahmen findet
man in/?). Aufgrund der Diversitit der E3-
Enzyme ist das Ubiquitin-Proteasom-Sys-
tem (UP-System) in der Lage eine Vielzahl
unterschiedlicher Zielproteine zu erfassen.

Proteinqualitdtskontrolle

Proteine falten im Verlauf der Neusynthese
in die native Form. Dies ist eine diffizile An-
gelegenheit. Fehler in der Proteinfaltung
fiihren zu alternativen Strukturen ohne bio-
logische Aktivitit. Faltungsprobleme wer-
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den zusiitzlich geférdert durch Sequenzab-
weichungen bedingt durch Mutationen,
"Transkriptions- oder Translationsfehler. De-
fekte ribosomale Produkte (DriPs) sind ei-
ne nicht zu unterschitzende Herausforde-
rung fiir die Zelle. Jiingere Untersuchungen
lassen annehmen, dass unter normalen Um-
stinden bis zu 30 % der neu-synthetisierten
Proteine niemals den korrekten, nativen Zu-
stand erreichenP!. Fehlerhafte Verinderun-
gen von Proteinen kénnen dariiber hinaus
auch im Verlaufihrer Lebensdauer durch to-
xische Schidigungen (Einwirkung von Rea-
genzien, Strahlung) auftreten. Fehlgefalte-
te und geschidigte Proteine beeintrichtigen
die Zelle nachhaltig. Sie nehmen im dicht
gepackten Zellgefiige Raum ein, beschlag-
nahmen Interaktionspartner ohne ihre Auf-
gabe zu erfiillen, bilden im schlimmsten Fall
unlosliche Aggregate, die akkumulieren und
die Zelle oft bis zum Absterben schidigen.
Die Bildung von Proteinaggregaten ist ein
zentrales, wenn nicht ursichliches Phino-
men neurodegenerativer Erkrankungen wie
Alzheimer, Huntington oder Prionenkrank-
heiten.

Die Beseitigung fehlerhafter Proteine und
Wahrung eines intakten Proteoms ist fiir die
Zelle von essenzieller Bedeutung. Die Evo-
lution hat deshalb effektive Systeme zur
Sicherung der Proteinqualitit hervorge-
bracht. Der Qualititsicherungsprozess lduft
in drei Phasen ab: Uberpriifung der Protei-
ne (,,Proofreading®), Versuch der Faltung
mit aktiver Unterstiitzung und, schligt die
Neufaltung fehl, Degradation des fehler-
haften Proteins. So genannte Chaperone
spielen hier eine zentrale Rolle. Diese er-
kennen und binden fehlerhafte Proteine,
unterstiitzen aktiv die Faltung, fungieren als
Plattform fiir die Assemblierung und Kom-
partimentierung von Proteinen, tragen aber
auch zur Entscheidung zur Degradation bei
und fiihren fehlerhafte Proteine der Abbau-
maschinerie zu. Proteasomen-Inhibitions-
studien in Siugerzellen sowie Untersu-
chungen von Hefemutanten mit inaktivem
Proteasom oder einer Stérung bestimmter
Ubiquitinierungswege belegen klar die zen-
trale Rolle des UP-Systems in der Protein-
qualitidtskontrolle. Inzwischen sind drei
Hauptschauplitze der Proteolyse abnorma-
ler Proteine iiber das UP-System erkannt.

Proteinqualitétskontrolle im Zytoplasma

Durch Aufspiiren einer E3-Ubiquitin-Liga-
se, CHIP, die mit Chaperonen der Hsp70/
Hsp90 Familie interagiert, konnte eine mo-
lekulare Verbindung zwischen UP-System
und cytoplasmatischer Proteinqualititskon-
trolle aufgezeigt werden!®. Hsp70-Cha-
perone werden assoziiert mit Ribosomen ge-
funden. Sie binden neu synthetisierte Poly-
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peptidketten im Stadium der Synthese oder
kurz nach der Fertigstellung und unterstiit-
zen deren Faltung unter Verbrauch von ATP.
CHIP kann diesen Prozess korrumpieren. Es
hemmt den ATP-Umsatz cytosolischer
Hsp70-Proteine und blockiert Hsp70-ver-
mittelte Proteinfaltung. CHIP bindet an E2-
Enzyme der Ubc4/Ubc5-Familie, die fiir die
Ubiquitinierung abnormaler Proteine ver-
antwortlich zeichnen. Die Bindung an
Hsp70/Hsp90 ist notwendig, damit die
CHIP-Ubiquitin-Ligase Aktivitdt ausiiben
kann. Diese Befunde verkniipfen klar die
Ubiquitin-abhingige Proteolyse mit der
Qualititskontrolle cytoplasmatisch synthe-
tisierter Proteine.

Das ERAD-System

Circa 20 % der Proteine werden in den se-
kretorischen Weg eingeschleust. Diese Pro-
teine erreichen das endoplasmatische Reti-
kulum im entfalteten Zustand. Fehlgefalte-
te oder nicht-assemblierte Proteine werden
an der Reise zum Bestimmungsort gehin-
dert, aus dem ER-extrahiert und der pro-
teasomalen Abbaumaschinerie im Zytoplas-
ma zugefiihrt. Ein komplexes System fiir
Modifizierung, Proofreading, Riicktransport
ins Zytoplasma, Ubiquitin-Markierung und
Proteolyse steuert und bewerkstelligt diese
Aufgabe. Die Ubiquitinierung der Proteine,
die vom ER-abhingigen Degradationssys-
tem (ERAD) erfasst werden, erfolgt beim
Durchtritt durch die Membran. Zentrale
Funktionseinheiten der Ubiquitinierungs-
maschinerie wie das E2-Enzym Ubc6 oder
die E3-Ligasen Hrd1/Der3 und Doal0 fin-
det man in der ER-Membran verankert.
Grundlegende Arbeiten in Hefezellen konn-
ten die Basismechanismen des ERAD-Wegs
enthiillen. Laufend werden neue Kompo-
nenten der Maschinerie identifiziert, die
Prozesse besser verstanden!!,

Qualitatskontrolle im Kern

Erst kiirzlich wurde ein entscheidender
Durchbruch erreicht in der Erfassung eines
Proteinqualititskontrollsystems, das sich auf
Proteine konzentriert, die im Verlauf ihrer
Lebensdauer abnormal werden!®l. Die Su-
che nach Komponenten einer Proteinquali-
tatskontrolle im Zellkern — einem Kompar-
timent in dem keine Proteinneusynthese
stattfindet — fithrte zur Entdeckung einer
Ubiquitin-Ligase, San1, die im Kern operiert
und dort selektiv die Ubiquitinierung und
damit den Abbau abnormaler Proteine be-
wirkt!”]. Fehlt San1 wird eine Stressantwort
ausgelost; die Zellen erkennen offensicht-
lich, dass geschidigte Proteine im Kern ak-
kumulieren und aktivieren ein ,,Back-up*-
System, das den San1-Verlust kompensiert.
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Abb. 2: Das UP-System reguliert Transkription auf verschied Eb

: Durch Abbau von Transkrip-

tionsaktivatoren wird die Konzentration der entsprechenden Genprodukte herunterreguliert. Das
proteasomale System kann durch vollstidndigen Abbau von Repressorproteinen oder durch limitierte
Proteolyse und damit Aktivierung von Transkriptionsaktivatorvorldufern aber ,,paradoxerweise” die
Anhebung der Konzentration bestimmter Genprodukte stimulieren. Das UP-System zeigt direkte physi-
kalische Verbindungen zur Transkriptionsmaschinerie (Mediator-Polymerase II-Holoenzymkomplex).
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Mit Sanl ist ein Zugriffspunkt auf ein Qua-
lititskontrollsystem vorhanden, das sich of-
fensichtlich auf ,alternde® Proteine be-
schrinkt. Solche Systeme sind von beson-
derer Bedeutung fiir langlebige Zellen, wie
z.B. Neuronen. Damit ergeben sich neue
Chancen des besseren Verstindnisses neu-
rodegenerativer Erkrankungen wie Alzhei-
mer, Parkinson oder Huntington.

Regulatorische Proteolyse

Das zweite gro3e Hauptfeld proteasomaler
Proteolyse ist der Abbau definierter Ziel-
proteine fiir regulatorische Zwecke. Die Zer-
storung ausgesuchter Proteine als ein die Le-
bensfunktionen der Zelle steuernder Schritt
ist von grof3er Bedeutung. Viel grofer als wir,
gewohnt an die Abldufe in ,,unserer® tech-
nischen Welt, auf den ersten Blick schlie3en
wiirden. Wem erscheint es verniinftig Ma-
schinen abzuschalten, indem man sie in ih-
re Bestandteile zerlegt. Fiir die Zelle macht
das aber durchaus Sinn. Verliuft doch die
proteolytische Zerstérung eines Proteins
schnell und irreversibel, garantiert daher die
termingerechte und gidnzliche Abschaltung
der Aktivitit eines Proteins. Die entstehen-
den Abbauprodukte, die Aminosduren, kén-
nen leicht fiir den Wiederaufbau neuer
Funktionseinheiten recycelt werden. Der
Gewinn ist hoch, der Preis ertriglich. Un-
mittelbares Ziel ist hier die direkte Limi-

tierung der Aktivitit bestimmter Proteine.
So werden z.B. Enzyme zur Anpassung des
Metabolismus durch UP-abhingige Proteo-
lyse neutralisiert.

Transkriptionskontrolle

Das UP-System greift in die Kontrolle der
Konzentration bestimmter Zielproteine
nicht nur direkt durch deren Proteolyse ein.
Es reguliert vielfiltig auch Genexpression
und damit Proteinsynthese durch Modula-
tion der Aktivitit von Transkriptionsfakto-
ren (Abb. 2). Zunehmende Indizien sprechen
fiir eine umfassendere Rolle des UP-Sys-
tems in der Transkriptionskontrolle, die weit
iiber die reine Kontrolle frei diffundierender
Transkriptionsfaktoren hinausgeht. So gibt
es Hinweise, dass das Proteasom manche
"Transkriptionsfaktoren nur nach Ausiibung
der Funktion oder direkt an der Transkrip-
tionsmaschine erfasst. Neuere Befunde deu-
ten zudem auf eine physikalische Interak-
tion zwischen der Transkriptionsmaschine-
rie und dem UP-System. So wurden Vertre-
ter des Ubiquitinsystems in RNA-Polyme-
rase [I-Repressor Komplexen aufgespiirt, ei-
ne periodische Assoziation von Proteasomen
an bestimmten Promotorregionen nachge-
wiesen. Es wird diskutiert, dass Proteolyse-
vermittelte Steuerschritte fiir die Freiset-
zung der RNA-Polymerase von Priinitia-
tionskomplexen an den Promotoren und da-
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mit die Initiation der Transkription, fiir die
Begrenzung der Kopierdurchginge und de-
terminierte Abschaltung der Maschinerie so-
wie fiir die Kldrung der Promotoren nach Ab-
schluss der 'Iranskription eine Rolle spie-
len konnen™®l,

Kontrolle von Leben und Sterben der Zellen

Ziel des Zellteilungszyklus ist die Verdopp-
lung der Zelle mit exakter Kopie der gene-
tischen Information; dies wird durch den pri-
zisen Ablauf eines komplexen Programms
erreicht. Cyclin-abhingige Kinase-Komple-
xe (CDKs) sind der zentrale Taktgeber des
Zellzyklusprogramms. Diese werden durch
oszillierende Wellen von Cyclinen phasen-
spezifisch moduliert. Das UP-System sorgt
durch den Abbau der unterschiedlichen Cy-
cline fiir die termingerechte Abschaltung der
CDKs. Es kann CDKs aber auch durch die
Proteolyse spezifischer Inhibitoren aktivie-
ren. UP-vermittelte Proteolyseschritte spie-
len damit eine zentrale Rolle in der bioche-
mischen Uhr des Zellzyklus. Die Proteoly-
se CDK-unabhiingiger Regulatoren stellt
dartiber hinaus sicher, dass die Teilpro-
gramme des Zellzyklus vollstindig und in
exakter Reihenfolge ablaufen. Dies sei am
Beispiel des Anaphase-Inhibitors Pds1 im
Detail dargestellt (Abb. 3). UP-vermittelte
Proteolyse spielt auBerdem eine wichtige
Rolle in der Entfernung von Strukturkom-
ponenten der Zellzyklusmaschinerie, de-
ren Anwesenheit den exakten Ablauf des
nachfolgenden Teilungszyklus stéren (Abb.
3)[9].

In Antwort auf dufere Signale oder inter-
ne Schiden kann die Zelle einen apoptoti-
schen Suizid induzieren. Auch hier greift das
UP-System regulierend ein. Die Inhibition
des proteasomalen Systems kann, je nach
Zelllinie, Apoptose auslésen oder verhin-
dern. Wichtige Apoptoseregulatoren, wie der
‘Tumorsuppressor p53, IAP-Proteine oder
Mitglieder der Bel2-Familie wurden als Ziel-
proteine des UP-Systems identifiziert!”],
Caspasen, die als Signal- und Effektorpro-
teasen eine zentrale Rolle im Apoptosege-
schehen einnehmen, zerlegen im Verlauf des
Zelltods proteasomale Untereinheiten!19],
Maglicherweise ist der Zusammenbruch des
UP-Systems ein wichtiges Signalereignis der
Apoptose.

Perspektiven

Die Erforschung des UP-Systems erweitert
nicht nur unser grundsitzliches zellbiologi-
sches Wissen. Es ergeben sich daraus auch
interessante Ansatzpunkte zur Entwicklung
neuer Medikamente. Konkret bestitigt wur-
de dies durch die Markteinfithrung des Pro-
teasomeninhibitors Bortezomib (Velcade) als
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Abb. 3: Das UP-System steuert Schritte der Mitose: Der Abbau des Anaphaseinhibitors Pds 1 wird durch
einen Ubiquitin-Ligase Komplex Cdc20-APC getriggert; dies ist ein zentraler Steuerschritt in der Einlei-
tung der Mitose. Pds1 agiert als spezifischer Inhibitor einer hochselektiven Protease, der Separase
Esp1. Diese wird bei Abbau von Pds1 in aktiver Form freigesetzt. Esp1 schneidet dann Scci, eine Unter-
einheit der Cohesin-Komplexe, und I6st so die physikalische Verbindung zwischen den Schwesterchro-
matiden der duplizierten Chromosomen. In der Metaphase senden Chromosomen, die nicht korrekt an
die Mikrotubuli der Mitosespindel angeheftet sind ein molekulares Signal (Mad2) das Cdc20-APC
blockiert. So wird erreicht, dass die Trennung der Chromosomen nur nach korrektem Aufbau der
Mitosespindel erfolgen kann. Dieser Proteosomen-vermittelte Regulationsschritt des ,,Spindle-
damage-checkpoints” ist von zentraler Bedeutung fiir die Perfektion der Chromosomensegregation in
der Mitose und damit die genetische Stabilitdt der Zelle. Scc1-Fragmente stéren den korrekten Aufbau
der Chromatidenkohdsion im nachfolgenden Teilungszyklus. Sie werden deshalb im Verlauf der Mitose
iiber einen APC-unabhdingigen iiber die E3-Ligase Ubr1 vermittelten UP-Weg entfernt.

Krebstherapeutikum. Dieses Medikament
bewihrt sich als enorm wirksam in der Be-
handlung von Rezidiven multipler Myelo-
me. Die Ausweitung des Einsatzspektrums
auf weitere bosartige Erkrankungen wie
Hodgkin und non-Hodgkin Lymphome,
Leukidmien, Lungen- und Prostatakarzino-
me ist viel versprechend. Bortezo-
mib blockiert den Abbau wichtiger
Regulatoren der Tumorzelle; die
Identitit dieser Zielproteine ist aber
vielfach noch nicht im Detail ge-
kldrt. Klar ist, das Medikament
stoppt die Proliferation der Zellen,
16st Apoptose aus, hemmt Gefil3-
neubildung und erhéht zusitzlich
die Sensitivitidt der Tumorzellen ge-
gen Chemotherapeutika und Be-
strahlung!!!],

Proteasomeninhibitoren wird
auch ein Potenzial fiir die Therapie
anderer Erkrankungen wie Muko-
viszidose, Autoimmun- oder chro-
nisch entziindlicher Erkrankungen
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zugeschrieben. Viel versprechende thera-
peutische Wirkungen werden in der Zukunft
von Medikamenten erwartet, die in die
Funktion von E3-Ligasen oder proteasoma-
len Substraten eingreifen, damit mit hochs-
ter Prizision definierte Regulationsvorgin-
ge der Zelle storen oder wiederherstellen.
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